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SILVA, Carolina Peres. Efeito da atividade esportiva sobre marcadores
imunolégicos em saliva de criangas e adolescentes. 2017. 55 f. Dissertagao
(Mestrado em Odontologia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

RESUMO

Niveis séricos elevados de IL-6 e TNFa apresentam relagdo com o baixo nivel de
aptiddo fisica, excesso de peso e risco de desenvolvimento de doencas
cardiovasculares. A pratica de atividade fisica regular possui efeito anti-inflamatério,
no qual niveis séricos de TNFa e IL-6 apresentam correlagdo negativa com a aptidao
fisica. Sabendo que a utilizacdo do método de coleta salivar representa uma boa
ferramenta para a coleta em criangas, o objetivo deste estudo foi avaliar a
concentracdo salivar de IL-6 e TNFa e correlacionar com o IMC, aptidao
cardiorrespiratoria e poténcia de membros inferiores, risco de desenvolvimento de
doencas cardiovasculares e saude bucal, em meninas praticantes de voleibol. O
segundo objetivo foi avaliar o efeito da pratica de atividade esportiva sobre os niveis
salivares destas citocinas. Dois cortes foram realizados: 1) transversal (n=120)
relacionado com a associagao entre os niveis de mediadores inflamatorios, medidas
antropomeétricas, testes fisicos e saude bucal; 2) longitudinal (n=63) sobre o efeito do
treinamento de voleibol sobre os mediadores inflamatérios salivares. No estudo
longitudinal, as meninas completaram as oito semanas de treino e foram submetidas
a testes de aptidao fisica e coletas de saliva no inicio e apds oito semanas de treino.
A associacao entre a concentragao salivar de IL-6, TNFa, a altura de salto e o
VO,max., com as demais variaveis de estudo foram determinadas por meio de
andlise de regressao linear multivariada. A correlagdo entre as variaveis que
permaneceram significantes no ajuste stepwise e as variaveis preditoras foram
determinados pelo teste de correlagdo de Spearman. As variaveis de estudo foram
consideradas significantes se p < 0,05. Vinte e oito meninas (23,4%) apresentaram
excesso de peso. Os niveis medianos de IL-6 e TNFa ndo se alteraram nas
diferentes faixas de IMC, tempo de treino e tempo de pratica, risco cardiovascular e
indice de CPOD. Os niveis de IL-6 e TNFa nao foram significativamente diferentes
nas criangas sob risco de desenvolvimento de doenga cardiovascular. Foi observada
correlacdo moderada entre a concentracdo de IL-6 e TNFa salivares (r=0,34;
p<0,001), correlacdo negativa fraca entre IL-6 e altura de salto vertical (r=-0,28,
p<0,005) e correlagcdo moderada entre a concentracdo de TNFa salivar e idade
(r=0,33; p<0,001). O VO,max. apresentou associagdo com a altura de salto, idade e
tempo de treino semanal. O salto vertical foi influenciado pela idade, IMC, tempo de
treino semanal, VO,max. e tempo de pratica da escolinha de voleibol. Os resultados
demonstram que niveis salivares de IL-6 e TNFa apresentam correlagao, que a IL-6
esta relacionada com a aptidao fisica e que o treinamento promove o0 aumento da
concentracdo de TNFa salivar, mas isto ndo esta associado ao desempenho fisico.

Palavras-chave: Interleucina-6. Fator de necrose tumoral - alfa. Crianca.
Adolescente.



SILVA, Carolina Peres. Effect of sports activity on immunological markers on
saliva in children and adolescents. 2017. 55 p. Dissertation (Master's Degree in
Dentistry) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

ABSTRACT

Elevated serum levels of IL-6 and TNFa are related to low physical fitness,
overweight and obesity, and risk of developing cardiovascular diseases. The practice
of regular physical activity has anti-inflammatory effects, in which serum levels of
TNFa and IL-6 present a negative correlation with physical fithess. Knowing that the
use of the salivary collection method represents a good tool for the collection in
children, the aim of this study was to evaluate the salivary concentration of IL-6 and
TNFa and to correlate with BMI, cardiorespiratory fitness and potency of lower limbs,
risk of development of cardiovascular diseases and oral health in girls practicing
volleyball. The second objective was to evaluate the effect of sports activity on the
salivary levels of these cytokines. Two cuts were made: 1) transversal (n = 120) of
the association between levels of inflammatory mediators, anthropometric measures,
physical tests and oral health; 2) longitudinal (n = 63) of the effect of volleyball
training on salivary inflammatory mediators. In the longitudinal study, the girls
completed the eight weeks of training and underwent physical fitness tests and saliva
collections at baseline and after eight weeks of training. The association between the
salivary concentration of IL-6, TNFa, jump height and VO2max., with the other study
variables were determined by multivariate linear regression analysis. The correlation
between the variables that remained significant in the stepwise adjustment and the
predictor variables were determined by the Spearman correlation test. Study
variables were considered significant if p <0.05. Twenty eight athletes (23.4%) were
overweight. The median levels of IL-6 and TNFa did not change in the different BMI
ranges, training time and practice time, cardiovascular risk, and DMFT index. Levels
of IL-6 and TNFa were not significantly different in children at risk of developing
cardiovascular disease. A moderate correlation was observed between IL-6 and
salivary TNFa concentration (r = 0.34, p <0.001), weak negative correlation between
IL-6 and vertical jump height (r = -0.28, p <0.005), and moderate correlation between
salivary TNFa concentration and age (r = 0.33, p <0.001). The VO2max. presented
association with jump height, age and weekly training time. The vertical jump was
influenced by age, BMI, weekly training time, VO2max. and practice time of the
volleyball school. The results demonstrate that salivary levels of IL-6 and TNFa
correlate, that IL-6 is related to physical fitness and that the training promotes an
increase in the concentration of salivary TNFa, but this is not associated with
physical performance.

Keywords: Interleukin-6. Tumor necrosis fator - alpha. Child. Adolescent.
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1 INTRODUGAO

O comportamento sedentario, comum no mundo moderno, potencializa o risco
de desenvolver a obesidade. A obesidade € uma doenca crbnica complexa de
etiologia multifatorial que envolve aspectos genéticos, hormonais, alimentares e
ambientais (da Cunha Nascimento et al. 2015). Criancas e adolescentes podem
passar mais de cinco horas por dia com o uso de aparelhos eletronicos, colaborando
para um estilo de vida inativo (Kenney e Gortmarker 2016). Por outro lado, o
estimulo a pratica de atividade fisica habitual pode reduzir a prevaléncia de
obesidade em criangas e adolescentes e reduzir o risco de desenvolvimento de
doencas crbnicas (ABESO 2016).

A obesidade infantil € um grande desafio para a saude publica do século XXI.
Os indices aumentaram radicalmente nas ultimas décadas, acometendo ndo soé
paises de alta renda, como também paises de baixa e média renda. Segundo a
Organizagdo Mundial da Saude, em 2013, cerca de 42 milhdes de criangas em idade
pré-escolar estavam com sobrepeso (WHO 2014).

O grande impacto desta situagdo é a maior probabilidade destas criangas se
tornarem adultos obesos, além de estarem mais predispostos a desenvolver outros
problemas de saude, como diabetes tipo Il, doencas cardiovasculares, doenca
pulmonar obstrutiva crénica, sindrome da apnéia obstrutiva do sono, sindrome
metabdlica e alguns tipos de cancer. O excesso de peso possui forte associagao
com a morte prematura (Hotamisligil 2006; Ouchi et al. 2011; Rook e Dalgleish 2011;
Gleeson et al. 2011; Jackson et al. 2017). Em 2012, 3,6% dos casos de cancer
diagnosticados em todo o mundo foram atribuiveis ao sobrepeso e obesidade
(Arnold et al. 2015).

Um estado inflamatério crénico de baixo grau € o fator chave relacionado a
obesidade, que envolve niveis elevados de marcadores inflamatorios circulantes,
como o fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e a interleucina-6 (IL-6) (Gleeson et al.
2011;Lee, Lee e Choue 2013). Sabe-se que o tecido adiposo ndo apenas armazena
a energia, mas também funciona como um 6rgao endocrino-metabdlico que secreta
citocinas e adipocinas, que atuam no processo inflamatério (Galic, Oakhill e
Steinberg 2010; Lee, Lee e Choue 2013; Cinkajzlova, Mraz e Haluzik 2017). O

acumulo de gordura visceral libera maior quantidade de marcadores inflamatorios
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por grama de peso do que o tecido adiposo abdominal (Camitini, Armeno e Mazza
2016).

