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Resumo
Introducéo

As alterac6es do estilo de vida, que incluem modifica¢cdes nutricionais e de atividade fisica,
vém desencadeando nas Ultimas décadas por todo o Mundo, um incremento drastico da
obesidade nos adultos e mais preocupantemente da obesidade infantil. Num estudo efetuado
na regido de Lisboa e Vale do Tejo, numa populacdo infantil de aproximadamente 9 anos,
demostramos que, de acordo com a definicdo de obesidade estabelecida pela International
Obesity Task Force (IOTF), 6,2% das criangas apresentavam "baixo peso” (graus de magreza
1, 2 ou 3), 66,1% "peso normal" e 27,6% "excesso de peso", - incluindo 6,9% de obesos.
Como corolério, existe evidéncia do aumento do risco de desenvolvimento de Doencas
Cardiovasculares (DCV) em Portugal e no Mundo. Esta preocupacao é relevante por estas

patologias constituirem a primeira causa de morte a nivel mundial.

Numa publicagcdo prévia, constatou-se uma prevaléncia elevada de alteracées dos lipidos
plasméticos e o mais preocupante, uma taxa elevada de criancas com indice de Massa

Corporal (IMC) “normal”, mas que apresentavam ja, tdo precocemente, dislipidémia.

A presenca de dislipidémia é um dos fatores de risco que favorecem o aparecimento de DCV
onde, a aterosclerose desempenha um papel predeterminante na patogénese das duas mais
comuns DCV’s: isquemia cardiaca e patologia cerebrovascular. Para além da dislipidémia, a
inflamacao crénica subjacente ndo so as alteragbes metabdlicas como a obesidade, concorre

também para a patogénese da aterosclerose.

Constatando estas alteracbes metabdlicas até nas criancas com indice de Massa Corporal
(IMC) normal, haveria que investigar se, sabendo que a aterosclerose se inicia muito
precocemente, ja era possivel nesta populacao encontrar sinais da inflamacéo e da resposta

celular carateristicas da aterosclerose.
Objetivo

O estudo teve como objetivo a tentativa de encontrar correlagdo entre as variagbes do IMC
com os outros fatores analisados: dislipidémia, expressdo de algumas citoquinas
inflamatérias/ndo inflamatérias e a expressdo da polarizacdo de monécitos associada a

aterosclerose.
Método

Descritivo, transversal quanto ao método e observacional analitico de caso-controlo quanto a

natureza.

19



Os ensaios foram realizados em 87 Escolas da Regido de Lishoa e Vale do Tejo huma
populacdo infantil pré-pubertaria de 9 anos de idade. Os estudos realizados englobaram a
colheita e interpretacdo de dados clinicos (antropometria, bio impedancia) e laboratoriais
[bioquimicos, doseamento das citoquinas IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-4, IL-6 e IL-10, e analise de
expressao de marcadores de monécitos (CD14, CD16, CD36, CD80, CD86, CD163 e
CD206)].

Para a caracterizagdo da corpuléncia utilizou-se, o IMC e o respetivo zScore seguindo os
critérios da IOTF.

Resultados

Em simultdneo com uma alta taxa de sobrepeso/obesidade (28,9%) nesta populagéo infantil,
verificaram-se valores igualmente elevados do Homeostatic Model Assessment for Insulin
Resistance (HOMA-IR), e de crian¢as com alterac¢des do perfil lipidico, ainda que apresentem
valores normais de IMC. Parece poder provar-se a existéncia da prevaléncia de um estadio
inflamatério crénico de fraca expressao, pelos valores comprovadamente aumentados da
citoquina pro-inflamatéria IFN-y (p<0,05), nas criangcas com sobrepeso/obesidade e
paradoxalmente, pela diminuigdo do TNF-a (p<0,05). Também se confirmam as alteragdes da
resposta imunolégica a nivel celular, pelo aumento de monécitos classicos (CD14**/CD16Y),
assim como a presenca, ainda, de um perfil macrofagico do tipo M2 nas criangas com
sobrepeso/obesidade. Também se verifica uma correlacdo da expressdo de mondécitos M1
bem como do racio M1/M2 com a citoquina IFN-y, que julgamos poder indicar uma resposta
inflamatoria, para mais tendo em conta, a associacdo desta citoquina com o0 excesso de

peso/obesidade.
Conclusodes

Para além da taxa elevada de excesso de peso/obesidade da amostra em estudo, constatou-
se também uma proporgdo muito elevada, preocupante, de altera¢des do perfil lipidico e do
HOMA-IR. Existe evidéncia de um processo inflamatério e de alteragfes da resposta celular
imune associados ao excesso de peso/obesidade, bem como de alteracbes da resposta
celular imune evidenciando uma possivel resposta a inflamacéo e/ou alteracdes dos lipidos

circulantes.
Palavras-chave

Obesidade; Obesidade-infantil; Metabolismo lipoproteinas; Resposta Imunitaria; Inflamacao;

Doencas Cardiovasculares; Aterosclerose; Citoquinas; Mondcitos.
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Abstract

Introduction

Lifestyle changes, which include nutritional and physical activity changes, have triggered in the
last decades around the world, a drastic increase of adult obesity and, more worryingly, of
childhood obesity. In a study carried out in the region of Lisboa e Vale do Tejo, of a 9-year-old
pre-pubertal child population, we demonstrated that, according to the definition of obesity
established by the International Obesity Task Force (IOTF), 6.2% of children were underweight
(degrees of thinness 1, 2 or 3), 66.1% normal weight and 27.6% overweight - including 6.9%
obese. As a corollary, there is evidence of an increased risk of developing Cardiovascular
Diseases (CVD) in Portugal and worldwide. This concern is relevant because these

pathologies are the leading cause of death worldwide.

In a previous publication, there was a high prevalence of changes in plasma lipids and the
most worrying, a high rate of children with “normal” Body Mass Index (BMI), but who already

had dyslipidemia so early.

The presence of dyslipidemia is one of the risk factors that favor the onset of CVD, where
atherosclerosis plays a predetermining role in the pathogenesis of the two most common
CVDs: cardiac ischemia and cerebrovascular pathology. In addition to dyslipidemia, the
chronic inflammation underlying not only metabolic changes but also obesity also contributes

to the pathogenesis of atherosclerosis.

Noting that these metabolic changes even in children with healthy Body Mass Index (BMI), it
would be necessary to investigate whether, knowing that atherosclerosis starts very early, it
was already possible to find signs of inflammation and cellular response characteristic of

atherosclerosis in this population.

Objective

The study aimed to find a correlation between BMI variations with the other factors analyzed:
dyslipidemia, expression of some inflammatory/non-inflammatory cytokines and the

expression of monocyte polarization associated with atherosclerosis.

Method
Descriptive, transversal in terms of method and analytical observational of case-control as to

nature.

The tests were carried out in 87 Schools in the Lisboa e Vale do Tejo Region of a 9-year-old
pre-pubertal child population. The studies carried out included the collection and interpretation

of clinical data (anthropometry, bioimpedance) and laboratory data (biochemical, dosage of
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cytokines IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-4, IL-6 and IL-10 and analysis of monocyte surface markers
(CD14, CD16, CD36, CD80, CD86, CD163, and CD206)].

For the characterization of the corpulence, BMI and respective zScore were used following the
criteria of the IOTF.

Results

Simultaneously with a high rate of overweight/obesity (28.9%) in this child population, there
were equally high values of Homeostatic Model Assessment for Insulin Resistance (HOMA-
IR) and children with alterations in the lipid profile, even though they present typical values of
BMI. It seems to be possible to prove the existence of the prevalence of a chronic inflammatory
stage of weak expression, by the provenly increased values of the inflammatory cytokine IFN-
y (p <0.05), in overweight/obese children and paradoxically, by the decrease in TNF- a (p
<0.05),. Changes in the immune response at the cellular level are confirmed by the increased
expression of classic monocytes (CD14**/ CD16), as well as the presence of an anti-
inflammatory response of M2 in overweight/obese children. Also, there is a correlation between
the expression of M1 monocytes as well as the M1/M2 ratio with the inflammatory cytokine
IFN-y, which we believe may indicate an inflammatory response, especially considering the

association of this cytokine with overweight/obesity.

Conclusions

In addition to the high rate of overweight/obesity in the study sample, there was also a very
high, worrying proportion of changes in the lipid profile and the HOMA-IR. There is evidence
of an inflammatory process and changes in the immune cell response associated with
overweight/obesity, as well as changes in the immune cell response showing a possible

response to inflammation and, or, changes in circulating lipids.

Keywords

Obesity; Child obesity; Lipoprotein metabolism; Immune response; Inflammation;

Cardiovascular diseases; Atherosclerosis; Cytokines; Monocytes.
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Siglas

Mg micrograma
ul microlitro
pu/mi microunidades/mililitro
m2 metro quadrado
mg/dI miligramas/decilitro
muU/L miliunidades/litro
ng/dl nanagramas/decilitro
nm nanémetros
02 Oxigénio
pg/ml Picogramas/mililitro
s. semanas
a alfa
B beta
Y gama
Abreviaturas
ABCA: Transportador 1 da cassete de ligacdo ao ATP
AG Acidos Gordos
AGNE Acidos gordos nao esterificados
APC’s Células apresentadoras de antigénio
Apo Apolipoproteina
ATP Trifosfato de adenosina
BCE Before the common or current era
CCR2 Recetor de quimiocina C- tipo 2
CD Cluster ou grupo de diferenciacdo
CETP Proteina de transferéncia de colesterol esterificado
CGMNP Centro de Genética Médica e Nutricdo Pediatrica
CRD Dominio de reconhecimento de carboidratos
CSF Fator estimulante de colonia
CXsCR1 Recetor 1 da fractalquina
DALYs Anos de vida ajustados por incapacidade
DCs Células dendriticas
DC-SIGN CD209 - Molécula de adeséo intercelular especifica de célula dendritica
DCV Doencgas cardiovasculares
DNO Doencas de declaragdo nédo obrigatoria
FCGR Recetor gama Fc
GM-CSF Fator estimulador de coldnias de granulécitos e macréfagos
GPI Recetor de reconhecimento de padrdes vinculado a glicosilfosfatidilinositol
HDL Lipoproteina de elevada densidade
HF hipercolesterolémia familiar
HIV Virus da imunodeficiéncia humana
HNF hipercolesterolémia nao familiar
HO-1 Heme oxigenase — 1
HOMA-IR Homeostatic Model Assessment for Insulin Resistance
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IMC
Kcal
LCAT
LDL
LDLox
LDLR
LIF
LIMP-2

linfécito T CD4+
linfécito T CD8+

LP
LPL
LPS

LPSR
LXR
MALT
MCP-1
MHC
Ms
NK
OMS
PaO:2
PDAY
PPAR
ROS
RN
Si
SR-B1
SRCR
TAB
TAC

TG
TGF
TNF
TRC

UCP1

UE

VCAM-1
VLDL

indice aterogénico

lipoproteinas de densidade intermédia
Interleuquina

indice de Massa Corporal, ou indice de Quetelet
Quilocalorias
Lecitina-colesterol-acil-transferase
Lipoproteina de baixa densidade

Fracdo oxidada da LDL

Recetor da LDL

Fator inibidor de leucemia

Proteina 2 de Membrana Integral do Lisossoma
Célula T auxiliadora

Célula T citotoxica

Lipase pancreética

Lipoproteina Lipase

Antigénio Lipopolissacarideo

Recetor de lipopolissacarideo

Recetor X do figado

Linfoma de tecido linfoide associado a mucosa
Proteina 1 quimioatraente de monécitos
Complexo Major de Histocompatibilidade
Mondcito nédo ativado

Células Natural Killer

World Health Organization/Organizacao Mundial de Saude

Pressao arterial parcial de O2

Estudo de Determinantes Patobiol6gicos da Aterosclerose na Juventude

Recetor do ativador do peroxissoma
Espécies de oxigénio reativas
Recém-nascido

Sistema imunolégico

Recetor de eliminacéo do tipo B1
Recetor sequestrador rico em cisteina
Tecido Adiposo branco

Tecido adiposo castanho

Triglicéridos

Fator de crescimento transformante
Fator de necrose tumoral

Transporte reverso do colesterol
Proteina desacopladora-1

Unido Europeia

Vascular cell adhesion protein 1
Lipoproteina de muito baixa densidade
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INTRODUCAO

A ldeia para o tema desta Tese, “Prevaléncia de biomarcadores de doenca cardiovascular
numa populagao infantil com excesso de peso”, iniciou-se em 1995, aquando da minha
colaboracdo com o Servigo de Genética e de Diagnéstico Pré-natal do Hospital de D. Estefania
- grupo Hospitais Civis de Lisboa. Foi nesse Servigo que contactei clinicamente pela primeira
vez com situacdes de obesidade infantil, em geral como consequéncia de Sindromes
Genéticos.

Seguidamente, em 2004/5 por convite, comecei a colaborar com o Servico de Genética da
Egas Moniz, Cooperativa de Ensino Superior. Esta colaboracdo incidiu na execucdo do
“fndex de Nutrigao Pediatrica”, obra essa que foi financiada em grande parte pelo Programa
Operacional Saude XXI.

Em 2008, ja na vigéncia do Centro de Genética Médica e Nutricdo Pediatrica Egas Moniz
(CGMNPEM), fiz parte da equipa que se candidatou a um financiamento da Direcdo Geral da
Salde com um projeto plurianual intitulado “Estudo Nutricional, Bioquimico e Genético de uma
Populacao Infantil Pré-obesa e Obesa da Regido Sul” (Projeto 27/2008).

Este estudo, foi executado em 89 escolas do ensino Béasico de Lishoa e Vale do Tejo e
também de Campo Maior. Foram estudadas aproximadamente 6000 criancas pré-puberes de
9 anos. Contudo, porque se queria analisar estatisticamente uma amostra homogénea quanto
a idade, excluiram-se do estudo as criangas cujas idades durante o ano letivo em curso se
afastavam do valor médio de 9 anos. O numero elevado de criangas juntamente com o
elevado numero de parédmetros a analisar, implicou a elaboracdo de uma Plataforma
Informética especialmente concebida para este efeito.

Uma das primeiras constatacfes deste estudo, foi a prevaléncia elevada de criangas com
excesso de peso/obesidade. Refira-se que a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), em
diversos documentos ja tinha considerado esta situagdo como uma verdadeira epidemia.
Contudo, nao tinha sido a Unica patologia a preocupar a OMS pois refere igualmente outras,
também de declaracdo néo obrigatéria (DNO), como as Doencas Cardiovasculares (DCV), a
Diabetes Mellitus, certos Cancros entre outras, todas elas de transmissao multifatorial.

No que diz respeito a obesidade, os dados conhecidos situam o nosso Pais como um dos que
apresentam uma prevaléncia das mais elevadas, problematica esta ainda mais preocupante
se se tiver em conta que estd ja presente na crianga em idades muito precoces.

O excesso de peso/obesidade é fator de risco para as DCV e consequentemente para a
aterosclerose, sendo igualmente conhecido que esta Ultima tem a sua génese muito
precocemente na infancia ou mesmo antes, muito embora em geral s6 se manifeste na

segunda ou terceira década de vida.
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Sendo a obesidade e igualmente a aterosclerose processos inflamatérios crénicos o amago
desta Tese incidiu na procura de possiveis correlacdes positivas entre um certo nimero de
parametros antropométricos/bioquimicos e de alguns biomarcadores implicados ha

aterosclerose.
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1. NOCAO DE NORMALIDADE

De forma a que melhor se possa compreender o tema “obesidade”, nomeadamente a infantil,
€ necessario que se discrimine as etapas que compreendem o desenvolvimento estaturo-

ponderal e psico-motor adequado a idade e ao género da crianga dita “normal”.

1.1 A CRIANCA “NORMAL

Se considerarmos a “normalidade” sob o ponto de vista do Boletim de Saude Infantil,
o tempo de gestacao, o tipo de parto, as biometrias a nascenca bem como a avaliacao
clinica periddica, séo relevantes para apreciacdo do desenvolvimento normal da
crianca. Tal sera assim, a expressao do resultado do ocorrido desde a concecéo e da
conjugacdo entre fatores genéticos e ambientais 1. A gestacéo, pela definicdo da

OMS, tem uma duracédo de 280 a 286 dias ou 10 meses lunares de 28 dias, a contar

a partir do 1° dia da ultima menstruacdo. De referir que se trata da duracdo da

amenorreia e ndo do desenvolvimento pés-concecional 2.
Figura 1: Evolucdo da gestagdo (em semanas aproximadamente).

Adaptado de The Developing Human: Clinically Oriented Embryology 2

1.3 DESENVOLVIMENTO INTRAUTERINO

1.3.1. PERIODO PRE-EMBRIONARIO
Na 12 semana de gestacao, periodo que ocorre entre a ovulacdo no final da 22 divisdo meiética
e a fecundacao, atinge-se a fase de “moérula” e a formagao do blastocisto. Na 22 semana
ocorre a nidacado do blastocisto no endométrio e a diferenciacdo do sincitotrofoblasto e do
citotrofoblasto. Aparecem as primeiras vilosidades placentarias e a diferenciacdo do
embrioblasto em dois folhetos: ectoderme e endoderme 2. Durante a 32 semana, prossegue 0
desenvolvimento da arvore vilositaria, a formagé&o do futuro corddo umbilical e aparecimento

da mesoderme 2.
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Figura 2: Formacé&o do disco embrionério

1.3.1. PERIODO EMBRIONARIO

Da 42 a 122 semana (s.) de gestacdo ocorre a formacgéo dos érgaos a partir dos trés folhetos
(Fig. 3) e o feto adota a forma exterior humana. A organogénese termina no final da 122 s. 4

Figura 3: Disco embrionéario tridérmico

TECIDO NERVOSO
EPIDERME

ESQUELETO
MUSCULOS

TECIDO CONJUNTIVO
APARELHO CIRCULATORIO
APARELHO RENAL

GLANDULAS DIGESTIVAS
EPITELIO DIGESTIVO
EPITELIO RESPIRATORIO

1.3.2. PERIODO FETAL

Este periodo sera designado como precoce (das 12 as 20 s. amenorreia), intermédio (das 20
as 27 s.), e tardio (das 28 as 40 s.).

1.4. CLASSIFICACAO DA GRAVIDEZ

Uma gestagéo de termo, tem o seu desfecho das 37 s. completas até as 41 s. completas de

amenorreia e dao origem a recém-nascidos (RN) de termo, ao passo que a de pré-termo, €
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a que ndo completa 37 s. de gestacdo, originando um RN de pré-termo ou prematuro. A
gestacado pds-termo, cujo parto ocorre apds as 42 s. de amenorreia da origem a RN pds-termo

ou pos-maduro.

1.5. PARTO

Parto eutdcico ou normal, € o que requer assisténcia minima ou ndo precisou de assisténcia,
com ou sem episiotomia, sem manipulacao fetal (como rotacdo por versao) ou instrumentacao
(férceps), que foi espontaneo, de apresentacao cefalica, vaginal, e que teve como produto
uma crianga viva, Unica e de termo.

Parto anormal, dificil ou lento, qualquer que seja a causa. Se o feto estiver numa posicéo
andmala ou se for de tamanho grande, pode exigir rotacao por versdo (intervencdo manual),

utilizacao de instrumentos (férceps) ou mesmo uma cesariana.

1.6. ADAPTACAO DO RN AO MEIO AMBIENTE

No respeitante ao sistema nervoso central, implica a exposi¢éo deste sistema aos estimulos
cutaneos, térmicos, mecanicos e sensoriais, enquanto que para 0 sistema respiratério,
envolve a evacuacao do liquido existente na arvore traqueobrénquica (aspiracdo) e do liquido
interalveolar (absorcéo linfatica e sanguinea). Ocorre ainda a mobilizacdo dos fosfolipidos
(surfactantes) e a diminuicdo das resisténcias vasculares pulmonares.

Também a rapida exposicdo a temperatura ambiente (20-25°C), muito diferente dos 37°C
intrauterinos, provoca importantes perdas de calor nos primeiros minutos pés-natais (x 200
Kcal/m?/minuto).

Ocorrera a ativagédo da termogénese quimica (gordura castanha) se houver aporte suficiente
em glucose e oxigénio (Oy).

No que diz respeito ao sistema cardiovascular, ocorre o fecho dos “shunts” fetais direito-
esquerdo a nivel do canal arterial — medida da pressao arterial parcial de O2 (PaO,) - e do
buraco de Botal (comunicacdo interauricular), assim como o fecho do Canal Venoso -
comunicac¢do da veia umbilical esquerda que alimenta o figado a partir da placenta com a veia
cava inferior (eliminacéo do curto-circuito do figado).

Os sinais vitais do RN sdo avaliados utilizando os critérios do Score de Apgar, ao 1’, ao 5’ e
aos 10’ ap6s o nascimento e corresponde a uma graduacao de 0 a 2 para cada elemento do

score. Considera-se normal se este valor for maior que 8.
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Tabela 1 - Critérios de avaliagdo do Score de Apgar

; Graduacgéo
SINAIS CLINICOS
0 1 2
Respiracédo Ausente Dificil Irregular
Frequéncia cardiaca 0 <100/min >100/min
Coloragao Branca, cinzenta ou Tronco rosado e
) “Avermelhado”

azulada extremidades azuladas
Ténus muscular Flexao das ) ]

Ausente Movimentos ativos

extremidades
Reacao
(a uma estimulagao) 0 “Caretas “ Defesa vigorosa, choro

Estimulacado da cavidade bucal

1.7. PERIODOS DA INFANCIA
Podemos considerar diferentes subperiodos:
Periodo Perinatal: Considera-se desde o periodo fetal tardio incluindo o periodo neonatal
precoce (desde as 28 s. de amenorreia) ao 7 ° dia de vida. A OMS considera desde a 222 s.

amenorreia ao 7° dia de vida. De referir que, no fim do 2° trimestre o feto terd 70% do tamanho

e 20% do peso que o recém-nascido ira ter a nascenca.

Periodo Neonatal (RN): pode ser precoce (dos 0 ao 7° dia de vida) ou tardio (do 8° ao 28°
dia de vida).

12 Infancia (lactente): A crianga é um lactente de 1° periodo até aos 4/6 meses e de 2°

periodo desde esta idade até aos 2 anos.

22 Infancia: Ou idade pré-escolar ocorre dos 3 aos 5 anos e a escolar entre esta idade e os

11/12 anos (esta ultima denominada também grande infancia).

Puberdade: Nos rapazes acontece um pouco mais tardiamente (12 aos 16 anos) que nas

raparigas (10/11 aos 14 anos).

Adolescéncia: Da mesma forma, € um periodo mais precoce para as raparigas (14 aos 18

anos) do que para os rapazes (16 aos 20 anos).
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2. OBESIDADE

2.1. DEFINICAO

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) define excesso de peso/obesidade como a

acumulagdo excessiva de matéria gorda com implicacdes para a Saude °.

2.2. OBESIDADE AO LONGO DOS TEMPOS

Na historia da evolu¢cao da Humanidade desde o periodo pré-historico, a obesidade pode ter
desempenhado um papel importante pois pode ter conferido a possibilidade de armazenar
reservas provenientes do excesso de alimentos aquando dos periodos de “fartura”. Nos
tempos pré-historicos, esta capacidade de armazenar gordura a partir da menor quantidade
possivel da ingestdo de alimentos, podera ter feito a diferenca entre a vida e a morte, ndo
apenas para o individuo mas principalmente para a espécie. Aqueles que conseguissem
armazenar gordura facilmente, apresentariam Gbvia vantagem evolutiva e a selegao natural
terd desempenhado o seu papel, no ambiente hostil para os primeiros cagadores e coletores
6.

As primeiras representagfes da significancia cultural e do valor estético da obesidade talvez
sejam as misteriosas figuras femininas na Europa da ldade da Pedra, datadas do Paleolitico
Europeu Superior, 25 000 BCE (before the common or current era). As “Vénus de Willendorf”
sdo achados arqueoldgicos encontrados no territdrio europeu e terdo representado icones

matriarcais ou da Deusa-Mae ”.

Figura 4: “Vénus de Willendorf” 8

O fogo talvez tenha constituido o principal paradigma implicado na alteracdo da alimentacéo
em toda a evolugdo humana, por ter sido responsavel pelo aumento do valor calérico dos
alimentos (agora cozinhados em vez de crus), conferindo um padréo de digestao que € Unico
°. Posteriormente, a agricultura e a domesticacdo de animais (aproximadamente 10 000 BCE),
vieram permitir uma utilizagédo continua dos alimentos, ao invés da oferta sazonal e precéaria.
A Humanidade podia desta forma combater o fome. O modo como os alimentos eram

produzidos foi sendo continuadamente melhorado, o que deu a oportunidade do aparecimento
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de Cidades-Estado e Impérios. No entanto e durante muitos anos, a distribuicdo de alimentos
continuou a acontecer de forma erratica e sujeita aos caprichos da Natureza persistindo ainda
assim desnutricdo, até as primeiras décadas do século XX. Em qualquer caso, o aumento
gradual da quantidade, qualidade e variedade de alimentos disponiveis em simultdneo com
uma época em gque estavam a ser adotadas importantes medidas de salude publica, permitiu
0 aumento da longevidade e da estatura média. O crescimento econdémico que ocorreu ha
segunda metade do sec. XX, permitiu 0 aumento do tempo de lazer com a consequente
reducdo da atividade fisica o que, aliada a abundancia de alimentos, € responséavel pelo
aumento do niumero de pessoas com sobrepeso/obesidade desde a Segunda Guerra Mundial
10.

Obviamente, a patogénese da obesidade € mais complexa do que o simples paradigma de
alimentos disponiveis/esforco gasto para os obter. Aparentemente, a atual epidemia de
obesidade parece resultar de fatores genéticos e fisiopatolégicos inerentes a cada individuo,
em conjugacdo com o desequilibrio entre a ingestdo e o gasto energético. Estes Ultimos
fatores serdo com certeza agravados pela facil disponibilidade de alimentos altamente

caldricos e uma atividade fisica reduzida .

2.3. EPIDEMIOLOGIA

A OMS estimou que em 2016 tivessem existido 1,9 bilides de adultos com excesso de peso e
que desses, pelo menos 650 milhdes seriam obesos 2.

A obesidade Infantil é considerada atualmente uma epidemia mundial ** e a OMS também
estimava para 2016, 340 milhdes de criancas obesas; ainda na Europa, 20% das criancas
apresentariam excesso de peso e 1/3 delas seriam obesas 3.

Portugal tem uma das prevaléncias mais elevadas dos paises europeus com 31,5% das
criancas da faixa etaria 7-9 anos a apresentarem excesso de peso/obesidade *°.

Os resultados obtidos pelo Centro de Genética Médica e Nutricdo Pediatrica Egas Moniz, no
“Estudo Nutricional, Bioquimico e Genético de uma Populagao Infantil Pré-obesa e Obesa da
Regido Sul”, onde foram estudadas cerca de 6000 criangas de aproximadamente 9 anos,
demonstraram uma prevaléncia de excesso de peso de 27,6%, sendo que, 6.9% destas eram

ja obesas 1.
2.4. ETIOLOGIA

O excesso de peso/obesidade é uma patologia genética de transmissao multifatorial, onde 60
a 80% da variancia observada no peso corporal, pode ser explicada por fatores de
predisposicdo genética herdados. Mas de uma forma Gbvia, é um disturbio sob influéncia
ambiental que afeta o balango energético (ingestao de alimentos/dispéndio) 1718,

Existem contudo formas raras, monogénicas, que Sao responsaveis por casos ditos de

“obesidade genética” e parecem representar cerca de 5% dos casos *°.
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2.5. FISIOPATOLOGIA

2.5.1. TECIDO ADIPOSO

7

O tecido adiposo é composto por uma grande variedade de células, nomeadamente
precursores de adipécitos, adipécitos maduros, células endoteliais, fibroblastos, e ainda

leucocitos. Estas células trabalham em conjunto para promover o armazenamento de
nutrientes nos depdsitos do tecido adiposo e as suas proporc¢des relativas variam consoante
a localizacdo. Além disso, 0 excesso de peso/obesidade provocam mudancas significativas
na arquitetura do tecido adiposo que estao fortemente associadas a uma disfuncao metabdlica
20.

O principal papel do tecido adiposo € o controlo da homeostasia energética ao constituir o
recetaculo para o armazenamento de gordura (essencialmente sob a forma de triglicéridos),
constituindo assim a reserva energética 123,

Desempenha ainda um papel extraordinariamente dinAmico numa ampla gama de processos

fisiol6gicos, incluindo reproducéo, apoptose, inflamacao, angiogénese, requlacao da presséo

arterial, aterogenese, coagulacdo, fibrindlise, imunidade e homeostasia vascular direta ou

indireta e outras implicacdes na regulacéo da proliferacdo celular. O pleiotropismo funcional

deste tecido depende da sua capacidade de sintetizar e em alguns casos, secretar um grande

nimero de enzimas, hormonas, fatores de crescimento, citoquinas, fatores do complemento

e proteinas de matriz e de membrana, chamadas coletivamente como adipoquinas. Ao

mesmo tempo, expressa os recetores para a maioria destes fatores, garantindo uma ampla
sinalizacdo cruzada em ambos os niveis, local e sistémico, como resposta a alteracbes

metabdlicas ou outros estimulos externos 2224,

2.5.1.1. Tecido Adiposo branco (TAB)

E um tecido heterogéneo composto por adipdcitos preenchidos com lipidos e vérias
populacdes de células ndo-adipécitos, incluindo endoteliais, sangue, estroma nao
caracterizado e células precursoras de adipdcitos. Embora os adip6citos cheios de lipidios
representem a maior parte do volume e da massa do TAB, as populacdes de células que néo
adipdcitos tém papéis criticos na manutencao, crescimento e funcdo deste tecido.

Como os adipécitos maduros s@o células pés-mitéticas terminalmente diferenciadas, é
também necessario para o crescimento hipertréfico do Tecido Adiposo Castanho (TAC) a

diferenciacdo dos seus precursores durante o desenvolvimento normal e na obesidade .

2.5.1.2. Tecido Adiposo Castanho (TAC)

A funcao do TAC é transformar energia dos alimentos em calor. Quer a atividade aguda do
tecido, isto €, a producdo de calor, como o processo de recrutamento no tecido (que resulta

numa maior capacidade termogénica) estdo sob o controlo da norepinefrina libertada pelo
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sistema nervoso simpético. Na termogénese reguladora, o TAC é essencial para a
termogénese classica sem tremores (este fenbmeno ndo existe na auséncia de TAC
funcional), bem como para a termogénese induzida pela norepinefrina, que é recrutada a
frio. A producédo de calor é ativada sempre que 0 organismo necessita de um aumento de
temperatura, como no periodo pés-natal, durante um estado febril ou aguando da excitacao,
sendo a taxa de termogénese controlada centralmente no hipotalamo. A alimentacdo como
tal também resulta na ativagéo deste tecido; assim uma série de dietas, aparentemente todas
caracterizadas por baixo teor em proteina, a termogénese ocorre a custa de um recrutamento
da leptina tecidular; esta termogénese com regulacdo metabdlica, também esta sob controle
hipotalamico. Quando o tecido esta ativo, grandes quantidades de lipidos e glicose sdo
metabolizados localmente. O desenvolvimento do TAC com a sua proteina caracteristica,
proteina desacopladora-1 (UCP1), foi provavelmente determinante para o sucesso evolutivo

dos mamiferos, a medida que sua termogénese aumentava 2°.

2.5.2. DESENVOLVIMENTO “NORMAL”

Ocorre entre o segundo e o terceiro trimestre de vida fetal. Acontece por etapas com o
aparecimento dos I6bulos adiposos concomitantemente com a neovascularizagao
tecidular, conduzindo a formacao de adipdcitos suscetiveis a acao das hormonas lipoliticas
% Os pré-adipécitos sdo unipotenciais e o seu processo final de diferenciacdo exige a

presenca das hormonas somatotrépica, tri-iodotironina e insulina.

2.5.3. DESENVOLVIMENTO PATOLOGICO

A obesidade tem origem na hipertrofia dos adipdcitos, com os produtos de secrecdo destas
células a serem responsaveis pelas alteracdes patogénicas que resultam das complicacdes
associadas a obesidade #’.

Estudos gendémicos do TAB dos individuos obesos revelaram uma significativa regulagéo
positiva de genes e outras alteracdes bioldgicas relacionadas com os constituintes da matriz
extracelular, incluindo membros da familia das integrinas. Tais estudos sugeriram ainda que
agueles elementos poderiam desempenhar um papel mediador importante numa cadeia de
interacdes que interligam fenémenos inflamatérios locais com a alteracdo das funcdes
metabdlicas do TAB em obesos. Investigacdes em tecidos utilizando a andlise das interacdes
transcricionais, revelaram também um aumento da fibrose intersticial deste tecido, associada
a uma infiltracdo de diferentes tipos de células inflamatdrias. Tal sugere que, alteracdes
fenotipicas dos pré-adipdcitos humanos induzidas por um pro-inflamatério, pode levar a uma
sintese excessiva de componentes da matriz extracelular. A forte relacdo que existe entre a
remodelacdo da matriz extracelular e a dindmica de fibrose do TAB nos diferentes estadios
da obesidade, contribui para a perturbacéo da biologia dos pré-adipdcitos e adipdcitos, o que

parece estar na génese da resisténcia a perda de peso dos individuos obesos 28,
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2.6. OBESIDADE E ATEROSCLEROSE

A prevaléncia elevada de obesidade e de aterosclerose sdo motivo de preocupacgéo a nivel
mundial. Ambas se caracterizam por um processo inflamatério cronico subjacente e
apresentam inter correlagbes. Uma das mais significativas diz respeito as alteracdes do
metabolismo das lipoproteinas, razéo por que, parece fundamental do ponto de vista clinico
e néo so6, adquirir uma melhor compreensao desse mecanismo 2%,

Contudo, em relacdo a aterosclerose, serd igualmente necessario expor 0s componentes
essenciais respeitantes a componente imunoldgica, focando essencialmente as alteracfes

relacionadas com a patologia atras referida.

2.7. DIAGNOSTICO

Os métodos de avaliacao diretos efetuados em autépsias foram os primeiros a ser utilizados
e comparam apos dissecdo os diferentes componentes do corpo, estabelecendo diretamente
a sua relacdo com o peso total do mesmo. Sdo muito importantes na validacdo de métodos
indiretos e obviamente ndo podem ser usados em estudos epidemiolégicos 3.

Nos indiretos, utilizam-se diferentes metodologias tais como a Densitometria, a
determinacdo do Potéassio radioativo, a diluicdo do 6xido de deutério, a Ressonancia
Magnética Nuclear, a Tomografia Computorizada, entre outros e a avaliagédo € efetuada
extrapolando valores de andlise de parametros quimicos e fisicos 332, Estes métodos
apresentam grande precisao e fiabilidade, mas também as desvantagens de serem onerosos
e/ou exigirem equipamento sofisticado e mesmo em alguns deles exposi¢édo a radiagbes, o
gue também inviabiliza a sua utilizagdo quer na pratica clinica de rotina, quer na utilizacdo em
estudos epidemioldgicos 3232,

Assim, recorre-se a métodos mais acessiveis de utilizar e simultaneamente mais econémicos
como a antropometria, que inclui ndo sé a determinacéo do indice de Massa Corporal (IMC),
como também a medicéo de alguns perimetros (braco, abdominal, anca e perna). Recorre-se
ainda a medicdo das pregas cutaneas 34%.

A OMS utiliza o indice de Massa Corporal (IMC, ou indice de Quetelet) como método para a
avaliacdo da corpuléncia (quociente entre peso em quilogramas e quadrado da altura em
metros). Nos adultos se este valor for = 25 considera-se que o individuo tem excesso de peso
e obesidade se for 2 30 *. Contudo, porque as criangas estdo em crescimento este valor deve
ser percentilado e comparado com curvas populacionais de referéncia 13378, Se as curvas
utilizadas forem as francesas e se o valor do IMC for superior ao percentil 97, representara
excesso de peso/obesidade e correspondera portanto a um 25 = IMC < 30. O diagnéstico
efetivo de obesidade corresponde a um IMC = 30, valor ajustado ao sexo e a idade do

individuo 3°.
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A bio impedancia é um método também usado na determinacdo da composi¢éo corporal. E
necessario ter conhecimento prévio da altura para a determinacdo do IMC e existem
aparelhos que permitem determinar a massa gorda, a massa magra, a massa musculo-
esquelético, 4gua intra, inter e extracelular bem como determinar as calorias em
repouso. Para tal, para além de ter de poderem fazer medicbes em varias frequéncias,
também devem possuir multiplos elétrodos, distribuidos pelas extremidades, de forma a que

se possa avaliar de forma mais correta o corpo no seu todo 113240,

2.8. TRATAMENTO DA OBESIDADE

Para o tratamento da obesidade cujo sucesso é relativo em especial na idade adulta, existem
varios tratamentos disponiveis, desde os mais simples como os que dizem respeito a
modificagdo do padrdo comportamental (dieta e exercicio fisico), até ao tratamento
farmacoldgico e/ou cirlirgico 442,

N&o sendo do &mbito desta Tese, este capitulo ndo sera desenvolvido.
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METABOLISMO DAS LIPOPROTEINAS
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3. METABOLISMO DAS LIPOPROTEINAS

3.1. ASPETOS GERAIS

O Homem como todo o organismo vivo tem necessidade de “energia” que vai obter
essencialmente a custa de trifosfato de adenosina (ATP), produzido em resultado do
catabolismo de glicidos, lipidos e prétidos e que existem sob trés formas de reserva:

e Proteinas musculares (hdo constituem verdadeiramente uma reserva);

e Glicogénio hepéatico e muscular (cujas concentragfes sao limitadas);

e Triglicéridos (TG) (cujas reservas sao variaveis a nivel dos adipdcitos).