O aumento de adipdcitos ou pré-adipdcitos produzem sinais quimiotaticos que
levam ao recrutamento de células do sistema imune, principalmente de macrofagos
classicamente ativados e linfocitos. Estas células por sua vez, liberam adipocinas
pré-inflamatérias que contribuirdo para o desenvolvimento de comorbidades
relacionadas a obesidade (Cancello et al. 2005; Wellen e Hotamisligil 2005; da
Cunha Nascimento et al. 2015).

A IL-6 e o TNFa sao citocinas proé-inflamatdrias sintetizadas principalmente
por macréfagos e tem como fungao a indugao da inflamagao sistémica (Ouchi et al.
2011; Cinkajzlova, Mraz e Haluzik 2017). Niveis séricos elevados de IL-6
apresentam relacdo com a baixa aptidao fisica, sobrepeso e obesidade, risco de
desenvolvimento de hipertensado, doencgas cardiovasculares e resisténcia a insulina,
em criangas e adolescentes (Falaschetti, Hingorani et al. 2010, Hosick, McMurray et
al. 2013, De Filippo, Rendina et al. 2015, Nielsen, Quist et al. 2016). Em adultos, a
IL-6 e o TNFa possuem correlacdo positiva com o indice de massa corpérea, sendo
que a perda de peso pode contribuir para a redugao dos niveis destas citocinas
(Khaodhiar et al. 2004; Nicklas et al. 2004; Cancello et al, 2005; Aron-Wisnewsky et
al. 2009; Camitini, Armeno e Mazza 2016).

Desta forma, a pratica de atividade fisica regular possui efeitos anti-
inflamatdrios, o que corrobora para a diminuicdo da obesidade com consequente
diminuic&o da liberagdo de citocinas (Gleeson et al. 2011; Lopes et al. 2016). indices
de TNFa e IL-6 apresentam-se menores quando ha um nivel de aptiddo aerdbio
elevado (Hosick et al. 2013). Um programa de 12 semanas de treino resistido foi
capaz de reduzir marcadores inflamatérios em meninas obesas (Lopes et al. 2016),
possivelmente através da redugado da gordura visceral e a inibicdo da infiltracdo de
macréfagos no tecido adiposo (Kawanishi et al. 2010).

Atualmente, a avaliacdo dos niveis salivares destas citocinas inflamatérias
pode representar uma nova ferramenta diagndstica, uma vez que representa um
método de coleta facil, o que ndo exige profissionais qualificados, indolor, nao
invasivo, passivel de ser realizado multiplas vezes e, por essas vantagens, torna-se
um meétodo bastante adequado para grupos pediatricos (Klein Kremer et al. 2014).
No entanto, o ambiente oral e a imunidade local podem influenciar o nivel de

citocinas salivares (Desai e Mathews 2014). Considerando auséncia de informacgdes



14

a respeito da relacédo entre IMC, aptidao cardiorrespiratéria e poténcia de membros
inferiores, risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares e saude bucal,
com a concentragao salivar de IL-6 e TNFa, o objetivo deste estudo foi avaliar a
correlacdo entre estas variaveis em criangcas e adolescentes do sexo feminino
matriculadas em um programa de atividade esportiva de voleibol. O segundo
objetivo é avaliar o efeito da pratica esportiva sobre os niveis salivares destas

citocinas.
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2 OBJETIVOs

Verificar a correlagdo entre IMC, aptidao fisica, risco de desenvolvimento de
doencas cardiovasculares e saude bucal com IL-6 e TNFa salivares em criangas e
adolescentes do sexo feminino praticantes de voleibol. O segundo objetivo é avaliar

o efeito da pratica de atividades fisicas sobre os niveis salivares destas citocinas.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os niveis de citocinas inflamatérias em saliva de criancas e

adolescentes;

e Correlacionar os niveis de citocinas salivares com histéria prévia de carie
dentaria;

e Correlacionar os niveis de citocinas com a altura de salto vertical;

e Correlacionar os niveis de citocinas com VO,max._ estimado pelo teste de
Léger;

e Correlacionar os niveis de citocinas com o risco de doenga cardiovascular
estimado pelo VO,max .

e Avaliar o efeito de oito semanas de treinamento sobre os niveis salivares de

citocinas.
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Resumo

Objetivo: avaliar a concentragéo salivar de IL-6 e TNFa e correlacionar com o IMC,
aptiddo cardiorrespiratéria e poténcia de membros inferiores, risco de
desenvolvimento de doencgas cardiovasculares e saude bucal, em meninas
praticantes de voleibol. Método: 1) estudo transversal (n=120) da associacao entre
os niveis de mediadores inflamatérios, medidas antropométricas, testes fisicos e
saude bucal; 2) estudo longitudinal (n=63) do efeito de oito semanas de treinamento
sobre os mediadores inflamatdrios salivares. Resultados: Os niveis medianos de IL-
6 e TNFa nao apresentaram correlacdo com IMC, volume de treino e experiéncia
prévia no esporte, risco cardiovascular e CPOD. Foi observada correlacdo moderada
entre a concentracdo de IL-6 e TNFa salivares (r=0,34; p<0,001), correlagéo
negativa fraca entre IL-6 e altura de salto vertical (r=-0,28, p<0,005) e correlagao
moderada entre a concentragdo de TNFa salivar e idade (r=0,33; p<0,001). Apds
oito semanas, os niveis de TNFa aumentaram, enquanto apenas o grupo < 12
meses apresentou reducdo da concentragdo de IL-6. Conclusao: Os resultados
demonstram que niveis salivares de IL-6 e TNFa apresentam correlagao, que a IL-6
esta relacionada com a altura de salto e que o treinamento promove o aumento da

concentragcdo de TNFa salivar, mas isto ndo esta associado ao desempenho fisico.

Palavras-chave: Interleucina- 6, Fator de necrose tumoral- alfa, voleibol, crianca,

adolescente.
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Introducgao

Niveis séricos elevados das citocinas inflamatdrias Interleucina-6 (IL-6) e
Fator de Necrose Tumoral-alfa (TNFa), em criangas e adolescentes, estdo
associados ao indice de massa corporal (IMC) elevado, baixo nivel de atividade
fisica habitual, baixa aptidao cardiorrespiratéria e baixa poténcia muscular (Tam,
Garnett et al. 2010, Steene-Johannessen, Kolle et al. 2013, Zabaleta, Velasco-
Gonzalez et al. 2014, De Filippo, Rendina et al. 2015, Gaines, Vgontzas et al. 2016,
Nielsen, Quist et al. 2016). A concentragdo sérica elevada destes mediadores
inflamatdrios é também considerada um fator de risco futuro para o desenvolvimento
de doengas cardiovasculares, diabetes tipo Il e sindrome metabdlica em criangas e
adolescentes (De Filippo, Rendina et al. 2015, Valle, Martos et al. 2015). Por outro
lado, a pratica de atividades esportivas pode reduzir a concentragao sérica destes
mediadores (Eliakim, Portal et al. 2013, Nemet, Oren et al. 2013, Roberts, Izadpanah
et al. 2013, Steene-Johannessen, Kolle et al. 2013, Nielsen, Quist et al. 2016),
sugerindo que a melhora da aptiddo fisica contribua para redugdo do risco de
desenvolvimento de doencas inflamatdrias crénicas em criangas e adolescentes.

Estudos avaliando niveis séricos de IL-6 e TNFa, em criangas e adolescentes,
correlacionaram negativamente a presenca destes mediadores com indices de
aptidao fisica aerdbia e anaerdbia e o IMC (Thomas and Williams 2008, Hosick,
McMurray et al. 2013, Sobieska, Gajewska et al. 2013, Mendes, Andaki et al. 2016).
Niveis elevados de IL-6 e TNFa foram observados em individuos com baixa aptidao
fisica ou que apresentaram baixo nivel de atividade fisica habitual (Thomas and
Williams 2008, Sobieska, Gajewska et al. 2013, Mendes, Andaki et al. 2016). Em
criangas e adolescentes, a forgca muscular (apreensdo manual, saltos verticais e sit-
up test) apresentou correlagao negativa fraca com os niveis de IL-6 e TNFa (Steene-
Johannessen, Kolle et al. 2013). Niveis elevados de IL-6 também estdo associados a
baixos indices de desempenho fisico na bateria de testes Eurofit, aplicada em
criangas e adolescentes (Sobieska, Gajewska et al. 2013). Por outro lado, um estudo
avaliando criancas obesas e ndo obesas, com alto e baixo consumo maximo de
oxigénio (VO,max.— aptidao cardiorrespiratéria) demonstrou que ambos os grupos
de criancas com alto VO,max. apresentaram menores niveis de IL-6 circulante
(Hosick, McMurray et al. 2013). Estes estudos sugerem que niveis elevados de

citocinas inflamatérias circulantes estdo correlacionados a baixa aptidao fisica, mas
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nao esta estabelecido se estes indices podem ser avaliados também em amostras
de saliva.