Estes triglicéridos podem ser interconvertidos, sendo necessario recordar que a passagem
dos glucidos a lipidos é facil, mas estes ultimos séo hidr6fobos, ndo podendo assim circular
no sangue sob a forma livre. Dai que, para ultrapassar esta dificuldade, existam duas
principais formas de transporte dos acidos gordos:

e Seroalbumina, que transporta 4cidos gordos nao esterificados (AGNE) aos tecidos
utilizadores. Aqueles provém da hidrélise dos triglicéridos existentes a nivel do
tecido adiposo;

e Lipoproteinas, as quais asseguram uma reserva dos acidos gordos que provém
seja dos lipidos da alimentagdo durante a digestdo intestinal, seja da sintese
hepatica de glucidos ou AGNE.

Nem todas as gorduras séo utilizadas durante o jejum. A denominada gordura estrutural, por
exemplo, existe a nivel dos nervos ou em redor dos 6rgdos. Ha também uma camada dita
gordura subcutanea, cujo papel é preservar o corpo, mantendo a temperatura (papel
termorregulador).

No homem, a concentragdo normal de lipidos totais varia em geral entre 5,5 e 7,5 g/l %4,
Apresenta-se uma tabela com a classificacdo esquematica dos diferentes tipos de lipidos

existentes (Tabela 2).

Tabela 2 - Tipos de Lipidos

COMPLEXIDADE TIPO DE LIPIDOS

Acidos Gordos
LiPIDOS SIMPLES Gorduras Neutras

Esteres do colesterol

Fosfolipidos (glicerofosfolipidos e glico-esfingolipidos)
LIPIDOS COMPOSTOS Glicolipidos

Glicoproteinas

Esteroides
Vitaminas (A, E e K)
Os lipidos atras referidos encontram-se em proporcfes variaveis nos diferentes tipos de

LiIPIDOS MISTOS

lipoproteinas .
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o Fosfolipidos (1,5 — 2,6 g/l) e sdo constituidos em cerca de 69% de lecitina, 19%
de esfingomielina, 7% de liso-lecitina e 5% de cefalina;

o Colesterol (1,5 — 2,7g/l) em que a maior parte (75%) se encontra sob a forma de
acidos gordos esterificados;

o Acilglicerois (0,7 — 1,6 g/l) essencialmente (85%) sob a forma de triglicéridos;

o Acidos Gordos N&o Esterificados (0,1 a 0,23 g/l) de notar que embora em
concentracao fraca, representam uma forma muito importante para o transporte
de energia e isto é consequéncia da sua permanéncia em circulacdo ser de

poucos minutos.

3.2. ESTRUTURA GERAL

As lipoproteinas sdo moléculas de forma esférica, onde existe um nucleo hidréfobo (TG e
colesterol), que se apresenta solubilizado e estabilizado no soro gracas a existéncia de uma
fina camada composta por proteinas e fosfolipidos. Contudo estas liga¢des sao fracas, o que
vai permitir a possibilidade de trocas entre as diferentes lipoproteinas, ou mesmo entre estas
ultimas e as membrana celulares 3.

Existem varias classes de lipoproteinas - Apolipoproteina A (Apo A) (A, A2....); Apo B (Bag);
Apo C (C, C2, C3, C5,...), Apo D e Apo E. As suas diferengas consistem, ou numa diferente
reparticdo do tipo de lipidos nelas existente ou numa diferente composi¢éo das “proteinas de

revestimento” externo.

3.2.1. COMPOSIGCAO DAS LIPOPROTEINAS CIRCULANTES

3.2.1.1. Quilomicrons

Grandes moléculas (100 -1000 nm) que no individuo em jejum estdo normalmente ausentes,
mas que apés uma refeicdo estdo na base do aspeto “turvo” do soro. A relacéo lipidos/proteina
é de 98/2, e transportam TG (88%), colesterol (3%) contendo uma apo estrutural (apo B)
(Figura 5) 3.

Triglicéridos

Fosfolipidos

Figura 5- Estrutura dos Quilomicrons.
(Adaptado sob licenca de BC Open Textbooks)

(htpps://creativecommons.org/licenses/by/4.0/deep.pt)
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3.2.1.2. Very-low-density lipoprotein (VLDL)

As VLDL, lipoproteinas de muito baixa densidade, sdo moléculas igualmente volumosas
embora menores (30 — 70 nm) que quando em grande percentagem ddo um aspeto
“opalescente” ao soro. A relacdo lipidos/proteina € de 90/10 e transportam TG (56%),

colesterol (17%) e contém uma apo estrutural (apo B), contendo também apo C e apo E 3.

3.2.1.3. Low-density lipoprotein (LDL)

Em relacdo as lipoproteinas atras referidas estas sdo muito menores (15 a 25 nm) e seja qual
for a sua concentracao nunca dao origem a turvacao do soro. A relagao lipidos/proteina € de
76/24, transportam essencialmente colesterol (59%) e ndo contém praticamente apo B.
Podemos classifica-las sob o ponto de vista da densidade em dois grupos: LDL; e LDL, com
composicado diferente e contrariamente as VLDL apresentam-se numa fraca concentragédo

(0,6%), mas com uma maior flutuacdo em ultracentrifugacéo “2.

3.2.1.4. High-density lipoproteins (HDL)

As lipoproteinas de alta densidade, sdo pequenas moléculas (4 — 14 nm) que se apresentam
inicialmente sob a forma de um disco e s6 posteriormente assumem a for esférica a medida
que se enriguecem em colesterol. A relacdo lipidos/proteina é de 47/53, contendo
essencialmente colesterol (40%) e fosfolipidos (41%). Caracterizam-se por apresentar como
apo estrutural a A; e a A, sendo esta Ultima trés vezes mais abundante.

S&do importantes por constituirem um reservatério a nivel plasmatico de apo C e E. Séo
estaveis e podemos igualmente classifica-las em HDL, (em fraca propor¢éo) e principalmente

em HDL, e HDL; na concentracdo média de 2,9 g/l 434,

3.2.1.5. Qutras classes

De referir essencialmente a Lp(a), cuja densidade é intermédia entre a LDL e HDL, sendo rica

em colesterol. Existe uma forma de Lp(a) especifica associada a apo B e a seroalbumina 43,

3.3. BIOSSINTESE E SECRECAO

3.3.1. NAS CELULAS DA MUCOSA INTESTINAL
Os enterocitos sintetizam VLDL ap0s as refei¢cdes a partir dos seus constituintes de base os
Quilomicrons:
o Apoproteinas sintetizadas in situ — em particular apo B e A.
o Fosfolipidos também sintetizados in situ.
o TG que apos as refeicBes sao formados por AG de cadeialonga (C>12) e de dois
mono-acil-glicerdis provenientes da acdo sobre os TG alimentares da lipase

pancreatica no limen intestinal.
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o Colesterol proveniente da alimentacdo (0,3 g/dia) e sobretudo duma sintese

muito ativa de novo.

3.3.2. NO FiGADO

Este 6rgdo segrega em permanéncia VLDL a um ritmo variavel, dependendo da quantidade
de TG a transportar “6. Os constituintes de base séo:

o Apoproteinas sintetizadas in situ, em particular a C (HDL e VLDL) a B (VLDL) e
A (fornecida pelos quilomicrons).

o TG, cujo esqueleto carbonado pode ter proveniéncia na totalidade da utilizacdo
dos glucidos alimentares. O figado capta 1/3 dos AGNE circulantes a partir da
hidrélise dos TG do tecido adiposo (em periodo de jejum, os TG podem ser
sintetizados a partir destes AGNE e do glicerol).

o Colesterol livre, ativamente sintetizado no figado, mas proveniente igualmente
da mucosa intestinal. No homem, as LDL nativas ndo contém praticamente sendo

colesterol nao esterificado.
3.4. METABOLISMO INTRAVASCULAR DOS QUILOMICRONS E DAS VLDL
3.4.1. ASENZIMAS ENVOLVIDAS

3.4.1.1. Lipoproteina — Lipase (LPL)

E sintetizada pelos tecidos extra-hepaticos utilizadores de acidos gordos (AG) (tecido adiposo,
miocardio, muasculo esquelético, pulmao...) e distribuida a superficie do endotélio dos
capilares destes tecidos hidrolisando os TG circulantes em AG e glicerol. Uma parte destes
AG libertados penetram nos tecidos e a outra junta-se ao “pool” de AGNE circulantes enquanto

que o glicerol retorna ao figado 4’

3.4.1.2. Lecitina-colesterol-acil-transferase (LCAT)

Sintetizada no figado mas cuja acao se exerce no sangue, essencialmente na esterificacdo
do colesterol das HDL (com um AG em posicao interna). O colesterol esterificado pode de
seguida trocar com outras lipoproteinas. O LCAT é, entdo, a base essencial do colesterol

esterificado nos lipidos plasmaticos “.

3.4.2. PAPEL DAS HDL

Estas lipoproteinas fornecem as apo indispensaveis a acdo das enzimas presentes:
. Al, como ativadora da LCAT
. C, fornecida complementarmente ao sangue, aos quilomicrons, e as VLDL

nativas. Refira-se que, a apo C2 € indispensavel a acdo da LPL.
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3.4.3. DESTINO DOS QUILOMICRONS

Apos as refeigdes, a LPL do tecido adiposo esta particularmente ativa em consequéncia da
insulinémia desencadeada. Os quilomicrons cuja semivida média € de 20 minutos, perdem
progressivamente TG, diminuindo de tamanho e vdo sendo enriquecidos com colesterol e
fosfolipidos. As particulas residuais (contém ainda 10 a 20% dos TG iniciais) assim como o
colesterol e fosfolipidos de origem intestinal, sdo entdo depuradas pelo figado. Assim,
diariamente cerca de 70 a 120 gramas de gorduras provenientes da alimentacdo séo

transformadas.

3.4.4. DESTINO DAS VLDL

Sao sintetizados 15 a 50 g de TG no organismo (sobretudo a nivel hepatico) e incluidos nas
VLDL plasmaticas que diariamente sédo purificadas de forma analoga (semivida algumas
horas). Sob a agdo combinada da LPL e da LCAT as VLDL perdem, progressivamente TG,
enriquecendo-se de colesterol esterificado. As apo C excedentarias abandonam igualmente
as VLDL para as HDL e as restantes VLDL passam a lipoproteinas intermédias ditas IDL, ja
ricas em colesterol, mas contendo ainda uma proporcao elevada de TG. Aquelas continuam
progressiva e lentamente a perder TG nao a custa ja das LPL, mas sim a nivel hepatico devido
a acdo de uma TG-lipase diferente.

No homem, o estadio final do catabolismo intravascular das VLDL esta representado pelas
LDL, que contém a totalidade das apo B iniciais ricas em colesterol.

No periodo de jejum, os TG das VLDL séo sintetizados essencialmente no figado a partir dos
AGNE do tecido adiposo (lipélise adipocitaria muito ativa ndo reprimida no periodo de
insulinémia baixa). Em contrapartida, a atividade da LPL do tecido adiposo é fraca, enquanto
que noutros tecidos é elevada como por exemplo no miocardio, cuja finalidade é fornecer a
energia necessaria aos tecidos que dela necessitam, seja diretamente sob a forma de AGNE
do tecido adiposo, ou indiretamente sob a forma de TG (VLDL), sintetizados no figado a partir

desses mesmos AGNE.

3.4.5. DESTINODAS LDL

O plasma contém normalmente pouca quantidade de VLDL e IDL exatamente porque a
concentracdo em LDL é elevada visto esta Ultima representar o estadio final do catabolismo
intravascular das VLDL. De notar que as VLDL tém uma semivida de algumas horas,
enquanto que as LDL podem persistir trés a quatro dias e sdo retomadas pelo figado onde
sofrem catabolismo com excrecao do colesterol, seja sob a forma livre seja apos esterificacéo
em sais biliares. Contudo, atualmente sabe-se que este catabolismo é essencialmente
efetuado a nivel dos tecidos extra-hepaticos em consequéncia de existirem a este nivel

recetores membranares que as captam. Apos fixacdo, as LDL estdo na base de uma
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protedlise da apo B e de uma hidrdlise da ligacao éster do colesterol esterificado, fenbmeno

este na base do fornecimento do colesterol livre aos tecidos utilizadores.

3.4.6. DESTINO DAS HDL

As HDL constituem a reserva plasmética de apoproteinas necessarias ao metabolismo
intravascular das VLDL e dos quilomicrons, mas, por outro lado, tém um papel importante no
retorno do colesterol dos tecidos ao figado, Unico 6érgao capaz de o catabolizar e excretar.

A sintese comeca no figado que gera uma lipoproteina de baixa densidade (VLDL) rica em
triglicéridos e seguidamente liberta-a na circulacdo. A VLDL é progressivamente modificada e
forma lipoproteinas intermediarias e posteriormente de baixa densidade (IDL, LDL). A LDL, é
o principal elemento transportador do colesterol para os tecidos periféricos através do seu
recetor (LDLR). Para remover o excesso de colesterol acumulado nos tecidos periféricos, o
colesterol é transportado através dos linfaticos e posteriormente no sangue venoso e
finalmente volta ao figado para excre¢do, um processo chamado transporte reverso do
colesterol (TRC) “°. Alipoproteina de alta densidade (HDL) desempenha um papel importante
na remocdao do colesterol através de TRC. A ApoA;, isenta de lipidos recolhe o colesterol livre
das células periféricas através do transportador da cassete de ligagdo ao ATP (ABCA)) e
forma as pré-HDL. Esta circula através dos vasos linfaticos até as veias, onde pode ser ainda
modificada para se tornar a-HDL e removida através da captacédo direta pelo recetor de HDL,
recetor de eliminacdo do tipo Bi (SR-B1). Assim, estas HDL ao retornarem ao figado
asseguraram o essencial do transporte do colesterol de origem tecidular. Apresenta-se ha

figura 6 um esquema que resume o essencial do metabolismo geral das lipoproteinas.
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Figura 6 - Metabolismo das Lipoproteinas
ABCAL: Transportador cassete CE: Colesterol Esterificado LCAT: Lecitina Colesterol acil-transferase
de ligagdo ao ATP CH: Colesterol LDL: Lipoproteina de Baixa Densidade
AG: Acidos Gordos CL: Colesterol Livre LPL: Lipoproteina Lipase
Apo A: Apolipoproteina A HDL: Lipoproteina de Alta Densidade TG: Triglicéridos
Apo B: Apolipoproteina B IDL: Lipoproteina de Densidade Intermédia SR-B1: recetor de eliminagdo do tipo B1

Apo C: Apolipoproteina C LDL: Lipoproteina de Baixa Densidade VLDL: Lipoproteina de muito Baixa Densidade
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SISTEMA IMUNITARIO
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4. SISTEMA IMUNITARIO

O principal papel do sistema imunoldgico (Sl) é reconhecer moléculas estranhas e dirigir um
ataque concertado contra elas. E, pois, um processo que assegura mecanismos de protecio
com respostas rapidas e especificas contra uma vastissima gama de moléculas,
desempenhando também um papel muito importante na rejeicdo de tumores. Quando
desregulado, pode dar origem a um conjunto de patologias de cariz inflamatdrio ou autoimune,

como aterosclerose, diabetes insulinodependente, IUpus eritematoso sistémico, entre outras
50

4.1. A RESPOSTA IMUNITARIA

A defesa contra os agentes antigénicos é mediada primeiramente pelas rea¢des iniciais da
imunidade inata e posteriormente pelas respostas tardias da imunidade adaptativa *°.

A imunidade inata, também conhecida como imunidade natural ou nativa, fornece a primeira
linha de defesa contra os agentes invasores. Consiste em variados mecanismos de defesa
celulares e bioquimicos (Tabela 3), que estdo presentes antes da exposicdo aos agentes
patogénicos (pré-preparados). Dentro das células constituintes do Sl inato, as células
dendriticas (DCs) e os macréfagos séo importantes na ativacao de linfécitos T, através da
apresentacéao de antigénios, no contexto das moléculas do complexo de histocompatibilidade.
As células T ativadas auxiliam por sua vez a resposta mediada por células B, que nao
necessitam de apresentacdo antigénica, reconhecendo diretamente antigénios nao
processados através das imunoglobulinas que expressam na sua superficie. A ativacdo dos
linfocitos induz a sua proliferagdo e consequente expanséo clonal. Os linfocitos B ativados
produzem moléculas de anticorpo especificas para o antigénio, enquanto que os linfécitos T
auxiliares exercem maioritariamente a sua agao através da producgéo de citoquinas, que vao
condicionar ou direcionar o tipo da resposta induzida 5. Os linfécitos T podem também
diferenciar-se em células T citotéxicas, capazes de lisar células infetadas ou tumorais °2.
Geralmente, a combinacéo da resposta inata com a resposta primaria adaptativa, é suficiente

para erradicar ou controlar 0s agentes patogénicos.