Um estudo em criancas e adolescentes de cinco a 13 anos, envolvendo
treinamento fisico (esportes coletivos e jogos de corrida) com duragado de uma hora,
duas vezes por semana, durante trés meses, demonstrou uma redugao significativa
dos niveis séricos de mediadores inflamatérios, exceto IL-6 (Nemet, Oren et al.
2013). Outro estudo, envolvendo criangas com sobrepeso e obesas, submetidas a
treinos aerobios e de resisténcia muscular, durante oito meses, também demonstrou
uma redugao significativa dos niveis de TNFa, sem efeito em IL-6 (Nascimento,
Alves et al. 2016). Porém, outro estudo em meninas de 13 a 17 anos, com
sobrepeso e obesas, submetidas a um protocolo de 12 semanas de treinamento
aerobico e resistido, ndo demonstrou alteragdes nos niveis séricos de IL-6 e TNFa
(Lopes, Leite et al. 2016). No entanto, um estudo realizado em adolescentes
praticantes de voleibol demonstrou que sete semanas de treino foram capazes de
reduzir os niveis séricos de IL-6 (Eliakim, Portal et al. 2013). Considerando a
variedade de protocolos de exercicio e os resultados em relacdo ao nivel de
citocinas, ainda nao esta esclarecido se a pratica de atividade esportiva em contra
turno escolar pode modular ambas as citocinas.

Embora seja observada uma associacdo entre mediadores inflamatérios
sanguineos e aptidao fisica, a correlagédo destes mediadores em saliva ainda néo
esta esclarecida. Também nao estdo esclarecidos se estes mediadores, presentes
em saliva, sdo modulados pela pratica de atividade fisica. O uso de amostras de
saliva para monitoramento de fatores de risco para doengas inflamatérias em
criangas e adolescentes pode ser um método que apresenta praticidade, baixo custo
e aceitabilidade devido a coleta ser nao invasiva (Desai e Mathews 2014, Prasad,
Tyagi et al. 2016). Os exames complementares utilizando amostras de saliva podem
ter aplicabilidade no diagnostico e monitoramento de individuos, como alternativa a
coletas sanguineas, especialmente quando muitas coletas consecutivas sé&o
requeridas, em especial em pacientes pediatricos (Rathnayake, Akerman et al. 2013,
Klein Kremer, Kuzminsky et al. 2014). No entanto, a concentracédo de IL-6 e TNFa
salivar sdo menores em relagdo a concentragcdo seérica, e podem nio apresentar
uma correlagdo direta, dependendo do método de coleta e andlise utilizado
(Williamson, Munro et al. 2012, Rathnayake, Akerman et al. 2013, Hanneman,

McCue et al. 2016, Prasad, Tyagi et al. 2016). A coleta de amostras de saliva ainda
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€ limitada pela presenca de lesbes bucais e dentarias. Niveis elevados de IL-6
podem ser observados na saliva de criangas portadoras de carie dentaria ativa (Riis,
Granger et al. 2015, Menon, Balagopal et al. 2016).

Considerando auséncia de informacgdes a respeito da relacido entre IMC,
aptiddo cardiorrespiratéria e poténcia de membros inferiores, risco de
desenvolvimento de doencgas cardiovasculares e saude bucal com concentragao
salivar de IL-6 e TNFa, o objetivo deste estudo é avaliar a correlagdo entre estas
variaveis em criangas e adolescentes do sexo feminino matriculadas em um
programa de atividade esportiva de voleibol. O segundo objetivo é avaliar o efeito da

pratica de atividades esportiva sobre os niveis salivares destas citocinas.

Material e métodos

Delineamento de estudo e sujeitos

Este estudo foi dividido em duas fases:

1) Estudo transversal da associacdo dos niveis salivares de mediadores
inflamatérios com medidas antropométricas, aptidao cardiorrespiratéria e poténcia
de membros inferiores e saude bucal;

2) Estudo longitudinal do efeito do treinamento de voleibol sobre os mediadores
inflamatadrios salivares.

Os procedimentos de estudo foram aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina
(parecer favoravel n° 821.804) (ANEXO B).

Para o calculo do tamanho da amostra do estudo transversal, foi considerada
a concentragcao média de IL-6 em saliva de criangas e adolescentes descrita por Riis
e Granger (2015) e variagao de IL-6 de aproximadamente 80% em criangas com
experiéncia de carie ativa e criangas tratadas (Menon, Balagopal et al. 2016). Foi
inicialmente calculado o numero minimo de 35 criangas por grupo de analise,
considerando 20% de perdas no estudo longitudinal, para obtengdo de um erro tipo
a maximo de 5% e 80% de poder estatistico.

No estudo transversal, foram incluidas 148 meninas, com idade variando de 7
a 17 anos, matriculadas em um programa de treinamento de voleibol em horario de

contra turno escolar. As meninas foram treinadas no Projeto de Escolinhas
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Esportivas da Secretaria de Esportes do Municipio de Cambé — Parana, Brasil. O
programa atende criangas matriculadas na rede publica de ensino do Municipio de
Cambé e é realizado durante o periodo letivo. As meninas foram avaliadas no
primeiro més de apresentagao aos treinos, apds o periodo de férias letivas. Foram
incluidas na avaliagdo inicial (estudo transversal) todas as meninas que
apresentaram termo de consentimento livre e esclarecido assinado pelos pais.
Foram excluidas as meninas que apresentaram doencas inflamatérias cronicas,
lesbes de mucosa, faziam uso continuo de medicacdo, diabéticas e que nao
pudessem realizar os testes fisicos. No estudo longitudinal, as meninas foram
reavaliadas apos oito semanas de treinamento. Na ultima avaliagao, foram incluidas
apenas as meninas que estavam frequentando regularmente as sessfes de
treinamento, com até duas faltas permitidas durante a participagdo no programa de

treino.
Avaliagdo antropométrica

A estatura, em centimetros, foi mensurada com auxilio de um estibmetro e o
peso foi avaliado com uma balanga digital (Omhron HBF 514C, Omhron Health Care
do Brasil, Sdo Paulo, Brasil). O indice de massa corporal foi calculado com a formula
IMC= massa (Kg)/ altura® (m).

As meninas foram classificadas conforme o IMC em: muito abaixo do peso,
abaixo do peso, normal, sobrepeso e obesidade conforme os critérios adotados pela
Organizagdo Mundial de Saude para meninas entre 0 e 19 anos de idade (de Onis
and Lobstein 2010).

Avaliacao de saude bucal

O indice de dentes cariados, perdidos e obturados para dentes permanentes
(CPOD) foi determinado conforme os critérios descritos pela OMS (1987) (WHO,
2013). O exame bucal foi realizado com auxilio de iluminacéo artificial, com uso de
espatulas e sondas, por trés examinadores treinados (dois odontopediatras e um

periodontista) e calibrados (Kappa= 0,99).
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Durante o exame bucal foi avaliado a presenca de lesdes em tecidos moles e

presenca de sangramento gengival espontaneo.

Coleta de amostras de saliva

Amostras de saliva foram coletadas em repouso, antes do inicio dos testes
fisicos e do treino, apdés uma hora da ultima refeigdo, entre as 09:00 e 10:00 da
manha ou 14:00 e 15:00 da tarde, conforme o horario de treino. As meninas foram
orientadas a enxaguar a boca durante um minuto com agua potavel antes da coleta.
A seguir, foram orientadas a salivar espontaneamente em tubos de coleta graduados
estéreis, durante dois minutos. As amostras de saliva foram imediatamente

colocadas em gelo e congeladas a -20 °C antes do uso.

Ensaio imunoenzimatico para determinagdo da concentracéo de IL-6 e TNFa

As amostras de saliva foram centrifugadas a 4000g, durante 5 minutos para
sedimentagcao de restos celulares e debris em saliva. A seguir, as amostras foram
submetidas a ensaio imunoenzimatico, em duplicatas, para determinagdo da
concentragéo salivar de |IL-6 e TNFa, utilizando kits comerciais (Human IL-6 ELISA
Set, cat. 555220 e Human TNF ELISA Set, cat. 555212, BD OptiEIA™, Becton e

Dickinson Biosciences, Franklin Lakes, EUA).