4.1.1. CELULAS DO SISTEMA IMUNITARIO

Do Sl fazem parte diferentes tipos celulares, desempenhando cada um deles um papel
importante. Na tabela 3, identificam-se os componentes da imunidade inata e na tabela 4

apresentam-se de forma muito sucinta as células constitutivas do Sl inato.
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Tabela 3 — Componentes da Imunidade Inata

IMUNIDADE INATA

Tipo de Barreiras

Mecanismos

Pele

Defesa mecanica e quimica (ambiente
4cido)

Anatémicas Muco

Captura de microrganismos estranhos

Cilios do epitélio

Expulsé@o dos microrganismos retidos no

pulmonar muco
Pirexia — inibe o crescimento de alguns
Temperatura _
agentes patogénicos
pH Ambiente acido
Lisozimas Rompe a parede celular bacteriana

Interferbes do tipo |

Indugdo de um estado antiviral em células ndo
infetadas

Fisiolégicas
Péptidos Potentes antibioticos de largo espectro
antimicrobianos sintetizados pelas células
Acéo citolitica e inducao da quimiotaxia de
Complemento i
PMNs para a regiao
Neutréfilos — Fagocitose e Endocitose
Células fagociticas Macroéfagos- Fagocitose e Endocitose
Células dendriticas — Fagocitose e
apresentacéo antigénica
Componentes - . .
celulares Células Natural Killer Qelu!a§ linfoides com capac_ldagle
citotoxica e produtoras de citocinas
Dois tipos celulares derivados dos
Outras células linfoides ~ mondcitos: os macréfagos e as células
dendriticas
Proteina C-reativa
- . Proteina sérica amiloide
Inflamatéria Proteinas de fase aguda

Lectina de ligacdo a manose
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Tabela 4 — Principais tipos de Células do Sistema Imunitario

Neutréfilos

Eosinofilos )

,—( Granulares

Basofilos

Macréfagos

Células
Dendriticas

Série
Migloide

Agranulares

Mastocitos

Auxiliares
Células Tronco Hematopoiéticas

Citotbxicos

(—Lmeéc:tosT )—1—( Supressores

Meméria

S

Plasmocitos

Série
Linfoide Linfécitos B

Células Natural

Meméria

Liler

Os linfécitos B e T ocupam um papel de destaque por serem as células que determinam a
especificidade da imunidade e é a sua resposta que orquestra os membros efetores do
sistema. Para além destas, uma série de células especializadas do epitélio e do estroma,
providenciam o ambiente anatdmico no qual ocorre a imunidade, muitas vezes secretando
fatores criticos que regulam a migragéo, o crescimento, a hemostasia e a ativagdo de genes
em células do Sl 3. As células do S| encontram-se em tecidos periféricos organizados como
0 bago, os nddulos linfaticos, as placas de Peyer e amigdalas, onde ocorre a resposta

imunologica priméria (figura 7).
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Na tabela 5 resumem-se as caracteristicas e as fun¢es das células do SI.
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Tabela 5 - Caracteristicas e fungdes das células imunes 5455

Tipo de Célula Caracteristicas Funcédo
Neutréfilos . Capacidade fagocitica
Polimorfonucleares, N ) . . o .
- . Gréanulos contém enzimas liticas e substancias bactericidas
50-70% dos leucdcitos circulantes
Producéo de intermediérios reativos de O2 e azoto com potente atividade antimicrobianas
%) Eosindfilos Fagocitose
I=] Ndcleo bilobulado . .
s - . Combater parasitas multicelulares
\8 1-3% dos leucdcitos circulantes ) . . . . o
= Controlar (juntamente com os mastécitos) o mecanismo associado a situagdes alérgicas e a asma
% Resposta imunolégica a parasitas
b n
o Basofilos B ’ Granuldcitos nao-fagociticos envolvidos na resposta alérgica
Forma esférica; nticleo em trevo ; . . . . . .
- . Contém granulos que libertam histamina, serotonina e prostaglandinas
<1% leucdcitos circulantes
Importante na resposta Th2
T auxiliares (Th) :
Linfécitos - coordenar a defesa imunoldgica através da secrecéo de citoquinas e estimulagéo da resposta imune humoral
T citotéxicos (Tc):
T - citotoxicidade, secrecéo de citoquinas
T supressores:
. . - supresséo da ativagdo do sistema imunitério
cromatina condensada e citoplasma escasso
- Memoéria:
pouco basdfilo
.- . - memoéria imunolégica
20-40% dos leucécitos circulantes 9
99% das células em circulagéo na linfa Plasmécitos:
1) B Q - secregdo de anticorpos, apresentacédo de antigénios e secrecéo
=]
= . .
5 - de citoquinas
© . P .
= Meméria: memdria imunolégica
c
©
=
<CE> NK Identificam e eliminam células infetadas c/ virus e tumorais; reconhecem molécula HLA

Monécitos/Macréfagos

Citoplasma abundante (levemente basofilo),
nucleo irregular com incisdes

2-10% dos leucécitos circulantes

Precursores dos macréfagos tecidulares

Quando macréfagos: expressam recetores de reconhecimento de constituintes dos patogénios, capacidade de ligagdo aos patogénios

estranhos e de os fagocitar

Mastécitos

Células com nucleos ovais ou redondos
Granulos menores e mais numerosos (que 0s

basoéfilos)

Provocar vasodilatagéo (libertacéo de histamina) com consequente extravasamento de plasma e formagéo de edema na regido

77



4.1.2. MONOCITOS E MACROFAGOS

Estas células desempenham um papel central na imunidade. Um dos objetivos principais da
imunidade celular é ajudar os macréfagos na eliminagdo de organismos que estabelecem
infecdes intracelulares. Contudo, podem também ter efeitos deletérios no hospedeiro como
por exemplo na génese da aterosclerose. Os mondcitos (Ms) representam uma familia de
leucocitos mononucleares que estdo amplamente distribuidos por todo o corpo, dentro e fora
dos 6rgéaos linfo-hematopoiéticos. Variam consideravelmente no tempo de vida e no seu
fenétipo, dependendo de sua origem e do microambiente local. Quando maduras, sado células
ativamente fagociticas, de vida relativamente longa, que sao adaptaveis nas suas respostas
bio sintéticas a antigénios. As suas fun¢des dentro dos tecidos podem ser homeostaticas,
regulando o meio local e o sistémico através de diversos recetores de membrana plasmatica
e variados produtos secretérios. Reagem e geram sinais que influenciam o crescimento, a
diferenciagédo e a morte de outras células, reconhecendo e englobando células senescentes
e anormais. Essas atividades contribuem substancialmente para as fungdes de
reconhecimento e defesa contra particulas estranhas e outros imunogénios. As fungdes
imunitarias inatas da célula Me, complementam as suas contribuicdes para a imunidade
humoral e celular adquirida, podendo regular a ativacdo dos linfécitos, uma funcédo que é
também exercida pelas DCs de origem mieloide 5°5°,

As células Ms, como as DCs:

e Processam e apresentam antigénios.

¢ Produzem quimioquinas e citoquinas, como interleuquina (IL) -1, IL-6, IL-12, IL-18, IL-
23, fator de necrose tumoral (TNF)-a, IL-10 e fator de crescimento transformante
(TGF)-B;

e [Fagocitam células apoptéticas e necréticas.

Agindo diretamente ou sob a influéncia de outras células imunoldgicas, as células M=
capturam substancias patogénicas extra e intracelulares e eliminam agentes invasores. Como
reguladores da resposta imune especifica e também da imune natural, as células Ms
aumentam, assim como limitam, a inducdo de mecanismos efetores da resposta imune
especifica, por feedback positivo e negativo .

Embora os macréfagos funcionem como células apresentadoras de antigénio (APCs),
ativando as células T, ndo parecem ser particularmente eficazes na ativacdo de células T CD4
nativas. As DCs sdo as principais APCs que ativam células T CD4+ nativas. Essas células T

ativadas estardo entéo disponiveis para especializar a resposta imunitaria.
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4.1.2.1. Crescimento e Diferenciacao

Os mondcitos ddo origem a uma célula Me terminalmente diferenciada que ndo pode
recircular ou reiniciar a replicacédo do DNA, exceto de uma forma limitada 3. Ao contrario de
outras células granulociticas, aquela célula pode ser de longa duracdo e manter a capacidade
de sintetizar RNA e proteinas de forma acentuada e mesmo quando num estado relativamente
inativo como células “residentes”. Sao distribuidas pelos tecidos do corpo, constituindo um
possivel sistema de resposta ao alarme, mas também mediando as funcgdes tréficas e
homeostaticas, ainda pouco compreendidas. Apds estimulos inflamatérios e imunes, mais
monaocitos podem ser recrutados para os locais, dando origem a células “imunologicamente
ativadas” com a superficie alterada, sob o ponto de vista das respostas secretora e citotoxica.
Estes mondcitos tém origem no saco vitelino migrando de seguida para o figado fetal e
posteriormente para baco e medula 6ssea, tanto no periodo fetal como no neonatal °°.

As células precursoras existentes a nivel do saco vitelino podem contribuir igualmente para a
formacéo de células de Langerhans 3.

No feto, a célula Ma madura prolifera ativamente durante a organogénese. No adulto normal,
a célula Me tecidular ndo se autorrenova, exceto em microambientes especializados, tais
como epiderme, tecido nervoso ou o pulmédo. O crescimento e diferenciacdo séo fortemente
regulados por fatores de crescimento especificos e seus recetores (por exemplo, IL-3,
CSF-1, GM-CSF/ IL-34, IL-4, I1L-13) bem como inibidores (ex. IFN a/B, TGF-B, e fator inibidor

de leucemia [LIF]), que variam consideravelmente na sua poténcia e seletividade >*.

4.1.2.2. Heterogeneidade dos mondcitos humanos

A heterogeneidade morfolégica dos mondcitos torna-os extremamente dificeis de distinguir de
outros leucdcitos circulantes, como os linfécitos e as células natural killer (NK) 5. Embora
certas caracteristicas, como a irregularidade de forma (ndcleos ovais, ou com formato “em
rim”), vesiculas citoplasmaticas, bem como a relacéo citoplasma-nucleo, permitam identificar
o tipo de célula, a existéncia de marcadores tipicos de superficie celular é sem divida mais

eficiente. Assim reconhecem-se a existéncia de varios subgrupos de mondcitos distintos.

4.1.2.3. Grupos de Diferenciacao

A designacédo grupo ou cluster de diferenciagdo (CD) é usada para definir moléculas que se
constituem como antigénios, expressas a superficie de células especificas do SI. Permitem,
pela sua especificidade, identificar as células que as possuem. Podem agir de diferentes
modos, geralmente como recetoras ou como ligantes e algumas delas desempenham outras
funcdes, como a adesdo celular °°.

A nomenclatura padréo internacionalmente aceite, baseia-se na designacdo numeérica do CD

usado para restringir proteinas de superficie que definem um tipo de célula ou estadio de
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diferenciacao especifico e que séo reconhecidas por um cluster ou grupo de anticorpos. De
notar que atualmente estdo identificadas mais de 300 moléculas categorizadas dentro da
nomenclatura CD .

O processo de ativagdo de macrofagos pode levar a sua polarizacdo em, pelo menos, dois
fenétipos distintos; o M1 ou classicamente ativado e o M2 ou alternativamente ativado . A
expressao dos marcadores CD14 e/ou CD16 tem sido usada para identificar mondcitos, mas
também para caracterizar as suas diferentes subpopulagées 6. Existem outros marcadores
que poderdo ser igualmente utilizados dependendo a sua escolha do subconjunto de
macrofagos a caracterizar e das condi¢gbes do seu ambiente local. Contudo, existem muito
poucos marcadores de macrofagos que sejam exclusivos e muitas vezes € necessario
recorrer a varios para classificar de forma especifica o seu tipo celular.

Existe um variadissimo numero de moléculas que caracterizam os mondcitos. Nas tabelas 6
e 7, referimos os diferentes marcadores (CD) utilizados, referenciando algumas

caracteristicas estruturais e funcionais, como principais alvos celulares e efeitos biolégicos.
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Tabela 6 - Principais caracteristicas dos CD 14 e 16 (Christian Weber;, 2016) 5°

CD Mon 1 MOoN 2 Mon 3 ESTRUTURA MOLECULAR PRINCIPAL EXPRESSAO CELULAR FUNCAO CONHECIDA OU PROPOSTA
Mondcitos, macréfagos, granulécitos Liga o complexo LPS e a proteina de ligagdo a
14 ++ ++ + 53-55 kDa. Recetor LPS (LPS-R). (expresséo fraca), células de LPS; necesséario para ativagdo de macréfagos
Langerhans. induzida por LPS
Células NK, macréfagos, subpopulacdo | . . x . .
16 - + ++ 50-65 kDa (recetores Fcy-IIl) de células T, timocitos imaturos e Liga a regido Fc da lgG; fagoc_:ltose €
citotoxicidade celular dependente de anticorpos

trofoblastos da placenta

Tabela 7 - Outros marcadores fenotipicos da polarizacdo dos macréfagos 56

TiPo DE CD ESTRUTURA MOLECULAR PRINCIPAL EXPRESSAO CELULAR FUNGAO CONHECIDA OU PROPOSTA
ATIVACAO
85-90 kDa (scavenger receptor class Plaquetas, monécitos, macréfagos, células Re_cetor gllmlnaqor de Ilpopro_tellnas de_ baixa dens[dade
36 L oxidadas; adesdo plaquetéria; fagocitose de células
B member 3) endoteliais o
« apoptdticas
NS . . ~ s
= - . . - . . Liga CD28 e CD152; co estimulacdo da ativacdo de
o] .
e 80 rioerl:]?);’a?]l;pBe;f%mcl)I:IS Ig (proteina de gzléjrlg?adggdrltlcas, células B ativadas e células T com CD86 quando ligado a CD28; inibe a
= P 9 ativacao de células T quando ligado a CD152 (CTLA-4)
[
86 80 kDa; Superfamilia Ig (proteina de Células B, mondcitos; células dendriticas; Co estimulador para ativagao de linfocitos T; ligante para
membrana B7 tipo2) algumas células T CD28 e CD152 (CTLA-4)
130 kDa; glicoproteinas de cadeia .- . . S ~ . . .
g . - Mondcitos, macréfagos, células mieloides; Interacdo célula progenitor hematopoiética / célula-
« 163 Unica tipo | (recetor eliminador do R . . . ~
G . alguns linfécitos; células estromais da medula  estromal; endocitose e depuragdo de complexos de
= complexo hemoglobina- . .
18 . Ossea hemoglobina / haptoglobina.
= haptoglobina)
< E 162-175 kDa. MMR (recetor de . ] . . ] _ _
< . Subconjunto de células mononucleares Liga-se a glicoproteinas contendo manose; medeia a
= manose de macrofagos), MRC1 P e . . . . - .
IS 206 fagociticas; células dendriticas imaturas; endocitose de macréfagos de glicoproteinas e a

(recetor de manose, lectina do tipo
C);

células endoteliais do figado e da linfa.

fagocitose de diversos antigénios
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4.1.2.4. Monécitos CD14'/CD16°

Populacdo homogénea caraterizada pela expressao elevada do recetor de lipopolissacarideo
(LPSR), também conhecido como CD14 ®%; sdo frequentemente chamados como monécitos
“classicos”, dizem respeito a 80 - 90% dos mondcitos circulantes e expressam niveis
elevados do recetor de quimiocina C- tipo 2 (CCR2), da proteina quimioatraente de mondcitos-
1 (MCP-1), baixos niveis do recetor da fractalquina CXsCR; ®* e classe Il do Complexo Major
de Histocompatibilidade (MHC) 2. A estimulac&o in vitro com o antigénio Lipopolissacarideo
(LPS) produz IL - 10, que foi originalmente conhecida como um fator inibidor da sintese de
citoquinas e explica o seu papel predominante na supressao de citoquinas proé - inflamatérias,

como o TNF-a e a IL-1 83,

4.1.2.5. Monécitos CD14*/CD16*

Este subconjunto expressa simultaneamente 0s recetores CD14 e o CD16, (recetor que liga
a regido Fc das imunoglobulinas G, também conhecidos como recetores Fcy-lIl) % e constitui
apenas 10-20% dos mondcitos circulantes, sendo referido como mondcitos “nao classicos”.
Em contraste com os monécitos CD14*/CD16°, expressam niveis elevados de CX3CR1 e
baixos de CCR2 . O recetor CX3CR1 liga a molécula CX3CL1, ou fractalquina, que, além da
sua forma solavel, é expressa na superficie de células endoteliais ativadas e tem sido
implicada na patogénese de doencas inflamatdrias cronicas, como a aterosclerose, artrite
reumatoide, e também na sindrome de imunodeficiéncia adquirida, devida a infeccao por HIV
%, Quando estimulados in vitro com LPS, os mondcitos CD14*/CD16" produzem grandes
quantidades de citoquinas pré-inflamatérias, tais como IL-1 e TNF-a ¢7:%° e muito pouca IL-10.
Esses mondcitos também expressam niveis muito mais elevados de proteinas MHC de classe
Il e, como tal, pode-se supor que tém um papel muito mais proeminente na apresentacao de
antigénios °¢. Assim estes mondcitos, passaram a ser conhecidos como mondcitos “pré-
inflamatdrios” embora varios estudos demonstrarem que em pacientes com sepsis que
apresentam infecdes teciduais localizadas (ex. leishmaniose) ou mesmo noutras respostas
inflamatorias agudas, esta subpopulagdo de mondcitos possa apresentar propor¢gées mais

elevadas 47071,

4.1.2.6. Mondcitos CD14°%/CD16**

Finalmente, existe uma subpopulacdo de monécitos CD14*/CD16* que apresenta um perfil
diferente. Devido a uma expressdo caracteristicamente fraca de CD14, sdo denominados
CD14"°%/CD16" 5455, S&o funcionalmente diferentes das outras células CD16*, uma vez que
apresentam capacidade fagocitica reduzida e quando estimuladas in vitro com LPS, ndo
produzem TNF-a nem IL-10. Esta subpopulagéo foi encontrada de forma significativa em

pacientes com sepsis ou no seguimento duma cirurgia cardiovascular .
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4.1.2.7. Recrutamento de mondcitos

Conhece-se ha muito que os macréfagos podem ser recrutados para areas de inflamacao a
partir do pool de mondcitos circulantes. Da mesma forma sabe-se, a partir do estudo das
condi¢des inflamatdrias crénicas, como a aterosclerose ou a artrite reumatoide que existe
mais do que um conjunto funcional de macréfagos *°. A fase inicial caracteriza-se por
citotoxicidade e uma cascata pro-inflamatéria. Por outro lado, nos estadios posteriores, ha
uma énfase na reparacdo e regeneragdo tecidual ®’. Embora se tenha tentado definir
subconjuntos funcionais especificos de macréfagos, ainda nao é claro que plasticidade existe
entre eles. Resta também esclarecer se os macréfagos tém um destino final distinto ao
apresentarem 0s seus sinais de citoquinas, ou se, por outro lado, exibem a capacidade de
mudar de fenétipo caso haja alteracéo dos estimulos. No entanto, aceita-se que, em resposta
a citoquinas especificas os macréfagos expressam propriedades funcionais especializadas
e polarizadas e, consequentemente iremos apresentar a nomenclatura habitualmente mais

usada para os descrever:

e Macrofagos M1, classicamente ativados que apresentam propriedades funcionais
pro-inflamatérias;

e Macrofagos M2, ativados de forma alternativa e que estao associados a uma agéo
anti-inflamatéria (Figura 8) .

e Embora a nomenclatura dos macrofagos M1/M2 possa ser Util, € claramente uma
simplificacdo excessiva, pois representam apenas uma versao simplificada do que

é certamente um espectro de fenétipos e de funcées celulares ©°.