Salto vertical com contramovimento

As meninas foram previamente familiarizadas para realizar o teste de salto
com contramovimento, antes da coleta de dados. O teste de salto vertical com
contramovimento foi realizado em plataforma de forga (Smart jump, Fusion Sports,
Summer Park, Australia), sendo realizados trés saltos consecutivos, com um minuto
de intervalo. A maior altura de salto em trés tentativas foi anotada. Para o teste, as
criancas foram orientadas a permanecerem em posicao ereta e, quando um sinal
luminoso fosse aceso, deveriam agachar rapidamente com os joelhos flexionados a
aproximadamente 90° e imediatamente saltar com as pernas estendidas. Os bracos
deveriam ser estendidos durante a fase de voo do salto, simulando o movimento de

bloqueio em rede.
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Teste de shuttle run de 20 m (teste de Léger)

Para estimar o consumo maximo de oxigénio (VO,max.), foi aplicado o teste
progressivo maximo desenvolvido por Léger & Lambert em 1982 e modificado por
Léger e colaboradores em 1984 (Leger and Lambert 1982). A estimativa de VO,max.
foi calculada utilizando a formula descrita por Léger e colaboradores em 1988, para
criangas de 8 a 19 anos (Leger, Mercier et al. 1988):

VO,max. = 31,024 + 3,238A — 3,248B + 0,1536AB
A = velocidade alcangada no ultimo estagio alcangado
B= idade

A faixa de risco cardiovascular estimada pelo desempenho em testes de
corrida para estimagdo de VO,max. foi estipulada conforme sugerido por Ruiz e
colaboradores (2016). Criangcas e adolescentes com VO,max. <35 mL/Kg/min, ou
que nao alcangaram o estagio 3 do teste de Léger foram consideradas sob risco de

doencas cardiovasculares (Ruiz, Cavero-Redondo et al. 2016).

Treinamento de voleibol

As meninas foram submetidas a praticas semanais de treinamento de
voleibol, realizados em duas a trés sessdes por semana, com duracido de 120 a 180
minutos sessdo, dependendo da experiéncia prévia da crianga na pratica esportiva.
Os treinos foram realizados durante oito semanas consecutivas, e consistiam de 10
minutos de aquecimento com corrida em baixa intensidade, exercicios técnico-
taticos especificos da categoria, exercicios aerdobicos e anaerdbicos com e sem
bolas, jogos simulados e cinco minutos de alongamento ao término de cada sesséao
de treino. As criancas que tiveram trés ou mais faltas durante o treino foram
excluidas do estudo.

As meninas avaliadas no estudo longitudinal completaram as oito semanas de
treino e foram submetidas a testes de salto, Léger e coleta de saliva no inicio e apos

oito semanas de treino.

Analise estatistica



25

A distribuicdo de normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-
Wilks. Variaveis continuas com distribuicido normal foram expressas em média e
desvio padrdo. Variaveis sem distribuicdo normal foram expressas em medianas e
quartis de 25 a 75%. Diferengas entre grupos foram avaliadas com teste de ANOVA
one-way, seguido de pos teste de Tukey (dados paramétricos) ou teste de Kruskal-
Wallis com pés teste de Dunn (dados nao paramétricos). Dados categéricos foram
expressos em porcentagens e avaliados pelo teste de Qui quadrado com corregéo
de Yates ou teste exato de Fisher. A comparacao entre as variaveis nos momentos
pré e pos foi realizada com teste T pareado ou teste de Wilcoxon. A associacao
entre a concentracdo salivar de IL-6, TNFaq, altura de salto e VO,max., com as
demais variaveis de estudo foram determinadas por meio de analise de regresséo
linear multipla. A correlagdo entre as variaveis que permaneceram significantes no
ajuste stepwise da regressao linear multipla e as variaveis preditoras foram
determinados pelo teste de correlagdo de Spearman. As variaveis de estudo foram

consideradas significantes se p < 0,05.
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Resultados

Estudo transversal

Foram convidadas 148 meninas matriculadas no programa de voleibol, das
quais 120 (81%) foram avaliadas, sendo 28 (19%) excluidas devido a auséncia de
apresentacao do termo de consentimento, ndo realizacdo de testes fisicos, falta de
dados completos de coleta ou falta no dia de realizagao dos testes fisicos.

Em relagdo ao tempo de treinamento, as meninas foram alocadas em trés
grupos: iniciantes (sem experiéncia prévia), < 12 meses (tempo minimo de trés
meses e maximo de 12 meses de pratica) ou > 12 meses (minimo de 13 e maximo
de 84 meses). Das 120 meninas, 24 (20%) eram iniciantes, 54 (45%) < 12 meses e
42 (35%) > 12 meses.

A idade média das meninas foi 12,5 + 2,3 anos, com idade minima de 7 anos
e maxima de 17 anos. Meninas dos grupos < 12 meses e > 12 meses apresentaram
média de idade maior em relagdo as iniciantes (tabela 1).

Nao foram observadas alteracdes bucais inflamatodrias e lesbes de tecidos
moles. O indice CPOD foi de 1.0 [0.5 — 2.5] sem diferenca entre as meninas com
diferentes tempos de treino. Nenhuma crianga apresentou sangramento gengival
espontaneo.

Em relacédo ao IMC, sete (05,8%) apresentaram baixo peso, 85 (70,8%) peso
normal, 14 (11,7%) sobrepeso e 14 (11,7%) obesidade. A frequéncia de meninas em
diferentes faixas de IMC foi semelhante nos grupos com diferentes tempos de
treinamento (tabela 1). A altura média de salto foi 28,3 £ 5,9 cm sendo que as
meninas que praticavam voleibol a mais de 12 meses apresentaram altura de salto
maior em relagao as que treinavam a menos de 12 meses e iniciantes (tabela 1).

Em relagao ao teste de Léger, o estagio mediano completado foi o 03 [02 a
4.5], e a estimativa de VO,max. médio de 39,8 £ 5,0 ml/Kg/min, sem diferencas
significativas entre os grupos. De acordo com os critérios descritos por Ruiz e
colaboradores (2016), 13 (10,3%) das meninas estavam sob risco de
desenvolvimento de doenga cardiovascular, sem diferengca de frequéncia entre os
grupos. 27

A concentragdo mediana de IL-6 foi 0,68 [0,43 — 1,13] pg/ml e de TNFa foi
0,46 [0,28 — 0,59] pg/ml, sem diferengas entre grupos (tabela 1).
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Tabela 1. Caracteristicas da amostra em relacdo ao tempo de participagdo no

programa de treinamento (n=120).

Iniciante <12 meses > 12 meses

Idade (anos) 11,8 +2,3 121+2/1 13,5+ 2,1**
CPOD 011[0,5-1,5] 011[0,5-2,5] 011[0,5-3,0]
IMC

Baixo 01 (04,2%) 05 (02,4%) 01 (09,3%)

Normal 17 (70,8%) 35 (78,6%) 33 (64,8%)

Sobrepeso 03 (12,5%) 08 (07,1%) 03 (14,8%)

Obesidade 03 (12,5%) 06 (11,9%) 05 (11,1%)
Numero de treinos semanais 02 [02 - 02] 02 [02 - 2,5] 02 [02 - 3,5]
Tempo de treino semanal 240 [180 —255] 240 [210 — 240] 270 [240 -630]*
(minutos)
VO,max. (ml/kg/min) 39,7+5,9 40,3+44 39,4+58
Altura de salto vertical (cm) 24,7 £ 3,7 27,2+6,4 30,9 + 5,0%+*
IL-6 (pg/ml) 0,73 [0,51-1,11] 0,66 [0,43 — 1,13] 0,53 [0,59 — 1,20]

TNFa (pg/ml) 0,44 [0,25 - 0,61]

0,43 [0,29 — 0,56]

0,48 [0,28 — 0,65]

* p <0,01 ,** p <0,01 em relagao a iniciante.
#p <0,05 em relagédo a < 12 meses.

Considerando que o IMC e aptidao cardiorrespiratéria estdo associados aos
niveis séricos de IL-6, os niveis salivares da citocina foram avaliados em relagao a
estas variaveis. Os niveis medianos de IL-6 ndo foram diferentes nas meninas de
baixo peso (0,86, 0,56 — 1,84 pg/ml), normais (0,66, 0,44 — 1,13 pg/ml), com
sobrepeso (0,65, 0,40 — 0,82 pg/ml) e obesas (0,72, 0,46 — 1,15 pg/ml). Os niveis de
IL-6 também nao foram diferentes (p>0,05) entre as criangas sob risco de doencgas
cardiovasculares (0,83, 0,42 — 1,32 pg/ml) e com boa aptidao cardiorrespiratéria
(0,67, 0,43 — 1,13 pg/ml).

A analise de regresséo linear multivariada, considerando a concentracao
salivar de IL-6 como variavel de desfecho (tabela 2) demonstrou que apenas os
niveis de TNFa e altura de salto vertical estavam relacionados aos niveis de IL-6. O
coeficiente de correlagdo de Spearman demonstrou uma correlacdo moderada entre
a concentracdo de IL-6 e TNFa salivares (r=0,34; p<0,001) e uma correlagéo

negativa entre IL-6 e altura de salto vertical (r=-0,28, p<0,005).
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Tabela 2. Analise de regresséo linear multivariada da concentracao de IL -6 salivar e

variaveis de estudo (n=120).

Analise multivariada Analise multivariada ajustada
Coeficiente + DP P Coeficiente + DP P
Idade 0,10 £ 0,20 0,31
CPOD 0,03+0,16 0,84
IMC
Baixo -0,42 £ 0,97 0,66
Sobrepeso 0,83 +0,87 0,34
Obesidade -0,96 + 0,90 0,29
Tempo de treino semanal 0,00 + 0,02 0,65
VO,max. 0,12 £ 0,08 0,15
Altura de salto -0,13 £ 0,06 0,006 -0,08 + 0,03 0,04
TNFa 2,48 £ 0,68 0,0005 2,52+0,62 0,0001
Tempo de treino
< 12 meses 0,70 £ 0,70 0,31
> 12 meses 0,19 0,75 0,80
r’=0.26 r’=0.23

Os niveis medianos de TNFa ndo foram diferentes nas meninas de baixo
peso (0,49, 0,38 — 0,66 pg/ml), normais (045, 0,28 — 0,62 pg/ml), com sobrepeso
(0,56, 0,40 — 0,64 pg/ml) e obesas (0,30, 0,22 — 0,47 pg/ml). Os niveis de TNF
também nao foram significativamente diferentes entre as criangas sob risco de
doengas cardiovasculares (0,49, 0,30 - 0,61 pg/ml) e com boa aptidao
cardiorrespiratéria (0,45, 0,28 — 0,52 pg/ml).

A analise de regresséo linear multivariada, considerando a concentracao
salivar de TNFa como variavel de desfecho (tabela 3) demonstrou que apenas a
idade e os niveis de IL-6 estavam relacionados a concentragao desta citocina. O
coeficiente de correlagdo de Spearman demonstrou uma correlacdo moderada entre

a concentragao de TNFa salivar e idade (r=0,33; p<0,001).
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Tabela 3. Analise de regressao linear multivariada da concentracdo de TNFa salivar

e variaveis de estudo.

Andlise multivariada

Analise multivariada ajustada

Coeficiente = DP P Coeficiente + DP p

Idade 0,03 + 0,03 0,03 0,03 + 0,01 0,004
CPOD 0,00 + 0,04 0,89
IMC

Baixo -0,04 £ 0,20 0,79

Sobrepeso 0,14 £0,14 0,30

Obesidade -0,05+0,14 0,73
Tempo de treino semanal 0,00 = 0,01 0,71
VO,max. -0,01 £ 0,01 0,54
Altura de salto 0,01 £ 0,01 0,55
IL-6 0,06 + 0,01 0,0005 0,05 + 0,01 0,0005
Tempo de treino

< 12 meses -0,16 £ 0,11 0,15

> 12 meses -0,11 £ 0,12 0,33

rr=0.28 r=0.18

O VO.max. apresentou associagdo com a altura de salto, idade e tempo de

treino semanal (tabela 4). A altura de salto foi influenciada pela idade, IMC, tempo

de treino semanal, VOo.max. e tempo de pratica da escolinha de voleibol (tabela 4).
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Tabela 4. Analise multivariada de VO,max. e altura de salto em relacdo as demais

variaveis de estudo.

Analise multivariada ajustada

Analise multivariada ajustada da

de VO,max. altura de salto
Coeficiente + DP P Coeficiente + DP P

Idade -2,00 £ 0,16 <0,001 1,62 +0,27 0,0001
CPOD
IMC

Baixo

Sobrepeso -2,92 +1,32 0,03

Obesidade -5,36 + 1,33 0,0003
Tempo de treino semanal 0,05 £ 0,01 0,01 0,06 £ 0,00 0,03
Altura de salto 0,33 £ 0,07 0,0003 - -
VO,max. - - 0,51+ 0,11 0,0005
IL-6
TNFa
Tempo de treino

< 12 meses 1,98 £ 1,12 0,08

> 12 meses 2,49 +1,19 0,03

*=0.66 r’=0.67
Estudo longitudinal

Apds oito semanas de treinamento, 63 (52,5%) meninas concluiram as
avaliagbes. O numero de desisténcias das meninas iniciantes foi 20 (83,3%), 29
(563,3%) intermediarias e oito (19%) entre as praticantes avangadas. Trés meninas
foram excluidas da analise devido a sinais de infec¢des das vias respiratérias e uma
apresentou parotidite. As demais criangas foram excluidas por ndo completaram o
periodo de treinamento, ou faltarem em até duas sessdes de treinos. Considerando
que apenas quatro meninas do grupo iniciante completaram o periodo de treino, elas
n&o foram incluidas na analise final.

Nas meninas que completaram o periodo de treinamento, a concentracio
mediana inicial de IL-6 foi 0,66 [0,42 — 1,24] yg/ml e na coleta final foi 0,61 [0,59 —
0,65] pg/ml, sem diferenga entre os momentos (p> 0,005, teste de Wilcoxon). A
concentragdo mediana de TNFa na primeira coleta foi menor 0,46 [0,2 — 0,62] em
relacdo a segunda 1,16 [0,84 — 2,14] (p< 0,005, teste de Wilcoxon). Nao foram



31

observadas diferengas significativas na idade, faixa de IMC, namero de treino
semanais e VOo,max., entre as meninas de diferentes categorias. No entanto, as
meninas do grupo > 12 meses apresentaram maior tempo semanal de treino e maior
altura de salto (tabela 5).

A concentracdo de IL-6 salivar foi reduzida do momento pré para oito
semanas de treinamento apenas no grupo < 12 meses (tabela 5). Os niveis de TNFa

aumentaram em todos os grupos apos oito semanas de treinamento (tabela 5).

Tabela 5. Caracteristicas das meninas que completaram as oito semanas de

treinamento e concentragdes salivares de IL-6 e TNFa.

< 12 meses > 12 meses
n=25 n =34
Idade (anos) 11,6+2,0 13,3 + 2,0
IMC
Baixo 02 (08,0%) 01 (02,9%)
Normal 46 (64,0%) 28 (82,3%)
Sobrepeso 08 (07,1%) 03 (08,8%)
Obesidade 03 (12,0%) 02 (05,8%)
Numero de treinos semanais 02 [02 - 02] 02 [02 - 3,5]
Tempo de treino semanal 240 [180 — 240] 270 [240 -630]*
(minutos)
VO,max. inicial (ml/kg/min) 41,2149 40,1+5,3
VO,max. oito semanas 406 7,7 422 +7,5
(ml/kg/min)
P (Inicial X oito semanas) 0,79 0,001
Salto vertical inicial (cm) 26,4 +6,4 31,5+£4,9*
Salto vertical oito semanas 26,775 33,5+5,3
P (Inicial X oito semanas) 0,43 0,002
IL-6 (pg/ml) inicial 0,78 0,48 — 1,32] 0,501[0,39 - 1,13]
IL-6 (pg/ml) oito semanas 0,60 [0,59 — 0,62] 0,61[0,59 - 0,71]
P (Inicial X oito semanas) 0,02 1.00
TNFa (pg/ml) inicial 0,33 [0,59 — 0,54] 0,48 [0,28 — 0,65]
TNFa oito semanas 1,43 10,84 — 2,12] 1,00 [0,72 —1,21]
P (inicial X oito semanas) 0,001 0,001

*p <0,05e*p <0,01 emrelagdo ao grupo < 12 semanas.

Discussao

Os principais achados do estudo demonstram que os niveis de IL-6 e TNFa
em saliva apresentam correlagao entre si. No entanto, as concentragdes salivares de
citocinas ndo estdo associadas a histéria de carie dentaria (fator local), e a indices
de saude associados ao risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares
(sobrepeso e obesidade e baixa aptidao cardiorrespiratoria). Os resultados do

presente estudo também sugerem que a melhora da aptiddo cardiorrespiratéria nao
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apresentou correlagdo com o0s niveis salivares de citocinas inflamatérias. As
principais variaveis associadas a aptidao cardiorrespiratéria foram o tempo de
pratica de esporte e a idade. No entanto, em relagdo ao salto vertical, foi verificada a
influéncia da idade e IMC, do tempo de pratica do esporte e uma correlagdo negativa
com a IL-6. Esses resultados demonstram que a presencga de citocinas inflamatorias
em saliva de criangas e adolescentes nao esta correlacionada com a capacid 33
aerdbica, mas o aumento de IL-6 pode estar correlacionado a menor poténcia de
membros inferiores.