4.1.2.8. Tipo de polarizacao

ApoGs a ligacdo ao endotélio e subsequente transmigracdo para a intima, os mondcitos
diferenciam-se em macrofagos. A estimulacdo diferenciada de citoquinas polariza o0s
macréfagos em direcdo a um fenétipo classicamente ativado designado por M1, ou
alternativamente ativado designado por M2. Estes dois subconjuntos de macrofagos diferem
na expressao do recetor da superficie celular e também exibem acdes bioldgicas divergentes.
Os macréfagos M1 sdo chamados de inflamatérios, enquanto os macréfagos M2 parecem

desempenhar um papel na reparacéo/cicatrizagéo tecidual "*"1,
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Monécito aderente

Polarizado por estimulacdo por:

TNF-a, INF-y, LPS IL-4, IL-13; TGF-B, IL-10
M1 M2
(ativado classicamente) (alternativamente
Ativado)
TNF-R 1 CD23 1
CD163
Recetores CD163 | !
Membranares CD206 | CD206 1
CMHII 1 CMHII |
- Inflamagéo tipo 1 - Reparagéo tecidular
- Destruicéo tecidular - Angiogénese
Acdes - Resisténciatumoral - Promocéo tumoral
relevantes - Destruicdo parasitas - Encapsulamento
intracelulares parasitas intracelulares
- TNF-a - IL-10
- IL-1 - IL-1Ra
Produtos - IL-12 - CD206
- IL-23, - Recetores de eliminacéao
- ROS

Figura 8 - Tipo de polarizagdo dos macréfagos

A classificacdo fenotipica dos macréfagos em M1 e M2 é baseada em estudos in vitro com
relevancia ainda desconhecida para o que efetivamente ocorre in vivo 2. Os macréfagos M1
e M2 “puros” quase certamente ndo ocorrem em les@es ateroscleréticas, onde os macréfagos
sdo expostos a uma infinidade de estimulos que resultardo em diferentes expressdes de
marcadores de superficie celular "®. O ambiente lesional aterosclerético foi caracterizado

como sendo predominantemente pré-inflamatorio do tipo Thl com base em estudos de lesdes
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avancadas de endarteriectomia humana, em que o IFN-y € mais abundante que a IL-4 "*. No

entanto, o paradigma M1/M2 continua ainda em reavaliacao.

4.1.3. ATEROSCLEROSE E POLARIZACAO DE MACROFAGOS

As lesdes ateroscleréticas em humanos, bem como as desenvolvidas nos modelos animais,
séo entidades heterogéneas que contém diversos tipos de células e um ambiente complexo
de citoquinas. ">78.

Wintergerst e colaboradores ” demonstraram que a cultura de mondcitos humanos em sacos
revestidos com teflon contendo plasma autélogo e linfécitos T durante 14 dias, induzia a
diferenciacdo de mondcitos em macrofagos, dando origem a trés subpopulagbes distintas
baseadas na expressao dos recetores CD14, CD36 e LDL. Posteriormente, Poston e Hussain
8 realizaram um estudo em que demonstraram a heterogeneidade imuno-histoquimica dos
macrofagos em lesBes aterosclerdticas em humanos, concluindo que as suas propriedades
poderiam estar ligadas a estadios de diferenciacdo e posicionamento na parede arterial, em
relagdo ao local anatomico e ao fendtipo da lesdo. Ao comparar estas descobertas com as
observadas nos tecidos linfoides, observa-se que os mondcitos circulantes, recentemente
recrutados, podem ser diferenciados das células ditas residentes.

Cabe também referir que o recetor de hemoglobina CD163, € uma molécula associada a um
fenétipo anti-inflamatério de macréfagos ’°, em parte devido a sua indugéo pela IL-10 e heme
oxigenase 1 (HO-1) &.

Nas lesbes aterosclerdticas, os macrofagos CD163* com pouca ou nenhuma acumulacao de
lipidos sao observados nas extremidades da placa, enquanto 0s esponjosos, ricos em lipidos
associados ao nucleo da placa, que aparecem nas lesdes avancadas, sdo negativos ou

fracamente positivos ’°. Estes achados sugerem que, macréfagos recrutados recentemente

apresentam um fenétipo anti-inflamatério "M2", enquanto a transformacdo em esponjosos
induz diferenciacdo para um fenotipo "M1" pré-inflamatério. Assim, células CD163"9"/HLA-
DR (antigénio leucocitario humano — Isotipo DR), sdo a subpopulacédo de macréfagos que
preside em placas ateroscleréticas como resposta a hemorragia intraplaca 8. Além disso,
estd implicito que o subconjunto CD163"9" é de natureza anti-inflamatéria e antioxidante,
devido a sua reduzida producdo de H>O, e ao aumento da secre¢do de IL-10, definindo-se
assim como ateroprotetor. Refira-se que, o antigénio CD16 foi proposto como um marcador
de um subgrupo funcional de macréfagos 2, capazes de patrticipar em respostas imunitarias
8 mas também, nas lesdes aterosclerdticas humanas estando correlacionados com a
expressdo de CD40/CD40L Também se sabe que, os macrofagos da lesdo aterosclerética
sao heterogéneos e contém subgrupos ativos em diferentes tarefas, por exemplo, endocitose,
fagocitose, secrecdo de citoquinas e respostas inflamatérias. Sendo o CD14 e o CD16

expressos diferencialmente entre duas populacdes referidas, estdo dependentes de fatores
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divergentes 8. Assim, a citoquina GM-CSF da origem a um fenétipo anti-inflamatério que
medeia o transporte reverso de colesterol e a migracdo a nivel da parede do vaso. Por
outro lado, 0 M-CSF (ou CSF-1) estimula os macréfagos que ndo possuem 0S genes
ateroprotetores, mas expressam o0s pro-inflamatoérios. Além disso, foi demonstrado que os
macrofagos CD14*, semelhantes aos macréfagos M-CSF, predominam nas placas
ateroscleréticas humanas; enquanto que os macréfagos CD14, semelhantes aos macréfagos
tratados com GM-CSF, sdo abundantes em areas desprovidas de doenca. Assim, a
hipercolesterolémia e a incidéncia de doencga arterial coronaria estdo associadas a um
aumento no numero de mondcitos expressando CD14 e CD16 828485 Além disso, os
reguladores da hemostasia do colesterol, como o recetor do ativador do peroxissoma - y
(PPARY) e o recetor X do figado-a (LXR-a) foram diferencialmente expressos entre as duas
populagdes e ambos aumentaram com a diferenciacdo de GM-CSF. Curiosamente, Bouhlel e
colaboradores 8¢ relataram que o PPAR- y estimula os mondcitos humanos a diferenciarem-
se em direcdo a um fendétipo anti-inflamatério (M2). Também é claro que, os macrofagos anti-
inflamatoérios M2 que residem em lesfes ateroscleréticas humanas se correlacionam com a
expressdo do PPARYy. Chinetti et al 8, demonstraram que os macréfagos M2 induzidos pelo
PPAR podem exercer efeitos anti-inflamatérios nos macréfagos pré-inflamatérios M1. A
deficiéncia de GM - CSF aumenta também o tamanho da leséo e a acumulagédo de macrofagos
em murganhos hiperlipémicos induzidos por dieta, em parte devido a redugdo na
expressdo de PPARYy 2. Por outro lado, a deficiéncia de M-CSF resulta em aterosclerose
diminuida 8 e a expressédo de M-CSF em macro6fagos pode ser subregulada pelo PPARYy .
Assim, é plausivel que, fendtipos de macrofagos divergentes em lesdes ateroscleréticas
sejam dependentes do fator de crescimento e regulados via PPARy. De referir que os
macrofagos diferenciados (anti-inflamatérios/GM-CSF) apresentam uma expressao muito
aumentada do inibidor tecidual da matriz da metaloproteinase-3 (TIMP-3) em comparacao
com os macréfagos pré-inflamatérios tratados com M-CSF 84, O TIMP-3 é capaz de inibir a
atividade proteolitica de uma ampla gama de MMPs e esta presente em placas
ateroscleréticas humanas %°. Embora muitas MMPs sejam amplamente expressas nas placas
ateroscleréticas de todos os estadios, a MMP-11 é detetada exclusivamente em lesdes
avancadas °!. Tanto a MMP-7 como MMP-12 estdo localizadas de modo justaposto entre o
nlcleo necrético e os locais propensos a ruturas %. O TIMP-3 é negativamente regulado e a
MMP-14 positivamente, numa subpopulacdo de macrofagos esponjosos (coelhos e humanos)
9, Este fen6tipo apresenta propriedades pré-inflamatérias, incluindo aumento da degradacéo
e invasdo através da matriz extracelular e taxas proliferativas aumentadas, condicionando
uma suscetibilidade a apoptose, sendo todos fatores potencializadores do desenvolvimento e
instabilidade da placa, estrutura esta localizada na periferia do nucleo necrético, onde a

expressao da arginase-1, (marcador fenotipico pro-inflamatério M1), é concomitantemente

86



reduzida ®*. Como a expresséo de TIMP-3 esta associada aos diferenciados por GM-CSF,
também classificados como M2 anti-inflamatérios e que estéo inversamente relacionados com
a gravidade da lesdo aterosclerética &, parece ser possivel concluir que o subconjunto TIMP-
3tow/ MMP-14"9h s&o do fendtipo M1.

4.2. RESPOSTA INFLAMATORIA VERSUS ANTI-INFLAMATORIA

4.2.1. GENERALIDADES

Quando as barreiras externas da imunidade inata sdo danificadas, as respostas resultantes
duma infecdo ou leséo tecidual podem induzir uma cascata complexa de eventos conhecida
como resposta inflamatoria. Esta pode ser aguda (efeitos a curto prazo, combatendo a
leséo, e facilitando a cicatrizacdo dos tecidos locais) - ou crénica (ndo resolvida, a longo
prazo), contribuindo assim para situagfes como aterosclerose, artrite, doenga inflamatoria
intestinal e diabetes tipo 2.

A resposta inflamatdria tem como principal objetivo conter, e se possivel eliminar o agente
causal, bem como iniciar uma cascata de eventos com a finalidade da reparacdo da lesédo
tecidular °¢. Na fisiopatologia da resposta inflamatéria, os principais mediadores sdo as
citoquinas, proteinas libertadas pelas células do sistema imune que atuam como
mensageiros quimicos.

Existem citoquinas indutoras de inflamacao (pré-inflamatérias), enquanto que outras atuam
na contra regulacdo (anti-inflamatorias). Quando ocorre desequilibrio entre os dois
processos, ocorre uma sequéncia de eventos que tém por objetivo fazer com que essas

citoquinas retornem aos seus valores normais, mantendo assim a homeostasia.

4.2.2. CITOQUINAS

As citoquinas desempenham um papel extremamente importante na imunologia clinica.
Ativam e regulam uma grande variedade de células e tecidos envolvidos em respostas inatas,
adaptativas e inflamatérias. Funcionam como hormonas proteicas do sistema imunoldgico,
produzidas em resposta a estimulos e atuando numa grande variedade de alvos celulares %
e apresentam as seguintes caracteristicas:
e Produzidas por células das diversas populacfes celulares leucocitarias, embora
outros tipos de células possam produzi-los, como células endoteliais e epiteliais.
¢ A maioria das citoquinas atua nas células préximas a sua célula de origem (acao
paracrina). Em algumas infecBes graves, ou em outras condi¢des inflamatorias,
guantidades significativas de citoquinas podem entrar na circulacdo e atuar a
distancia, numa ac¢do enddcrina. Algumas citocinas tém também acdo autdcrina,

atuando na célula que as produz.
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e Citoquinas diferentes podem ter acdes semelhantes, complementares ou
funcionalmente Unicas. Uma citoquina pode estimular a producéo de outras, criando
cascatas que amplificam a reacéo ou induzem outras.

e As citoquinas tém varios papéis: induzir a inflamacédo, promover as respostas das
células leucocitarias em geral, ou limitar as respostas imunitérias, inatas ou
adquiridas

e Muitas citocinas produzidas por células imunes inatas, como TNF, IL-17, IL-5 e IFN-

y, também s&o produzidas por linfocitos T em respostas imunes adaptativas °°.

Figura 9 - Funcdes bioldgicas das citoquinas
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4.2.3. FAMILIAS DE CITOQUINAS

As citoquinas podem ser agrupadas com base no fato de agirem nas células da resposta
imune adaptativa, ou de promover/ inibir a inflamacg&o ou ainda de acordo com a homologia
estrutural dos seus recetores como de classe | ou classe Il.

Apresenta-se na tabela 8, uma das possiveis classificagoes .
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Tabela 8 - Classificacdo das citoquinas

Familia

Membros

Imunidade Adaptativa

Ligantes comuns da familia do
recetor da cadeia y

Ligantes comuns do recetor da
cadeia B (CD131)

Recetor compartilhado da cadeia IL-
2B (CD122)

IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15, IL-21
IL-3, IL-5, GM-CSF-

IL-2, IL-15

IL-13 (complexo IL-13R — IL-4R)
TSLP (complexo TSLPR - IL-7R)

Sinalizagéo
pro-inflamatoria

IL-1, IL-6,
TNFa, IL-17
IFN tipo I, IFN tipo II, IFN tipo lIl,

IL-1a, IL-1B, IL-1ra, IL-18, IL-33, IL-
36a, IL-36(, IL-36y,

IL 36Ra, IL-37 e IL-1Hy2,

IL-6, IL-11, IL-31, CNTF, CT-1, LIF,
OPN, OSM,

TNFa, TNFB, BAFF, APRIL,
IL-17A-F, IL-25 (IL-17E),

IFNa, IFNB, IFNw, IFNK, Limitina
IFNy

IFNAL (IL-29), IFNA2 (IL-28A), IFNA3
(IL-28B)

TGF-B

Sinalizagéo
anti-inflamatoria/reguladora

IL-12
IL-10

IL-12, IL-23, IL-27, IL-35
IL-10, IL-19, IL-20, IL-22, IL-24, IL-26,
IL-28, IL-29

Abreviaturas:

APRIL, um ligante indutor de proliferagdo; CNTF, fator neurotroéfico ciliar; CT-1, cardiotrofina-1; GM-CSF, fator estimulador de
coldnias de granulécitos; IFN, interferdo; LIF, fator inibidor da leucemia; OPN, osteopontina; OSM, oncostatina M; TNFa, fator
de necrose tumoral a; TGF-B, factor de crescimento transformante beta; TSLP, linfopoietina estromal do Timo

4.2.4. ATEROSCLEROSE E CITOQUINAS

A visdo atual sobre os mecanismos da doenca € que se inicia em resposta a acumulacao de

colesterol subendotelial e a fenébmenos oxidativos, que estimulam respostas imunes inatas e

adaptativas, levando a inflamacéo cronica a nivel da parede arterial (Fig. 10).

Colesterol LDL

Fosfolipidos oxidados

J

Acumulacao de
Lipidos

Imunidade Adaptativa Th1

|

Inflamagao

—

PROGRESSAO
ATEROSCLEROSE

Imunidade Reguladora

Figura 10 - O colesterol e a aterosclerose
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As placas ateroscleroéticas contém pequenas populacdes de células B ativadas, mastocitos
e células dendriticas, juntamente com células T ativadas e macrofagos, que estabelecem
comunicacgao entre 0 sangue, a lesao aterosclerética e os ganglios linfaticos regionais. Aceita-
se que as células vasculares, as células endoteliais (ECs) e as células musculares lisas
(SMCs) estdo envolvidas no desenvolvimento da doenca, mediando o recrutamento de
leucécitos e a destruicdo da matriz extracelular, através da libertacdo de citoquinas e
quimiocinas pro-inflamatorias.

As citoquinas desempenham um duplo papel na aterosclerose: as pro-inflamatorias
relacionadas com Thl, promovem o desenvolvimento e a progressao da doenga, enquanto
que as anti-inflamatodrias e “reguladoras” estdo relacionadas com as células T e exercem
atividades anti aterogénica evidentes (Fig. 10) . Na tabela 9 sdo apresentadas as citoquinas
gue focamos mais detalhadamente no nosso estudo, referindo sucintamente ndo sé a

localizacdo da sua sintese bem como os principais alvos celulares

Tabela 9 - Principais caracteristicas das citoquinas utilizadas no estudo 4%,

Citoquina Secrecdo Principais alvos celulares e efeitos bioldgicos

» Células T:
Proliferacdo e diferenciacdo em células
efetoras e de memoria; promove o

IL-2 Células T ativadas desenvolvimento, a sobrevivéncia e a
funcéo das células T reguladoras
» Células NK:
w - Proliferacéo, ativagao
«
S » Figado: sintese de proteinas de fase aguda
© IL-6 Macréfagos, células endoteliais, » Células B: proliferagcdo de células produtoras de
% Células T anticorpos
= » Células T: diferenciagéo Th17
TNF-a Macréfagos > Atlvag:f;\q de células fagocitarias, choque
endotdxico
IEN- » Ativagcdo antiviral de macrofagos, aumenta a
Y Células T fungdo de neutrofilos e mondcitos, expressao de
MHC-I e - Il nas células
» Células B:
Mudanca de isotipo para células T IgE:
o IL-4 Células T CD4+ (Th2), diferenciacé@o Th2, proliferagcéo
= mastécitos » Macrofagos:
) » Ativacdo alternativa e inibicdo da ativacdo
c s classica mediada por IFN-y
<5
E
Macréfagos, células T » Macroéfagos, células dendriticas:
IL-10 (principalmente células T » Inibicdo da expresséo de IL-12, co estimuladores
reguladoras) e MHC classe |l
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5. DOENCAS CARDIOVASCULARES (DCV)
5.1. DEFINICAO

As doencas cardiovasculares sdo um grupo de patologias do coracao e dos vasos sanguineos
e incluem:

e Doencga coronaria cardiaca

e Doenca cerebrovascular

e Doenca arterial periférica

e Doencga cardiaca reumatica

e Malformac@es da estrutura cardiaca ao nascer;

e Trombose venosa profunda e embolia pulmonar (coagulos sanguineos nas

veias das pernas, que podem desalojar e mover-se para o coragao e os pulmdes).