A IL-6 pode ser detectada em saliva de pacientes saudaveis, com um pico
apos o despertar matutino (Izawa, Miki et al. 2013). A fim de evitar esta variacao, as
amostras de saliva foram coletadas apds as 9h da manha. A IL-6 € uma citocina com
efeitos pleiotroficos, apresentando atividade anti-inflamatoria e anabdlica sobre os
tecidos musculares, mas com efeitos proé-inflamatérios quando associada a lesao
tecidual e a secregao de outras citocinas inflamatorias, tais como a TNFa e IL-18
(Garbers, Hermanns et al. 2012). Niveis elevados de IL-6 podem ser observados na
saliva de pacientes diabéticos, (Desai and Mathews 2014, Lopez del Valle, Ocasio-
Lopez et al. 2015) e sob risco de desenvolvimento de doenga coronariana
inflamatoria (Kosaka, Kokubo et al. 2014). Para evitar vieses, criangas diabéticas
nao foram incluidas no estudo. Mas, o IMC foi incluido devido a sua associagao com
doencas cardiovasculares e baixo nivel de atividade fisica habitual. Além disso, a
associacdo de IL-6 salivar com doencas inflamatérias pode estar enviesada pela
presenca de focos inflamatérios bucais, como caries ativas e doencgas periodontais,
comuns a estes pacientes (Kosaka, Kokubo et al. 2014, Lopez del Valle, Ocasio-
Lopez et al. 2015). No presente estudo, todas as criangas foram avaliadas por
cirurgias-dentistas pediatras e um periodontista, previamente treinados e calibrados,
a fim de excluir criangas com sinais de lesdes bucais inflamatdrias e determinar se a
presenca de carie dentaria poderia alterar os niveis de IL-6 e TNFa.

Ndo foi observada associacdo da concentracido salivar de citocinas
inflamatérias e a aptiddo cardiorrespiratéoria e a faixa de risco de doencas
cardiovasculares estimada por baixo VOo,max., sugerida por Ruiz e colaboradores
(2016). Um estudo em criangas norueguesas demonstrou que o VOzmax. néo
apresentou correlacdo com os niveis séricos de IL-6 e TNFa (Steene-Johannessen,
Kolle et al. 2013), corroborando os achados em saliva. Por outro lado, um estudo em

criangas normais e obesas, com alta e baixa aptidao cardiorrespiratéria demonstrou
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que um baixo VO,max. esta associado a niveis mais elevados de IL-6 circulantes,
independente do IMC (Hosick, McMurray et al. 2013). No entanto, ndo observamos
associacao de IL-6 com a faixa de risco de doencgas cardiovasculares estabelecida
em relacdo ao VO,max., o nivel aptidao cardiorrespiratéria e o IMC. Isso sugere 34
a IL-6 presente em saliva ndo € um bom marcador de risco cardiovascular e aptidao
aerobica em criangas e adolescentes. Isso pode estar associado a baixa correlagao
entre os niveis de IL-6 e TNFa observados entre amostras de saliva e soro de
meninas (11 a 17 anos) (Riis, Out et al. 2014). Estes resultados sugerem que os
niveis destas citocinas em saliva ndo estdo correlacionadas com a adaptacao
aerdbica ao exercicio e ao IMC.

A forca muscular em membros inferiores, avaliada no teste de saltos verticais,
apresentou fraca correlagdo com os niveis salivares de IL-6. A forca muscular
também apresentou correlagdo negativa com os niveis séricos de IL-6, observados
por Steene-Johannessen e colaboradores (2013) em criangas e adolescentes. Em
pacientes adultos e idosos, é observada uma correlagdo negativa fraca a moderada
entre medidas de forga muscular (testes de apreensdo manual, extensao isométrica
de pernas, flexdo e extensao de joelhos) com os niveis séricos de IL-6 (da Cunha
Nascimento, de Sousa et al. 2015, Andrews, Trupin et al. 2016, Gubelmann,
Vollenweider et al. 2016). A redugao de for¢a muscular em presenca de aumento da
concentragéo de IL-6 esta associada a uma inflamagao crbénica de baixa intensidade
provocada pelo acumulo de gordura visceral ou presenga de doencgas inflamatorias
cronicas (da Cunha Nascimento, de Sousa et al. 2015, Andrews, Trupin et al. 2016,
Gubelmann, Vollenweider et al. 2016). Um dos mecanismos que podem estar
associados a reducao de forca e massa muscular na presenca de niveis elevados de
IL-6 € que a exposicdo crbnica a esta citocina provoca a ativagao de vias de
sinalizacdo moleculares de protedlise (via ativagdo da via ubiquitina-proteasoma) e
inibicdo da sintese proteica (via inibicdo da sinalizaggo mTOR-Akt e PGC-1a),
resultando em perda de massa muscular em estudos experimentais e
epidemioldgicos (White, Puppa et al. 2012, Narsale and Carson 2014, Andrews,
Trupin et al. 2016).

Um estudo em adolescentes (16 + 1.4 anos) praticantes de voleibol, durante
um periodo pré-competitivo, demonstrou que sete semanas de treinamento
promoveram aumento significativo da altura de salto vertical e VO,max. e promovem

reducao significativa dos niveis séricos de IL-6 (Eliakim, Portal et al. 2013). A
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associacao negativa de altura de salto no estudo transversal, e a redugao dos niveis
de IL-6 nas meninas com <12 meses de treinamento sugerem que os niveis de 39
salivares podem apresentar associagdo negativa com a poténcia de membros
inferiores em criancgas e adolescentes.

Estima-se que 15,3% das criangas e adolescentes brasileiras estejam com
sobrepeso e 8,9% sejam obesos (Todendi, Possuelo et al. 2016). Na amostra inicial
(n=120 meninas), cerca de 28% das meninas apresentaram sobrepeso e obesidade.
Em criangas de seis a 19 anos com sobrepeso e obesidade, s&do observados niveis
séricos aumentados de IL-6 e TNFa (Caminiti, Armeno et al. 2016, Nascimento,
Alves et al. 2016, Todendi, Possuelo et al. 2016). O aumento de IL-6 circulante em
meninas obesas em relacdo as ndao obesas parece ser evidente apds a puberdade
(Tam, Garnett et al. 2010). No entanto, esta correlagéo foi observada apenas para o
TNFa no presente estudo. Ao contrario do esperado, ndo observamos correlagao
entre os niveis salivares de IL-6 com IMC e o desempenho aerdbico. No entanto,
uma das limitagdes do presente estudo, foi a auséncia de medidas sanguineas, em
comparagao com as medidas salivares.

Estudos em criangas com intervencdes nutricionais, associadas ou ndo a
pratica de exercicios fisicos, com objetivo de reducédo de IMC, demonstraram que a
diminuicdo de IMC esta associada a redugédo dos niveis de IL-6 sérica (Roberts,
Izadpanah et al. 2013, Gong, Yuan et al. 2014). Em relagdo ao IMC, Roberts e
colaboradores (2013) demonstrou que uma intervengao nutricional com exercicios
fisicos, durante duas semanas, foi capaz de reduzir o IMC e IL-6 de forma similar em
criangas obesas e normais. Porém, no presente estudo, a pratica prévia de voleibol
e o tempo de treino semanal ndo demonstram correlagdo com o IMC, sugerindo que
a intervencado nao esta correlacionada a alteracao significativa desta variavel. Por
outro lado, a auséncia de diferenga entre IL-6 relativa ao IMC pode estar associada
ao curto periodo de tempo de treino ao qual as meninas haviam sido submetidas
previamente antes da coleta inicial de saliva (quatro semanas).

Em adolescentes obesos, um periodo de sete dias de intervencdo com
exercicios de ciclismo e resistidos de intensidade moderada a alta provocou o
aumento dos niveis séricos de TNFa (Liu, Gillis et al. 2015). Embora, no presente
estudo, ndo tenhamos controlado a carga de treino e ndo tenha sido realizada
avaliagcdo sérica de citocinas, € possivel que o treinamento tenha produzido

modulagao positiva da TNFa salivar.
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Os resultados sugerem que, niveis salivares de IL-6 e TNFa apresentam
correlagdo, que a IL-6 esta relacionada com a aptidao fisica, através do teste de
salto vertical com contramovimento, e que o treinamento promove o aumento da

concentracdo de TNFa salivar, mas isso nao esta associado ao desempenho fisico.
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4 CONCLUSAO

A partir dos resultados encontrados neste estudo pode-se concluir que, os
niveis salivares de IL-6 e TNFa em meninas praticantes de voleibol nao
apresentaram correlagdo com o IMC, independente do tempo de pratica do esporte.
O desempenho fisico também n&o apresentou associagdo com a presenca alterada
de citocinas pro-inflamatérias, bem como o risco de doenga cardiovascular. No
entanto, a alteracdo de niveis de |IL-6 mostrou associagdo com a presenca de TNFa
e altura de salto vertical.

Os resultados demonstram que, niveis salivares de IL-6 e TNFa apresentam
correlagdo, que a IL-6 esta relacionada com a aptidao fisica e que o treinamento
aumenta a concentracdo de TNFa salivar, mas isso ndo esta associado ao

desempenho fisico.
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APENDICE A

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

CONVITE

Senhores Pais e/ou Responsaveis

Eu, professora Dra. Solange de Paula Ramos, do departamento de Histologia da
Universidade Estadual de Londrina, realizarei pesquisa para avaliacdo da Saude
Bucal e analise de saliva para determinagao de fatores que podem contribuir para o
surgimento de algumas doengas crénicas (diabetes, inflamacao, colesterol alto,
obesidade) em criangas em idade escolar, que realizam ou nao atividade fisica
extra-escolar do tipo voleibol. O projeto € intitulado “Niveis de mediadores inflamatérios
salivares em criangas e adolescentes praticantes de esportes em contra turno escolar’, e
gostariamos da sua autorizagdo para que seu filho (ou menor sob sua
responsabilidade) possa participar da pesquisa. Para isso, é necessario que o
senhor (a) leia atentamente o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, em

anexo, e assine o documento em duas vias.

Desde ja, agradego a vossa atencdo, e coloco-me a disposi¢ao para 0s

esclarecimentos necessarios.

Prof. Dra. Solange e Paula Ramos
Departamento de Histologia
Centro de Ciéncias da Saude
Universidade Estadual de Londrina
Telefone: (43) 3371-4327
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Titulo da pesquisa:

Niveis de mediadores inflamatdrios salivares em criancgas e adolescentes praticantes

de esportes em contra turno escolar

Prezado (a) Senhor (a):

Gostariamos de sua autorizacio (a) para que seu filho (ou menor sob sua responsabilidade)
participe da pesquisa “Niveis de mediadores inflamatérios salivares em criangas e
adolescentes praticantes de esportes em contra turno escolar”, realizada na Universidade
Estadual de Londrina. O objetivo da pesquisa é avaliar se a pratica de atividades fisicas
extra-escolares em escolas de esporte pode melhorar as condicbes de saude bucal (cérie e
inflamacdo na gengiva) e alterar a composicdo da saliva (aumentar a quantidade de
anticorpos, horménios e proteinas de defesa) em criangas de 7 a 17 anos, além de avaliar
se as criangas que praticam atividade fisica extra-escolar sofrem maior risco de
traumatismos de boca. A participacdo de seu filho € muito importante e ela se daria da
seguinte forma: permitir que as criangas sejam examinadas por um dentista para avaliar as
condigbes de saude bucal (presencga de caries e doengas da gengiva), permitir a coleta de
amostras de saliva e realizar testes fisicos (corridas curtas e saltos) para determinagao da
aptidao fisica da crianga, no inicio do estudo e apds 4 e 8 semanas.

Gostariamos de esclarecer que a autorizagdo dos pais ou responsaveis e a
participagdo das criangas sao totalmente voluntarias, podendo vocé: recusar-se a autorizar a
dar permissdo de participagdo do menor sob sua responsabilidade, e a crianga pode
recusar-se ou desistir, a qualquer momento, do estudo, sem que isto acarrete qualquer énus
OuU prejuizo aos responsaveis e criancas. Informamos ainda que as informacbes serado
utilizadas somente para os fins desta pesquisa e serao tratadas com o mais absoluto sigilo e
confidencialidade, de modo a preservar a identidade das criangas e responsaveis.

As amostras de saliva serao utilizadas para avaliacdo dos niveis de proteinas de
defesa (anticorpos e enzimas salivares) e para deteccdo de substancias associadas ao
desenvolvimento de doengas em pessoas sedentarias (proteinas inflamatérias). Todos os
resultados serdo repassados aos pais e responsaveis, com as devidas orientagcdes e
interpretagdo. Apods realizacdo dos exames laboratoriais as amostras serdo destruidas e
descartadas.

Os beneficios esperados sdo a esclarecer se a atividade fisica extra-escolar pode
melhorar a qualidade da saude bucal e tem potencial de proteger as criangas contra
algumas doencas cronicas. Além disso, pretendemos estabelecer se é necessario o uso de

protetores bucais em criangas praticantes de atividade fisica extra-escolar, para minimizar a
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chance de lesdes de dentes por trauma. Para isso, solicitamos que os pais e treinadores
reportem aos pesquisadores responsaveis os episoédios de traumatismo bucal durante e fora
do horario da pratica de atividade fisica extra-escolar. Esclarecemos que é responsabilidade
de pais e responsaveis pelas criangas conduzi-las a servicos de emergéncia e/ou aos
dentistas de preferéncia quando ocorrer traumatismo de cabeca e pescog¢o. No entanto,
estaremos a disposigéo para atendimento e esclarecimento de duvidas.

Os procedimentos realizados no estudo nao oferecem risco a saude das criancgas,
nem provocam desconforto.

Informamos que o (a) senhor (a) ndo pagara nem sera remunerado pela participagcao
da crianga no estudo. Garantimos, no entanto, que todas as despesas decorrentes da
pesquisa serao ressarcidas, quando devidas e decorrentes especificamente da autorizagéo
na participacdo na pesquisa. Os potenciais beneficios do estudo para as criangcas é o
monitoramento da condicdo de saude bucal, instrugdo de higiene bucal, avaliacido de
marcadores salivares de criangas que praticam ou nao atividades fisicas extra-escolares, e
monitoramento da adaptacgao ao treino para as criangas submetidas a atividade fisica extra-
escolar.

Caso o (a) senhor (a) tenha duvidas ou necessite de maiores esclarecimentos pode
nos contactar a: Prof. Dra. Solange de Paula Ramos, Rodovia Celso Garcia Cid PR445
km380 — Departamento de Histologia da Universidade Estadual de Londrina, telefone (43)
3371-4327/9901-4992, e-mail: ramossolange@yahoo.com, ou procurar o Comité de Etica
em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina, situado
junto ao LABESC — Laboratério Escola, no Campus Universitario, telefone 3371-5455 ou por

e-mail: cep268@uel.br.

Este termo devera ser preenchido em duas vias de igual teor, sendo uma delas,

devidamente preenchida, assinada e entregue ao (a) senhor (a).

Londrina, de de 201 _.

Prof. Dra. Solange de Paula Ramos. Telefones: 9901-4992/33715499
RG:
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, tendo sido devidamente esclarecido

sobre os procedimentos da pesquisa, concordo em participar voluntariamente da
pesquisa descrita acima.
Assinatura (ou impressao dactiloscépica):
Data:

, tendo sido devidamente esclarecido

sobre os procedimentos da pesquisa, concordo em permitir que 0 menor acima
citado, sob minha responsabilidade, participe voluntariamente da pesquisa descrita
acima.
Assinatura (ou impressao dactiloscépica):
Data:
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APENDICE B

Questionario

PROJETO Niveis de mediadores inflamatérios salivares em criancas e adolescentes

praticantes de esportes em contra turno escolar

Data de nascimento: ....... oeen. [eenn. Idade: ................... Género: (  )F ( ) M

Raca: ( )negra( )branca( )parda ( )amarela ( ) mestica (B/N +A)

Pratica atividade fisica tipo esporte em periodo extra-escolar? () nao ( ) sim

oET o o] (=R o [ [T o] r= 1 [~ R

Quantos dias por semana pratica esporte: ( )1X ( )2X ( )3X ( )4X ( )5X ( )6X
Quantas horas treina POr AiA7..........uuuiiiiiiiiiiie e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Em qual periodo pratica esporte? ( )manha ( )tarde ( )noite

Peso: ............. kg Altura: .....cccceeene. m IMC e

Plataforma de salto:
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EXAME BUCAL 1
Nome completo:
Idade: ....... l....... l.......