Iremos focar-nos essencialmente na vertente patoldgica respeitantes aos “atagues
cardiacos” que sado geralmente eventos agudos, causados principalmente por um blogueio
que impede que o sangue flua para o coracdo ou cérebro. A razdo mais comum € a
acumulacdo de depositos de gordura na intima dos vasos sanguineos que irrigam o
coracdo. Na génese dos ataques cardiacos estdo geralmente presentes uma combinacao de
fatores de risco, como tabaco, excesso de &lcool, dieta e/ou obesidade, inatividade fisica e,

hipertensédo, diabetes e hiperlipidemia %.

5.2. EPIDEMIOLOGIA

As Doengas Cardiovasculares mais frequentes sdo a Doenca Coronéria Cardiaca (DCC) e o
Acidente Vascular Cerebral (AVC), sendo a principal causa de morte prematura nos paises
industrializados. Em 2010 estimou-se que tenham sido responsaveis por 15.6 milhbes de
mortes em todo o Mundo, representando cerca de duas vezes a mortalidade de causa
oncoldgica e mais do que todas as doencas infeciosas, maternas, neonatais e nutricionais
combinadas . A estatistica também demonstra que as DCV também s&o a principal causa
de morte entre 0s europeus e que, apesar das reducdes constantes nas taxas de mortalidade
por DCV em todo o continente, cerca de 4 milhdes de europeus ainda morrem destas
patologias a cada ano (1.9 milhdes na Unido Europeia).

Existe uma ampla variacdo geografica nas taxas de mortalidade das DCV - a Europa Oriental
e Central apresentam as taxas mais elevadas. sendo a principal causa de morte do sexo
masculino em todos os paises da Europa, com excecao de 12, e a principal causa de morte

no sexo feminino em todos os paises, excetuando dois 1%,
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5.3. FATORES DE RISCO

Em termos globais, os fatores de risco dizem respeito as caracteristicas pessoais, estilos de
vida, mas também a fatores bioquimicas e fisioldgicos. Alguns destes fatores sao
modificaveis, enquanto outros o ndo sao de todo.

Na tabela 10, apresentam-se 0s principais fatores que sdo comummente aceites nas DCV.

Tabela 10: Fatores de risco das DCV

Tabagismo

Excesso de consumo de alcool

Dieta rica em gorduras saturadas e calorias, pobre

_ ) em fruta e vegetais, rica em agucar

Estilos de vida o _
Inatividade Fisica
Stress

Obesidade

Hipercolesterolemia
Hipertrigliceridemia
Caracteristicas bioquimicas ou Valor do Colesterol HDL baixo
fisiolégicas Hipertensao
Fatores trombdéticos

Diabetes mellitus

Idade
_ o Género
Fatores pessoais/familiares o
Historia pessoal

Histoéria familiar

Fumar aumenta o risco de DCV. Um estudo efetuado no Reino Unido que decorreu num
periodo de 50 anos, revelou que a mortalidade por DCV nestes individuos era 60% superior
em relacdo aos nao fumadores e que, cerca de metade de todos os fumadores habituais viriam
eventualmente a sofrer um enfarte do miocéardio fatal 2.

Enquanto que o consumo moderado de &lcool reduz o risco, a ingestdo exagerada
aumenta-o. A OMS estimava ja em 2002 que, 2% das doengas coronérias e quase 5% dos
AVC nos homens nos paises desenvolvidos estariam relacionados com o alcool 12 .

Hoje, é universalmente reconhecido que uma dieta nutricionalmente pobre (ingestédo
desequilibrada em relagédo aos diferentes grupos alimentares) aumenta o risco de doencas
cronicas, particularmente DCV e cancro. A Organiza¢cdo Mundial da Saude (OMS) estimou
em 2002 que, 30% das doengas coronarias e quase 20% dos acidentes vasculares cerebrais

nos paises desenvolvidos estavam relacionados com niveis de consumo de frutas e hortalicas
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abaixo das 600 g/dia (World HealTh Organization, 2002). Contudo n&do esta completamente
esclarecida qual a taxa das DCV que sao provocadas por outros fatores dietéticos, tais como
a elevada ingestéo de sodio ou de gorduras saturadas.

As pessoas gue sao fisicamente ativas - atividade aerébica - tém um risco menor de DCV.
Estima-se que mais de 20% das doencas corondrias e que 10% dos acidentes vasculares
cerebrais (AVC) nos paises desenvolvidos, estejam relacionados com a inatividade fisica 12,
Igualmente, o sobrepeso e a obesidade aumentam o risco de DCV. Contudo a obesidade,
para além de ser um fator de risco independente, também € igualmente fator de risco para
hipertensdo, hipercolesterolemia, diabetes e a intolerancia a glicose 219, Qs efeitos
adversos do excesso de peso sao mais pronunciados quando a gordura esta concentrada a
nivel abdominal. Cerca de umterco das DC e AVC isquémico, em paises desenvolvidos, estdo
relacionados com o indice de massa corporal (IMC) acima de 21 kg/m2 12, |gualmente, o risco
de DAC também esta diretamente relacionado aos niveis de colesterol no sangue. A OMS
estima que mais de 60% das DAC e cerca de 40% dos AVC isquémicos nos paises
desenvolvidos sejam devidos a niveis de colesterol total superiores 3,8 Mmol/l (150 mg/dl)

102

5.4. ATEROSCLEROSE

A aterosclerose € a patologia subjacente a DCV e define-se, como uma resposta inflamatdéria
proliferativa a multiplas formas de lesdo endotelial, tendo sido esta hipétese proposta por
Russell Ross em 1977 194 e aperfeicoada e desenvolvida desde entéo.
Esta patologia é complexa e caracteriza-se pela participacao ativa de indmeros componentes
fisiol6gicos, desde células da parede do vaso e do sistema imunitario até inUmeros outros
fatores moduladores. Como referido, € consequéncia de alteracdes das lipoproteinas
plasmaticas e de outros fatores, desde genéticos até altera¢cdes da hemodindmica do fluxo
sanguineo a nivel dos vasos arteriais.
Tém sido varios os modelos usados no estudo da aterosclerose:
e Os modelos animais s8o os mais frequentemente utilizados por poderem
mimetizar as condi¢bes fisiopatologicas. Nao existe um modelo que seja ideal.
Nestes modelos utilizam-se principalmente primatas ndo humanos, porcos, coelhos
e murinos. Pela facilidade relativa de manipulagéo e pelo prazo relativamente curto
para o desenvolvimento da lesédo, os murinos sdo muito utlizados. A facilidade de
transgénese (knockout ou knockin de genes) assim como a expressao condicional
de genes, também torna Util a sua utilizagdo 1%.
e Os modelos gque analisam alteracdes aterosclerdticas em vasos que foram
removidos por cirurgia reparadora a partir de vasos lesionados (endarteriectomia),

permitem a recolha e até a cultura das células, mas estas sao fenotipicamente e
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funcionalmente néo idénticas as primarias. Assim o0s estudos in vitro séo
importantes para a caracterizacao do estadio inicial da aterosclerose embora nao
analisem a interacdo celular e a influéncia das cascatas inflamatérias das lesdes

ateroscleréticas .

e Finalmente os modelos clinicos, que permitem constatar alguns determinantes do
perfil bioquimico e/ou inflamatério e/ou de marcacéo de células do sistema do S,
Contudo, apresentam a desvantagem Obvia de se tratar de um sistema sistémico
enquanto que na pratica se trata de um fenébmeno que € iminentemente local e
também porque a incidéncia e a natureza da aterosclerose em humanos sao
afetadas, em geral, pela coexisténcia de outras doencas inflamatérias, tais como
como obesidade, diabetes e a doenca renal cronica assim como doencas

autoimunes (lGpus eritematoso sistémico e artrite reumatoide) 1°°,

5.4.1. ESTRUTURA E FUNCAO DOS VARIOS TIPOS DE VASOS

Os vasos sanguineos apresentam calibres variados, constituindo um sistema, através do
qgual o sangue libertado do coracdo para os tecidos, volta de novo ao coragdo. Assim o
oxigénio dos pulmdes, os nutrientes captados a nivel intestinal e do figado bem como
substancias reguladoras, (hormonas), sao distribuidos a todos os 6rgdos e tecidos. Os
produtos do catabolismo também sao recolhidos pela circulagéo e transportados para 6érgaos
como pulmades e rins para eliminagéo.

Embora os vasos sanguineos difiram em tamanho, distribui¢do, e funcgao, estruturalmente
apresentam um determinado nimero de caracteristicas em comum.

Iremos focalizar neste estudo essencialmente o tipo de vasos que no contexto das DCC

representam uma influéncia primordial na génese da aterosclerose.
As artérias sdo vasos em que a medida que se afastam do coragdo, sofrem sucessivas
divisbes em varios ramos diminuindo de calibre.
Distinguem-se trés principais tipos de artérias (Tabela 9):

e Eléasticas ou grandes condutoras;

e Musculares ou distribuidoras de tamanho médio;

e Arteriolas de pequeno calibre.
Os capilares por sua vez, sdo as mais pequenas unidades funcionais do sistema vascular e
inserem-se na transicdo entre os sistemas arterial e venoso 17,
As paredes dos vasos sanguineos em geral, sdo constituidas por trés tunicas principais
que variam na aparéncia e funcdes nas varias partes do sistema circulatorio e resultam de
alteracdes dessas tunicas por reducdo e/ou omissdo. Assim a sua parede, considerado de
dentro para fora, consiste huma tanica intima, seguida da tunica média e finalmente da

adventicia.
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A intima é continua com o endocardio e consiste num endotélio de células achatadas

escamosas que repousa sobre uma lamina basal e é suportado por um tecido conjuntivo

subendotelial.

A tlnica média é a camada mais variavel em tamanho e estrutura e dependendo da sua

funcao pode conter quantidades variaveis de musculo liso e tecido elastico.

A adventicia também varia em espessura nas diferentes partes do sistema vascular,

consistindo principalmente em tecido conjuntivo colagénico, carecendo contudo de células

mesoteliais 1°8.

Apresentam-se na tabela 11 as mais relevantes caracteristicas dos vasos relacionados com

0 processo aterosclerético 1.

Tabela 11 - Tamanho, caracteristicas e fun¢fes das artérias

Tipo de Q . L . .
. Intima Média Adventicia Funcéo
arteria .
aproximado
. . Muitas lamelas Tecido conjuntivo,  Conduzir o sangue a
Endotélio; tecido o o )
L o elasticas mais fino que a partir do
Elasticas >10 mm conjuntivo com o . .
. _ alternando com média, com vasa Coragéo sob pressédo
musculo liso . .
musculo liso vasorum constante
. ) Distribuir sangue a
Endotélio; tecido . o o
o ) Tecido conjuntivo,  todos os 6rgédos e
conjuntivo com Muitos camadas de o ) .
) ] ) . mais fino que a manter firme presséo
musculo liso, musculos liso com o .
Musculares 10-1mm o . ) média; vasa sanguinea
lamina elastica muito menos .
) ) o vasorum talvez e fluir com
interna material elastico . .
) presente vasodilatagéo e
proeminente L
constrigao
. o Distribuir sangue para
. . Tecido conjuntivo, i
Endotélio; tecido o as arteriolas,
Pequenas o 3-10 camadas de mais fino que a .
. 1-0.1 mm conjuntivo e menos i o ajustando fluxo com
artérias . i liso musculo média; sem vasa o
musculo liso vasodilatacdo
vasorum L
e constricdo
Resistir e controlar
fluxo sanguineo para
Endotélio; sem Camada muito capilares; principal
; ) o 1 - 3 camadas de . . .
Arteriolas 100 — 10 pm tecido conjuntivo . . fina de tecido determinante da
. . liso musculo o B
ou musculo liso conjuntivo presséo sangue
sistémica
Troca de metabolitos
. ) . Apenas alguns o
Capilares 10—4 um S6 endotélio Nenhum por difuséo de e para

pericitos

as células
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5.4.2. FISIOPATOLOGIA

A hipercolesterolemia é considerada um dos principais fatores desencadeantes da
aterosclerose °. O aumento dos niveis de colesterol plasmaético resulta em alteracdes da
permeabilidade arterial endotelial que permitem a migracdo de lipidos, especialmente
particulas de LDL-c, para a parede arterial **. Os mondcitos em circulagdo aderem as células
endoteliais que expressam moléculas de adesdo, como Vascular cell adhesion protein 1
(VCAM-1), selectinas e, consequentemente, migram via diapedese no espaco subendotelial
112113 Uma vez no espago subendotelial, os mondcitos adquirem caracteristicas de
macrofagos e convertem-se em macréfagos esponjosos 4115 As particulas de LDL no
espaco subendotelial oxidadas tém propriedades quimio atractantes !1°. Estes processos
apenas aumentam a acumulagéo de colesterol intracelular através da expressao de recetores
sequestradores por macréfagos (SR-A, SR-B1, CD36, CD68, fosfatidil-serina e LDL oxidada),
gue ligam lipoproteinas nativas, modificadas e fosfolipidios aniénicos '’. O resultado é uma
cascata de alteragBes vasculares (Fig. 11). As sequelas clinicas da aterosclerose sdo vasos
estreitados com aparecimento de sintomas (angina de peito) e sindromes coronarias agudas,
devido a instabilidade da placa. A maioria dos trombos coronarios € causada por rutura (55-
65%), seguida por erosdes (30-35%) e, menos frequentemente, por nédulos calcificados (2—
7%) 112118 As placas propensas a rotura, contém geralmente uma camada grande, macia e
rica em lipidos. Outras caracteristicas comuns incluem remodelacdo expansiva, nucleo
necrético com placa fibrosa fina, hemorragia da dita, neovascularizacdo, inflamacédo da
adventicia e calcificagbes "irregulares". Placas vulneraveis contém mondcitos, macréfagos e
células T, sendo estas Ultimas que promovem a sua através de seus efeitos nos macréfagos
119.

As lipoproteinas LDL-c, TG e HDL-c emergiram como preditores independentes de doenca
aterosclerética ap6és a andlise dos dados do estudo Framingham 120121, Enquanto o papel de
outros parametros esté sendo investigado, o TC, o LDL-C e o HDL-C permanecem até hoje a
pedra angular na estimativa do risco para futuros eventos ateroscleréticos. O HDL-C baixo
(<40 mg/dl), bem como o elevado (>90 mg/dl) demonstraram ser fortes preditores
independentes de aterosclerose precoce 22 122 e estdo incluidos na maioria dos indices de
estimativa do risco.

A hipertrigliceridemia demonstrou ser um fator de risco independente para doenca
cardiovascular. Além disso, altos niveis de TG séo frequentemente associados a niveis baixos
de HDL-C e elevados de pequenas particulas densas de LDL (passiveis de sofrerem

modificacdes oxidativas) 1%,

98



5.4.3. SUCESSAO DE EVENTOS NA ATEROSCLEROSE

O processo aterosclerdtico tem inicio precoce e compreende uma sucessao de eventos que
incrementam a gravidade da lesé@o até ao momento final da formag&o do trombo e oclusédo do
vaso (figura 11). As lesdes precoces da aterosclerose consistem na acumulagao
subendotelial de macréfagos esponjosos. Essas lesbes chamadas estrias amarelas
geralmente podem ser encontradas na aorta na primeira década de vida, nas artérias
coronarias na segunda década e nas artérias cerebrais na terceira ou quarta décadas.
Devido as diferencas na dindmica do fluxo sanguineo, existem locais preferidos para a
formacédo de lesGes nas artérias. Por si s0, ndo sé@o clinicamente significativas, mas séo
precursoras de lesBes mais avancadas, caracterizadas pela acumulacdo de detritos
necroticos ricos em lipidios e células musculares lisas (SMCs). Tais lesbes fibrosas
normalmente tém uma 'capa fibrosa' consistindo em SMCs e uma matriz extracelular que
encerra um 'nlcleo necrético' rico em lipidios. As placas podem-se tornar cada vez mais
complexas, com calcificagéo, ulceracdo na superficie luminal e hemorragia dos neovasos que
crescem na lesdo a partir do meio da parede dos vasos sanguineos. Embora lesbes
avancadas possam bloquear o fluxo sanguineo, a complicacao clinica mais importante € uma
ocluséo aguda devido a formacao de um trombo ou coagulo sanguineo, resultando em infarto
do miocardio ou acidente vascular cerebral que ocorre num vaso de menor dimensao.
Geralmente, a trombose esté associada a rutura ou erosdo da lesdo 24,

Resumem-se na figura 11 e na tabela 12, a evolugcdo do processo aterosclerético, as

caracteristicas de cada fase assim como os elementos envolvidos.
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A

intima:

Ei

Elastica Interna
Meédia:

Cél. Musculares
Lisas

Infiltragéo Lipidos

Formagao ROS

Adesao e Migracao de
leucocitos

Aumento da
permeabilidade endotelial

Matriz Regulagéo positiva dg
moléculas de adesao
endotelial

VCAM-1 e ICAM-1

C

Infiltragao de lipidos

Migragio e
proliferacao de

Pr beré

lisas

Formagéo da capa fibrosa
Formagao células (proliferagéo o migrasio de col.|
esponjosas =

matriz)

Ativagao d Elulas T
agao de celulas Acumulagao de macréfagos

Apop das cel. Esponj
& formacéo do core necrético

Ativagao de células T

Adesio e infiltragao
de novos leucocitos

Adesdo e agregacio
de plaguetas ~

Diminuicio da esp
da capa fibrosa, apoptose
cel. musculares vasculares

- Diminuicio da esp a da
lisas. capa fibrosa, apoptose cel. ‘
! musculares -
| li .

Rotura da capa fibrosa l ( vasculares lisas. -‘
l Rotura da capa fibrosa ‘-’

Hemorragia intrapl __‘ -

A\ Hemorragia intraplaca .

Formacéo do trombo L
Formacgéao do trombo :

Figura 11 - Evolucéo da les&o aterosclerética

A - Inicio da disfungdo endotelial; B — Infiltrac&o de Lipidos; C — Placa estavel; D — Placa instavel; E — Hemorragia
intraplaca; F — Rotura da placa e formagéo do trombo.
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Tabela 12 — Alteragdes sucessivas da intima no processo aterosclerético

. ALTERACOES
MODIFICACOES .
CARACTERISTICAS MECANISMO MOLECULARES
VASCULARES
SUBJACENTES
Diminuicdo da espessura Niveis elevados de LDLox Regulacdo positiva de
o o ~. VCAM-1e ICAM-1,
. ~ camada SMCs => infiltragdo lipidos adeséo
Disfungéo . - . 4 - ROS, quebra de
: Artérias: coronaria, e migracdo de leucdcitos, ~
endotelial e . . producéo de NO (<
carotida, aorta abdominal e aumento da permeabilidade B
- . BH4), deficiéncia em
descendente e iliaca endotelial
HO-1
Acgéo dos TCRs no
reconhecimento LDLox;
Continuagao infiltracédo de Expressao de P-
lipidos, migracéo e selectina e integrinas
Inflamagao. proliferacdo de SMCs, (VCAM-1 e ICAM-1);

Formagéo de estrias
amarelas. Placa
estavel

Placa instavel

Rotura da placa

Formac&o do trombo
(infarto)

Inicio da protuberancia
luminal;

Protuberancia luminal
consolidada

Inicio da hemorragia

Trombo intraluminal

formacé&o de células
esponjosas, adeséo e
migrac&o de novos
leucdcitos, ativagao células
T e adeséo e agregagdo
plaquetéria.

Formagéo da capa fibrosa
(proliferagéo e migragdo
SMCs) com deposicéo de
matriz; ativacéo de células
T; continuagéo da adeséo e
agregacdo plaquetaria e
formac&o de macréfagos
€sponjosos e apoptose =>
core necrotico.

Diminuicdo da espessura e
inicio da rotura da capa
fibrosa; Hemorragia
intraplaca e formacéo do
trombo.

Rotura definitiva da capa
fibrosa, hemorragia e
trombo intraluminal

MCP-1 (CCL-2), CXCL9,
CXCL10 e CXCL11
(mondcitos e linfécitos)
Producao de citoquinas:
TNF-a; IFN-y, IL-1, IL-2
elL -18.

Sintese de MMP’s
(macrofagos).

Producao de M-CSF;
continuacgao da sintese
de MMP’s (macréfagos).

Producéo pelos
macréfagos de
proteases extracelulares
como serinas e
catepsinas; Sintese de
plasmina (degradacao
da fibrina) e continuacéo
da sintese de MMP’s.

Sintese de proteina
quinase C e proteases
de mastdcitos

Abreviaturas:

SMC’S: células musculares lisas; LDLox: Lipoproteina de baixa densidade oxidada; VCAM-1: molécula de ades&o celular vascular
1; ICAM-1: Molécula de Adeséo Intercelular 1; ROS: espécies reativas de oxigénio; NO: dxido nitrico; BH4: tetra-hidro-biopterina;
HO-1: heme oxigenase-1; TCR’S recetores tipo Toll; MCP-1: Proteina-1 quimioatractante de mondcitos; CCL-...: ligante...de
citoquina; MMP’S: metaloproteinases; M-CSF: Fator estimulador de col6nias de macréfagos.
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6. OBJETIVO

O objetivo do estudo consistiu em determinar uma possivel relacdo entre excesso de
peso/obesidade como situacdo clinica comportando uma componente inflamatéria cronica
numa populacao infantil, utilizando como fatores de comparacao clinicos (antropometria e bio
impedancia) e bioquimicos (essencialmente quantificagcdo de citoquinas e Macréfagos M1 e

M2), comparativamente com os individuos considerados como “normais”.
HIPOTESE NULA

N&o é possivel evidenciar qualquer diferenca nos fatores enunciados entre os dois grupos da
populagdo em estudo.
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7. MATERIAIS E METODOS
7.1. TIPO DE ESTUDO

Descritivo transversal quanto ao método e observacional analitico de caso-controlo quanto a

natureza.

7.2. POPULACAO-ALVO

Este estudo faz parte de um projeto mais abrangente realizado entre 2009 e 2013 em que
participei, sendo que o mesmo consistiu na avaliacdo sobre o ponto de vista clinico
(antropometria e bio impedéancia), bioquimico e genético de uma populacdo infantil pré-
pubertaria, segundo os critérios definidos por Tanner e Whitehouse ?° de 9 anos de idade a
data do periodo escolar (Setembro a Junho). De notar que, a idade cronologica exata foi
calculada em dias subtraindo a data de nascimento a data de examinagéo 6 126 127,

No decurso deste trabalho, constatou-se que para muitas crian¢as que apresentavam valores
de antropometria perfeitamente normais, a grande maioria apresentava pelo menos uma
variavel do perfil lipidico alterada, o que pode consubstanciar a presenca de dislipidemia
precoce. Tal levou a questionar se, sendo a aterosclerose um processo que se inicia na
infancia e que tem um percurso que se agrava com a idade, ja teria nesta faixa etaria alguma
alteracdo que fosse detetavel ao nivel das transformacg6es que ocorrem na formacéo da placa
aterosclerética.

O presente trabalho foi iniciado no ano civil de 2012/2013. Do total de 89 escolas da regido
de Lisboa e Vale do Tejo selecionadas foram selecionadas 200 criangas para se efetuar
simultaneamente os parametros clinicos e bioquimicos previstos no projeto, ao que se
acrescentou a analise de alguns marcadores de macréfagos e a quantificagcdo de algumas

citoquinas no soro (inflamagé&o/anti-inflamacg&o).

7.2.1. CRITERIOS DE INCLUSAO

e (Casos:
- Criangas com IMC > P97
e Controlos
- Criangas com IMC = P3 e < P97

7.2.2. CRITERIOS DE EXCLUSAO

Casos e Controlos

o Criancas que apresentem patologias que influenciem o seu estado nutricional ou
metabdlico;

¢ Criancas obesas de causa genética, metabdlica ou iatrogénica;
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e Criancas com doenca sistémica e/ou com diagndstico molecular de

hipercolesterolemia familiar.
7.3. PARAMETROS CLINICOS

7.3.1. AVALIACAO DA COMPOSICAO CORPORAL

As criancgas foram medidas descalgas, apenas com roupa interior e principalmente no periodo
da manha. O modelo de registo utilizado para avaliacdo da composicdo corporal é

apresentado no Anexo 7.

7.3.1.1. Anéalise Antropométrica

> Indice de Massa Corporal (IMC)
IMC = Peso [quilogramas (kg)] /altura [metros (m)2]

Na avaliagéo da corpuléncia foram utilizadas as curvas francesas pela vasta experiéncia na
sua utilizacdo. De notar que estas na utilizagdo em clinica integram também as da World
Obesity Policy and Prevention (anteriormente denominada de International Obesity Task
Force — I0TF) (figura 12) %,

A categorizagdo das criangas foi efetuada em dois grupos de corpuléncia: normal e com

excesso de peso/obesidade a partir do célculo do z-score do IMC (z-IMC) *°.
> Peso %8

Utilizou-se uma balancga digital com display separado (Seca 899, Hamburgo, Alemanha), com
uma capacidade até 250 kg e uma precisao de + 50 gramas (g). A balanca era colocada em
superficie plana, dura e a nivel, e os valores das pesagens anotados em kg, com um rigor de
+ 100g.

»  Estatura 128

Utilizou-se um estadiometro portétii com base separada (Seca 217, Hamburgo,
Alemanha). O aparelho era colocado numa superficie plana e fazendo um angulo de 90°
em relagdo ao plano do chdo. A crianca era posicionada de pé, com os calcanhares
juntos e fazendo um angulo de 45°; as nadegas, omoplatas e cabeca em contacto com
a haste do aparelho; membros superiores pendentes, palmas das méos olhando para
dentro e dedos verticais. Posicionamento da cabeca segundo o plano de Frankfurt.
Observador com os olhos a nivel da zona de medida. A medig&o era realizada no final
de uma inspiragdo profunda, expressa em centimetros (cm) e com rigor até + 1 milimetro

(mm). A medicao foi realizada em duplicado tendo sido registado o maior valor.
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>

Perimetros

Utilizou-se uma fita métrica apropriada, flexivel e ndo elastica (Seca 203, Hamburgo,

Alemanha) e o valor da medida era expresso em cm com rigor até + 1mm. Todas as medi¢cfes

foram realizadas em duplicado tendo sido utilizado o valor médio.
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= Brago #
A medicao por convencdo foi efetuada a esquerda. A crianga era posicionada sentada, com
antebraco fletido em angulo reto e repousando nas coxas. A Fita métrica aplicada a meia
distancia entre o acromio e o olecranio (a fita de medida apoia-se, mas ndo esmaga 0s
tecidos).

= Abdominal #
A medida era efetuada com a crianca de pé, com os membros superiores pendentes, palma
da mao olhando para dentro e dedos verticais. A fita métrica era aplicada a nivel do umbigo.
A medicéo era realizada no final de uma expiragéo normal.

= Ancal®
Crianca de pé com membros superiores pendentes, palmas das maos olhando para dentro,
dedos verticais. A fita métrica era aplicada a nivel da anca no ponto do seu maior diametro e
horizontalmente. Ao contrario das outras medi¢des, neste perimetro foi registado o de maior
valor.

= Pernal?®
Crianga sentada com as pernas na vertical e pés na horizontal sem tensdo muscular. Medigc&o
a esquerda, nas regido dos gémeos no ponto de maior diametro.

» Relacdo Perimetro Abdominal / Estatura
» Relacdo Perimetro Abdominal / Perimetro da Anca
> Pregas Subcutaneas %

As pregas foram medidas utilizando Harpender Skinfold Caliper — 0120 (West Sussex, Reino
Unido) com a precisao de £ 0,5 mm. A leitura que registada correspondeu a primeira paragem
da agulha (1-2 segundos do inicio da compresséo da prega). A medicao foi feita em duplicado
tendo sido utilizado o valor médio obtido. Todas as pregas foram medidas por um Unico
observador.
* Prega Tricipital *°

Crianca sentada com braco esquerdo fletido a 90°. Medic&do a meia distancia entre

0 acrémio e o olecranio. Segurar o Caliper perpendicularmente a prega a realizar

com a mao direita e realizar essa prega entre polegar e indicador da méo esquerda

(pele mais tecido subcutaneo

adiposo) a cerca de 2 cm acima da zona marcada para aplicar as pin¢as do

aparelho. A presséo exercida ndo deve variar mais de 2 g/mmz2.

* Prega Subescapular **°
Técnica idéntica a anterior. Medi¢cdo num ponto situado imediatamente por baixo e
para fora da extremidade inferior da omoplata. A direcdo da prega a realizar deve

apresentar uma inclinacdo aproximada de 45° em relacdo a coluna vertebral.
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7.3.2. BIO IMPEDANCIA

O método utilizado para medir a composi¢do corporal foi o da bio impedéancia. O aparelho
utilizado foi validado em criancas de um grupo etario semelhante utilizando a ressonancia
magnética 3.
Monitor Omron BF 511 (Omron HelaThcare, CO, Quioto, Jap&o) Monofrequéncia (50 kilohertz
e 500 miliamperes), tetrapolar (8 sensores) 32,
De notar que existem outros aparelhos multifrequéncia (50-200 Kilohertz), mas como apenas
se pretendia efetuar a determinacéo da % de gordura, esta sera sempre efetuada através da
medicdo da agua extracelular e seja qual for o aparelho que se utilize, esta medigéo sera
sempre efetuada empregando esta intensidade de corrente. Para se obter o valor da % de
gordura, os aparelhos mediante a introdugéo de alguns parametros recorrem a Equacéo de
Schofield para a sua determinacao.
Possibilidade de se determinar o peso, a percentagem (%) de massa gorda, a % musculo-
esquelético (nas duas medicdes o erro padrdo foi de aproximadamente 3.5%), o IMC e as
calorias em repouso [quilocaloria (kcal)/dia] (erro padréo: 120 kcal).

» Técnica:
Tendo em conta 0s constrangimentos existentes na observacdo das criancas, que
obrigatoriamente teriam de ser efetuadas durante o horério escolar, optou-se por se
realizarem antes da hora do almogo e sempre com o intervalo minimo de 2-3 horas apés o
pequeno-almoco. Para se otimizarem os resultados, utilizaram-se compressas embebidas em
alcool a 70%, para se estabelecer um melhor contacto entre as palmas das maos e as plantas
dos pés e os sensores. Sendo fundamental um correto posicionamento, cada pé da crianga
era assente no devido sensor. Antes de efetuar a medicdo comprovava-se que a crianca se
encontrava na vertical, com os joelhos em extensédo, o dorso vertical, a cabeca e bracos na
horizontal com o0s cotovelos a realizarem um angulo de 90° com o corpo. As pegas dos
sensores da unidade do visor deveriam ser seguras com as maos tendo o cuidado das palmas
pressionarem firmemente esses sensores e de modo a que o polegar e o indicador se
localizassem do lado interno do visor e 0 anelar e minimo no lado exterior (figura 13), apos o

que se procedia a medicao.
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Figura 13 — Correta utilizagdo da balan¢a de bioimpedancia

7.3.3. HABITOS ALIMENTARES E ATIVIDADE FiSICA

Assim como todas as criangas do estudo global, também as 200 que fazem parte deste estudo
participaram nos inquéritos sobre os seus habitos alimentares e de atividade fisica. Os dados
gue foram recolhidos estdo em fase de andlise estatistica e serdo objeto de publicacdo
posteriormente.

Embora ciente que a Nutricdo (Infantil, Juvenil e mesmo a Materna durante a gravidez) e a
Atividade Fisica s&o iminentes fatores de risco para o excesso de peso / obesidade, ndo foram
consideradas neste trabalho.

Apresentam-se, contudo, os suportes utilizados para a recolha destes dados (Anexos 8 e 9).
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7.4. PARAMETROS ANALITICOS

Para a determinag&o dos vérios parametros analiticos foi utilizado sangue, que foi recolhido
para tubos de gel (soro) e tubos com anticoagulante KsEDTA (sangue total - marcacéo de
monacitos).

Apresenta-se na Figura 14 o esquema analitico utilizado no estudo.

Colest. Total
HDL-c
LDL-c

1G

f—{Para“metros bioquimicos gerais Apo A1/Apo B

Glucose
Prot. Totais

Creatinina

Ferritina

Sangue recolhido em tubo de gel
(activagdo coagulo)=> SORO Leptina

‘—[Parémetros hormonais e LDLoXx

LDL-ox

"{ Quantificagdo citoquinas

Sangue Periférico

Sangue recolhido em K3EDTA Marcadores de superficie dos
=> Sangue total mondcitos

CD206

Figura 14 - Parametros analiticos efetuados

7.4.1. CONDICOES DE COLHEITA

Todas as colheitas de sangue periférico foram efetuadas nas Escolas cerca das 8h30 da
manhé, sendo que:
- A data da recolha foi programada de acordo com o Professor Coordenador e o0s
Encarregados de Educagéo;
- Foi sempre programado que cada escola fornecesse um pequeno-almoco a todas as

criangas a quem tinha sido feito a colheita;
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- Foi antecipadamente recomendado que as criancas cumprissem um jejum aproximado

de 12 horas (entre a ultima refeicdo e o momento da colheita).

O transporte era refrigerado e efetuado de imediato até ao Laboratério do CGMNPEM.

7.4.2. PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

EQUIPAMENTO

Centrifuga refrigerada (Megafuge 1.0R Heraeus, Thermo Scientific, Langenselbold,
Alemanha).

PROCEDIMENTO

Centrifugar a 3000g durante 30 minutos a 5°C.

Separacgédo imediata do soro com fracionamento em fungéo das diferentes técnicas
utilizadas de modo a nao ter de se congelar/descongelar as amostras.

Congelar a -80°C até analise apds fraccionamento nas aliquotas necessarias,

devidamente identificadas.

De notar que o procedimento respeitante a identificagdo das sub populacfes de

monacitos, foi sempre efetuado no proéprio dia.

7.4.3. DOSEAMENTOS BIlOQUIMICOS GERAIS

Todas as determinag¢des foram realizadas em duplicado a partir de amostras de soro, tendo

sido considerado como valor analitico a média aritmética obtida. Foram sempre assegurados

todos os procedimentos de calibracdo interna exigidos, e em cada dia de processamento

analitico foi efetuada pelo menos uma analise com um soro controlo de concentragcdo normal

e outro de valor patolégico (controlo da precisdo e exatidao). Foi igualmente efetuada

diariamente, uma andlise dum soro padréo de referéncia para controlo da variabilidade intra

e inter-ensaios. Os coeficientes de variacdo intra e inter-ensaio foram sempre inferiores a 3%.

7.4.3.1. Bioguimica

EQUIPAMENTO
- HORIBA. Pentra C400 (Montpellier, Franca);

- Agitador (Thermo-Shaker PHMT, Grant-bio, ShepreTh, Cambridgeshire, Reino
Unido).

REAGENTES

Kits, controlos e padrbes do fabricante Horiba, apropriados para o equipamento ABX Prentra

400 (Horiba, Montpellier, Franca).
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e  TECNICAS ANALITICAS

Tabela 13 - Métodos utilizados nos parametros bioquimicos

Parametros Métodos

Glucose

Colesterol total

HDL-c Colorimetria
LDL-c

Triglicéridos

Apo AleApo B Imuno-turbidimétrico
Proteinas totais Biureto
Creatinina Jaffé modificado
Ferritina Imuno-turbidimétrico

Apo, apolipoproteina; HDL-c, High density lipoprotein cholesterol; LDL-
¢, Low density lipoprotein cholesterol

° PROCEDIMENTO

- Descongelar as amostras no agitador rotativo (850rpm) durante 10 minutos a 25°C
- Seguindo o procedimento do aparelho, efetuar as determinag6es em duplicado, a

partir da aliquota descongelada.

7.4.3.2. Doseamentos de Insulina, Leptina e LDLoXx

e  EQUIPAMENTO
- Dynex DS2 - Elisa Processing System (Megallan Biosciences, Chantilly,
EUA).
- Vortex (Vortex-Genie 2, Scientific Industries, Nova lorque, EUA).

7.4.3.2.1. Insulina

Imunoensaio enzimatico (ELISA).

Técnica de sandwich direta de dois anticorpos monoclonais especificos contra determinantes
antigénicos diferentes da molécula de insulina. O conjugado formado é detetado por uma
reacdo com 3,3°,5,5 -tetrametilbenzidina (TMB), sendo que a mesma € interrompida pela
adicdo de um acido, o que origina um ponto colorimétrico (450 nanémetros). De notar, que a

intensidade da cor é proporcional a quantidade de insulina.
e Kit Mercodia® 10-1113-01 (Uppsala, Suécia)

« Reagentes
- Placa revestida (96 pocos).
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Calibradores: 0, 1, 2, 3, 4 e 5 (1000pl).