Denticdo: ( ) mista ( ) permanente
CPOD
C = CARIADO P =PERDIDO O =RESTAURADO A = AUSENTE

18 |17 |16 (15 |14 |13 |12 |11 21 |22 |23 |24 |25 |26 |27 |28

Total de dentes: .............
CPOD: .o,
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ANEXO A

Normas de apresentacao a revista Pediatric Exercise Science

Authorship Guidelines
The Journals Division at Human Kinetics adheres to the criteria for authorship as
outlined by the International Committee of Medical Journal Editors*:

Each author should have participated sufficiently in the work to take public
responsibility for the content. Authorship credit should be based only on substantial
contributions to:

a. Conception and design, or analysis and interpretation of data; and
b. Drafting the article or revising it critically for important intellectual content; and
c. Final approval of the version to be published.

Conditions a, b, and ¢ must all be met. Individuals who do not meet the above criteria
may be listed in the acknowledgments section of the manuscript.

*Uniform requirements for manuscripts submitted to biomedical journals. New
England Journal of Medicine, 1991, 324, 424—-428.

Open Access

Human Kinetics is pleased to allow our authors the option of having their articles
published Open Access withinPES. In order for an article to be published Open
Access, authors must complete and return the Request for Open Access form and
provide payment for this option.

Manuscript Guidelines

Pediatric Exercise Science welcomes submissions of original research, topical
reviews, commentaries, and letters to the editor which address issues surrounding
the science of exercise in subjects less than 18 years old. In general, Pediatric
Exercise Science does not publish material related to physical education curricula or
pedagogy, sports medicine (including athletic injuries), or motor development.

The instructions below are intended to help authors prepare high-quality and
readable manuscripts. Authors are encouraged to refer to a recent issue of the
journal to ascertain the preferred layout, format, style, and appearance.

Format

The manuscript should be double-spaced, including the abstract, references, and any
block quotations. Line numbers should be inserted, continuous throughout the text, to
facilitate the review process. Manuscripts are subject to editing to eliminate sexist
and biased language. Please note that a blind review process is used to evaluate
manuscripts. As such, any clues to the author’s identity should be eliminated from the
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manuscript. The first page of the manuscript must not include author names or
affiliations, but it should include the title of the paper and a preferred running head.

It is expected that the length of the body of the manuscript, including title page,
abstract, text, and references, will be 15 to 20 double-spaced pages. Number the
pages in the upper right corner beginning with the title page. All manuscripts must
include an abstract limited to 200 words. A structured abstract format should be used
that includes labeling the following sections within the abstract paragraph: Purpose,
Method, Results, and Conclusion.

A statement regarding institutional review board approval as well as obtaining
informed consent/assent from parents/child subjects should be included in the
Methods section.

Style

Writing style should be concise and direct. Avoid using unnecessary jargon and
abbreviations, but use an acronym or abbreviation if it is more commonly recognized
than the spelled-out version of a term. Formats of numbers and units should follow
the AMA Manual of Style, 10th edition. Measurements of length, height, mass, and
volume should be reported in metric units (meter, kilogram). Only standard
physiological abbreviations should be used. Avoid abbreviations in the title. The full
wording should precede the first use of an abbreviation.

Figures and Tables

Figures and tables should be limited to a combined total of 5 and should not
duplicate material in the text. Figure legends and tables should be included in the
main document with the full text. Tables must be formatted by Word and must be
editable. Please do not submit tables as images, PDFs, or separate files. Figures
should be submitted separately in TIF, JPG, or PNG format. Figures should be
professional in appearance and have clean, crisp lines. Hand drawings and hand
lettering are not acceptable. Submit one copy of each figure. Identify each figure
clearly. Tables should be double-spaced on separate sheets and include brief titles.
However, authors are encouraged to submit illustrations rather than tables. When
tabular material is necessary, the information should not duplicate the text.

References
The reference style for Pediatric Exercise Science should follow the Vancouver style
guidelines set by the , as they

appear in the committee’s

.In the reference list, the citations should be listed in
alphabetical order (rather than in the order of citation). In the text, references are
identified by Arabic numerals in parentheses (1). Assure that all entries in the
reference list are cited in the text and that all those in the text are included in the
reference list. References should be limited to previously published works or those
which are in press (accepted for publication). Usually the number of references
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should not exceed 50. An abstract properly identified may be cited only when it is the
sole source. The reference list should be double-spaced. When the number of
authors of a reference exceed 7, use the first 3 followed by “et al.”. Examples of
reference style include:

Journal Article: Soldin OP, Mattison DR. Sex differences in pharmacokinetics and
pharmacodynamics. Clin Pharmacokinet. 2009;48(3):143—-157.

Book: Heyward VH, Stolarczyk LM. Applied Body Composition
Assessment. Champaign, IL: Human Kinetics; 1996.

Chapter in an Edited Book: Young LR, Altose MD. Respiratory responses to
ventilatory loading. In: Hornbein TF, editor. Regulation of Breathing. New York:
Dekker; 1981, pp. 905-964.

Authors are encouraged to consult the for more
detailed examples.

Submit a Manuscript

Authors must submit their manuscripts through ScholarOne, the online submission
system for PES. ScholarOne manages the electronic transfer of manuscripts
throughout the manuscript review process while providing step-by-step instructions
and a user-friendly design. Upon submission, the corresponding author is required to
nominate two potential reviewers for the manuscript with suitable expertise in the
area addressed by the manuscript. The journal is under no obligation to use any of
the nominated reviewers.

Authors of manuscripts accepted for publication will be required to transfer copyright
to Human Kinetics, Inc. Please visit ScholarOne to review the copyright form located
under the "Instructions & Forms" link in the upper right corner. You do not need an
account to access this information. Also, any problems that may be encountered can
be resolved easily by selecting “Help” in the upper right corner.
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Aprovacdo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo Seres Humanos

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE

SERESS LONDRINA - UEL/ HOSPITAL SGREram o
REGIONAL DO NORTE DO

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Impacto da pratica de exercicios fisicos extra-escolares sobre a salde bucal e
composigao salivar em criangas de 7 a 10 anos

Pesquisador: Solange de Paula Ramos

Area Temitica:

Versdo: 2

CAAE: 34466314.1.0000.5231

Instituigdo Proponente: Departamento de Histologia
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 821.804
Data da Relatoria: 10/10/2014

Apresentagdo do Projeto:

A pesquisa aborda o impacto da pratica de exercicios fisicos extra-escolares (futebol de éampo) sobre a
salde bucal e composigdo salivar em criangas de 7 a 10 anos. Acredita-se que a pratica de atividades do
tipo futebol altera a composigéo salivar e pode aumentar o risco de traumatismo dentario. Serao
selecionados 165 meninos que nao praticam atividade fisica extra-escolar (grupo de controle) e 165
meninos praticantes de futebol de campo em escolinha de futebol em. horéario extra-escolar para avaliagdo
de dois cirurgides dentistas previamente treinados e calibrados para realizagdo do estudo.

Objetivo da Pesquisa:

Determinar o efeito de um semestre de atividade esportiva extra-escolar sobre marcadores bioquimicos
salivares de inflamagao, imunidade e anabolismo, e na incidéncia de traumatismo bugo-dentario, em
criangas de 7 a 10 anos.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
Sobre os riscos, o projeto afirma que nenhum dos procedimentos de coleta de dados & invasivo ou oferece
riscos para as criangas. Sobre os beneficios, havera orientagao dos pais e treinadores
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quanto a medidas laboratorias e clinicas que sao indicadores de salde bucal e sistémica.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa: -
Trata-se de pesquisa relevante que foi readequada em fungdo dos questionamentos anteriores. Nesse
sentido, ndo serdo mais realizados exames radiograficos e tampouco havera armazenamento de material
biolégico humano. Como as medidas de analise serdo colhidas nas co-participantes, nao ha mais a
necessidade de autorizagdo da COU, Da mesma forma, tendo em vista que a ocorréncia de possiveis
traumas nao esta associada 4 proposta especifica da pesquisa, uma vez que, sera realizado apenas
seguimento destes agravos que podem ocorrer independentemente do estudo, a apresentagao de
justificativa de que os pais, professores e treinadores serdo orientados para os encaminhamentos
necessarios & adequada.

Consideragbes sobre os Termos de apresentag&o obrigatoria:

o TCLE foi reestruturado para linguagem mais clara e acessivel aos participantes do estudos e os demais
termos estdo apresentados adequadamente.

Recomendagdes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:
Nao ha.

Situagéo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao

Consideragbes Finais a critério do CEP:

Prezado (a) Pesquisador (a),

Este é seu parecer final de aprovagao, vinculado ac Comité de Etica em Pesquisas Envolvendo Seres
Humanos da Universidade Estadual de Londrina. E sua responsabilidade imprimi-lo para apresentagéo aos
orgéos e/ou instituicdes pertinentes.

Coordenagao CEP/UEL.
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