Controlos: Baixo (9.17-12.4 mU/L) e alto (48.1-65.1 mU/L).

Conjugado enzimatico 11x (peroxidase conjugated mouse monoclonal anti-
insulin) (1.2 ml).

Tampao do Conjugado Enzimatico (12 ml).

Tampao de lavagem 21x.

TMB (22 ml).

Solucgéo de paragem (0.5M de acido sulfarico) (7 ml).

Agua tridestilada.

Técnica

Preparacdo dos Reagentes

Preparacao dos Controlos (1 e 2)

Reconstituicdo com 500ul de 4gua tridestilada.
Deixar repousar durante 5 minutos a temperatura ambiente.

Homogeneizar manualmente.

Preparacdo do Conjugado Enziméatico 11x

Pipetar 12 ml de Tampao do Conjugado Enzimatico para um tubo de 15ml.
Adicionar 1.2 ml de Conjugado Enzimatico.
Homogeneizar manualmente.

Preparacdo do Tampdo de Lavagem

Pipetar 50ml de tampé&o para um baldo de 1L.
Completar o volume restante com agua tridestilada.
Homogeneizar com agitagdo manual.

Deitar o tampao no reservatério adequado.

Procedimento
Descongelar as amostras no agitador rotativo (850rpm) durante 10 minutos

a 25°C.

Transferir os Calibradores, os Controlos, a solugéo de paragem e o TMB
para tubos cilindricos de 2, 2, 15 e 30 ml, respetivamente.

Ligar o aparelho e o computador associado.

Segquir as instru¢cbes do procedimento, que foi previamente introduzido no
aparelho.

No final do procedimento a placa é lida, os resultados sdo calculados e

impressos automaticamente.
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7.4.3.2.2. Leptina

Imunoensaio enzimatico (ELISA).

Técnica de sandwich com a utilizag@o de dois anticorpos monoclonais especificos. A leptina

presente na amostra liga-se ao primeiro anticorpo que reveste a placa de microtitulagcdo O

anticorpo secundario utilizado esta conjugado com biotina e € incubado com um conjugado

streptavidina-peroxidase. A reacdo provoca cor, que € lida a 450 nm, sendo que a intensidade

€ proporcional a quantidade de leptina presente.

o Kit Teco® Human Leptin ELISA Kit TE1015 (TECO Medical Group,

Gewerbestrasse, Suica).

> Reagentes

Placa revestida (96 pocos).

Padrdes (1, 10, 25, 50 e 100 ng/ml).

Controlos1e 2.

Anticorpo Conjugado - HRP (12 ml).

Tampéo de diluicdo (25 ml).

Tampao de Lavagem.

TMB (12 ml).

Solugéo de paragem (0.2M de acido sulfarico) (12 ml).

Agua tridestilada.

> Técnica

Preparacdao dos Reagentes

Preparacao dos Calibradores (1 a 5)

Pipetar 750pl do tampé&o diluicdo para cada frasco.

Deixar repousar durante 15 minutos a temperatura ambiente.
Homogeneizar gentilmente no vortex.

Pipetar o contetdo de cada frasco para um tubo de 2ml (numerar

os tubos de 1 a 5).

Preparacao dos Controlos (1 e 2)

Reconstituir cada um com 500pl do tampé&o de diluigéo.
Deixar repousar durante 15 minutos a temperatura ambiente.

Homogeneizar gentilimente no Vortex.

Preparacdo do Tampao de Lavagem

Pipetar 50 ml de tamp&o para um baldo de 1L.
Completar o volume restante com agua tridestilada.

Homogeneizar com agitacdo manual.
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- Verter o tamp&o no reservatorio adequado.
» Procedimento

- Descongelar as aliguotas no agitador rotativo (850rpm) durante
10 minutos a 25°C

- Transferir Controlos, Anticorpo Conjugado - HRP, TMB e Tampéo
de diluicdo para tubos cilindricos de 2, 15, 15, 15 e 30 ml,
respetivamente

- Seguir as instrucbes do procedimento que foi previamente
introduzido no aparelho.

- No final do procedimento a placa é lida, os resultados s&o

calculados automaticamente e impressos.

7.4.3.2.3. LDL oxidada

Imunoensaio enzimatico (ELISA).

Técnica de sandwich com a utilizagdo de dois anticorpos monoclonais especificos que séo
direcionados contra determinantes antigénicos na molécula de apolipoproteina B oxidada.
Durante a incubacgéo, a LDL oxidada na amostra reage com os anticorpos anti LDL oxidada
ligados ao poco de microtitulagdo. Apds a lavagem que remove componentes plasmaticos ndo
reativos e um anticorpo anti apolipoproteina B conjugado com peroxidase, reconhece a LDL
oxidada ligada a fase sélida. Apés uma segunda incubacdo e uma lavagem que remove o
anticorpo marcado com enzima nao ligado, o conjugado ligado é detetado pela reacdo com
3,3 ", 5,5'-tetrametilbenzidina (TMB). A reacéo € interrompida pela adicao de acido para dar
um ponto final colorimétrico, cuja intensidade é proporcional a quantidade de LDLox presente,

sendo lida espectrofotometricamente.

¢ Kit Mercodia Oxidized LDL ELISA 10-1143-01 (Uppsala, Suécia)
» Reagentes

- Placa revestida (96 pocos)

- Padrdes (0, 1, 2, 3, 4 e 5) (1000 pl)

- Controlos (Alto e baixo) (1000 pl)

- Conjugado enzimatico (Peroxidase conjugated mouse
monoclonal anti-apo B) (11x) (1200 ul)

- Tampao Conjugado Enzimatico (12 ml)

- Tampéo de ensaio (12 ml)

- Tampdo das amostras 4X (50 ml)

- Tampéo de Lavagem 21X (50 ml)

- Substrato TMB (22 ml)

- Solucao de paragem (0.5 M de &cido sulfarico) (7 ml)
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- Agua tridestilada
» Técnica

Preparacdo dos Reagentes

Preparacao Padrdes (1,2,3,4¢e5)

- Juntar 1000 pl &gua tridestilada aos standards 1, 2, 3, 4 e 5.
Preparacao Controlos (Alto e baixo)

- Juntar 1000 ul &gua tridestilada a cada vial de controlo.

Preparacdo Tampado amostras 4X

- Diluir os 50 ml do frasco em 150 ml agua tridestilada.

Preparacdo tampao de lavagem 21X

- Diluir os 50 ml do frasco em 950 ml agua tridestilada.
- Transferir contetido para o reservatdrio proprio do aparelho.

Restantes reagentes prontos a usar

Padrdo O

Tampéo do Conjugado enzimatico

- Tampao de ensaio
- Substrato TMB
- Solucédo de paragem

Preparacdo das Amostras (diluicdo a 1/6561)

- Efetuar duas diluicbes sucessivas a 1/81 em sample buffer (25
pl em 2000 pl de tampéo das amostras).

- Diluicdo efetuada automaticamente no aparelho.

» Procedimento

- Descongelar as aliquotas no agitador rotativo (850rpm) durante
10 minutos a 25°C

- Transferir todos os reagentes para tubos apropriados

- Seguir as instrucdes do procedimento que foi previamente
introduzido no aparelho.

- No final do procedimento a placa € lida, os resultados séo

calculados automaticamente.

7.4.3.3. Valores normais

Os parametros bioquimicos efetuados no sangue, foram definidos como sendo anormais

pelos valores de cut-off estabelecidos da seguinte forma: CT > 170 mg/dl, LDL-c > 110 mg/dl,
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glicose < 100 mg/dl, creatinina 0,4-1,0 mg/dl, proteinas totais 6 - 8,3 mg/dl e ferritina 7 - 140
ng/ml conforme definido pela Academia Americana de Pediatria, *2 e HDL-c < 40 mg/dl, TG
> 75 mg/dl, apo Al < 1,2 g/L e apo B > 0,9 g/L, conforme definido pelos Laboratérios da
Clinica Mayo 3,

Para os parametros insulina, HOMA-IR, leptina e LDLoX, para 0s quais ndo existem valores
de referéncia para a idade pediatrica em causa, foram estabelecidos valores de cut-off
internos e que correspondem aos valores mais elevados determinados do parédmetro em
causa, dos individuos da amostra que apresentam todas as determinagfes (clinicas e
bioquimicas) normais. Assim, insulina < 16.3uU/ml, Homa- IR < 0.69, leptina < 6.32 ng/ml, and
LDLox < 1.38mUI/L.

7.4.3.4. Dislipidemia

A dislipidemia foi definida como a presenca de um ou mais parametros do perfil lipidico sérico

fora dos valores considerados como normais.

7.4.3.5. Determinacdo do indice homeostatic model assessment for insulin
resistance (HOMA-IR) 134

HOMA-IR = [insulina (pU/ml) x glucose (mg/dl)]/ 405

Aplica-se este indice para quantificar a resisténcia a insulina e a fungéo das células beta do
pancreas.
Nota: Todas as determina¢des constaram de um relatério (Anexo 10) que era visto e assinado

por um patologista clinico, sendo que o mesmo foi enviado por correio a todas as criangas.

7.4.3.6. indice aterogénico (IA)

IA=[(TC-HDL-c) x apo B] / (HDL-c x apo A)
O risco cardiovascular foi determinado pela formula apresentada e reflete o equilibrio entre

a fracéo aterogénica do LDL-c e a fracdo anti-aterogénica **°.

7.4.3.7. Marcacdo Mondcitos

7.4.3.7.1. Generalidades

As marcacdes de mondcitos foram efetuadas sempre num intervalo de tempo que néo
ultrapassou nunca as 6 horas ap0s a colheita de sangue.

O citémetro utilizado tem quatro lasers e a experiéncia utilizou anticorpos diferentes marcados
com a mesma fluorescéncia, o que obrigou para cada amostra, a realizar duas experiéncias
em paralelo. Num primeiro tubo efetuou-se uma marcagé&o com os anticorpos especificos para
CD14 (APC), CD 16 (FITC), CD 80 (PE) e CD 86 (PE Cy5); no segundo tubo efetuou-se
marcacdo com CD14 (APC), CD 36 (FITC), CD 163 (PE) e CD 206 (PE Cy5).
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Para a garantia de reprodutibilidade dos resultados de citometria de fluxo estd implicito efetuar
controlos fluorescéncia menos um (FMO) de forma a verificar os niveis de fluorescéncia ndo

especifica e para estabelecer o valor positivo de forma correta.
% Equipamento
- BD Accuri™ C6 Plus Flow Cytometer (BD Life Sciences, San Jose, CA,
95131, USA).

- Centrifuga refrigerada (Megafuge 1.0R Heraeus, Thermo Scientific,

Langenselbold, Alemanha).
% Reagentes

- APC Mouse Anti-Human CD14, Clone M5E2, Ref2 BD 561383.

- FITC Mouse Anti-Human CD16, Clone 3G8; Ref2 BD 555406.

- FITC Mouse Anti-Human CD36, Clone CB38, Ref2 BD 555454.

- PE Mouse Anti-Human CD80, Clone, L307.4, Ref2 BD 340294.

- PE-Cy™5 Mouse Anti-Human CD86, Clone IT2.2, Refd BD 555666.
- PE Mouse Anti-Human CD163, Clone GHI/6, Ref2 BD 556018.

- PE-Cy™5 Mouse Anti-Human CD206, Clone 19.2, Ref2 BD 551136.
- BD Pharm Lyse™ Lysing Buffer, Ref® BD 555899.

7.4.3.7.2. Experiéncia FMO

Os controles de fluorescéncia menos um (FMO) s&o importantes na construgéo de painéis
de citometria de fluxo com diferentes fluorocromos, permitindo determinar onde os gates
devem ser definidos isto é determinar o valor de cut-off a partir do qual consideramos um valor
positivo, permitindo ainda eliminar os valores de fluorescéncia ndo especifica. Os controles
de FMO sao preconizados utilizando as células experimentais coradas com todos o0s

fluorocromos menos um.

s Técnica

Preparacdo dos Reagentes

Preparacado da solucéo de lise 1X:

- Diluir a solucédo concentrada 10X (-) a 1:10 com agua tridestilada.

- Ajustar o pH da solucéo 1x, se necessario, para valor entre 7.1 e 7.4.-

- Utilizar a temperatura ambiente (TA).

- Solugéo PBS-FBS (1% de soro bovino fetal inativado pelo calor e 0,1% de

azida de sodio em tampéo de fosfatos).
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Preparagado da experiéncia

- Apresenta-se seguidamente o esquema delineado, tendo em conta que
estavam em estudo varios anticorpos marcados com 0S Mesmos
fluorocromos.

- Identificar os 18 tubos referidos no esquema.

- Seguindo o protocolo estabelecido, pipetar 5ul de cada anticorpo que seja
necessario seguindo o esquema apresentado.

- Agitar suavemente os tubos dos anticorpos (0s que tiverem mais que um
anticorpo).

- Pipetar 100 pl de sangue total para todos os tubos.

- Agitar convenientemente no Voértex e incubar no escuro por um periodo
ndo inferior a 15 minutos.

- Efetuar a lise, adicionando 2,0 ml de solucéo de lise 1X a cada tubo.

- Agitar suavemente cada tubo.

- Incubar a temperatura ambiente, protegido da luz, por 15 minutos.

- Centrifugar a 200 x g por 5 minutos.

- Cuidadosamente aspirar o sobrenadante, sem perturbar o pellet.

- Adicionar 2,0 ml de PBS-FBS.

- Centrifugar a 200 x g por 5 minutos.

- Cuidadosamente aspirar o sobrenadante, sem perturbar o pellet.

- Ressuspender o pellet em 0,5 ml de PBS-FBS.

- Adquirir no citometro de Fluxo (minimo 4000 eventos).

% Experiéncia FMO

= Marcagéo Unica:
- Tubo 1: sem qualguer marcacdo
- Tubo 2: CD14, APC
- Tubo 3: CD16, FITC
- Tubo 4: CD36 FITC
- Tubo 5: CD80 PE
- Tubo 6: CD86 PE-Cy™5
- Tubo 7: CD163 PE
- Tubo 8: CD206 PE-Cy™5
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= Varias marcacoes:

Tabela 14 - Experiéncia 1 FMO

APC FITC PE PE-Cy™5
Tubo 9 CD14 - CD36 CD163 CD206
Tubo 10 CD 36 CD14 - CD163 CD206
Tubo 11 CD163 CD14 CD36 - CD206
Tubo 12 CD206 CD14 CD36 CD163 -
Tabela 15 - Experiéncia 2 FMO
APC FITC PE PE-Cy™5
Tubo 13 CD14 - CD16 CD80 CD86
Tubo 14 CD 16 CD14 - CD80 CD86
Tubo 15 CD80 CD14 CD16 - CD86
Tubo 16 CD86 CD14 CD16 CD80 -

= Verificacdo condi¢cdes experiéncia:
- Tubo 17: CD14, CD36, CD163, CD206
- Tubo 18: CD14, CD16, CD80, CD86

7.4.3.7.3. Interpretacdo dos resultados

A analise do parametro negativo ou deixado de fora num controle FMO, permite estabelecer
o limite negativo e assim discriminar com precisdo sinais positivos versus negativos, niveis de
expressao de antigénio alto versus baixo (ou variavel). Na nossa experiéncia FMO e para o
CD36 FITC, por exemplo, verificamos que a marcacdo sera positiva sensivelmente depois
do canal 103, a partir de onde serdo delimitadas as regides de andlise (gates).

De notar que para os outros fluorocromos, o valor de gate € semelhante.
7.4.3.7.4. Software de andlise

Os dados recolhidos foram analisados utilizando o software FlowJo versao 10 (Tree Star inc.,
Ashland, OR, USA). As estratégias de selecdo estdo demonstradas nas figuras 15 a 17 e 18
a2l
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7.4.3.7.5. Analise de subpopula¢cdes de mondcitos (amostras)

< Técnica

Preparacdo dos Reagentes

= Preparacdo da solucéo de lise 1X:

Diluir a solugdo concentrada 10X (-) a 1:10 com &gua tridestilada.
Ajustar o pH da solucao 1x, se necessario, para valor entre 7.1 e 7.4.
Utilizar a temperatura ambiente (TA)

*= Preparagéo das amostras

Para cada amostra identificar tubo A e tubo B.

Em dois tubos separados, efetuar as misturas de anticorpos
necessarios para efetuar a experiéncia, (n°® de amostras x 5ul de cada
anticorpo). No primeiro tubo efetuar a mistura CD 14, CD16, CD 80 e
CD 86; no segundo efetuar a mistura CD 14; CD 36; CD 163 e CD 206.
Agitar suavemente os tubos dos anticorpos.

Aos tubos das amostras marcados com A e B, adicionar 20 pl
respetivamente da 12 e da 22 mistura de anticorpos.

Pipetar 100 pl de sangue para estes tubos

Agitar convenientemente no Vértex e incubar no escuro por um periodo
> 15 minutos.

Efetuar a lise das amostras, adicionando 2,0 ml de solucédo de lise 1X a
cada tubo que contém a mistura de sangue total e anticorpos.

Agitar suavemente cada tubo, imediatamente.

Incubar a temperatura ambiente, protegido da luz, por 15 minutos.
Centrifugar a 200 x g por 5 minutos.

Cuidadosamente aspirar o sobrenadante, sem perturbar o pellet.
Adicionar 2,0 ml de PBS-FBS.

Centrifugar a 200 x g por 5 minutos.

Cuidadosamente aspirar o sobrenadante, sem perturbar o pellet.
Ressuspender o pellet em 0,5 ml de PBS-FBS ou um fixador como
formaldeido a 2% para analise por citometria de fluxo.

Adquirir no Citébmetro de Fluxo (minimo 4000 eventos).

7.4.3.7.6. Interpretacdo dos resultados

A andlise foi efetuada nos macréfagos positivos (fluorescéncia considerada positiva pelo FMO

>10%) para os diferentes marcadores, analisando mondcitos classicos, intermédios e nédo

classicos ou se foram ativados de forma classica ou alternativamente (figuras 17 a 20).
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Anadlise dos resultados — Exp? B (cont.)

BO5134320_36-163-206-14

= A
£ Gate: [Mo Gating]
Ll
Z
=
g
=
F
g
=l
o
=]
= T T
808762 1.000.000 1.674.663
FSC-A
1

B0A 134320_36-163-206-14
Gate: (Monocytes in all)

S Maon classical Classical

SSC-A
100.000 200.000 300.000 399459

1]

TTTITIT T TTTIm T TTTITm T
a0 a0 m-4

Ch14-A

2

Figura 21 - Mondcitos "néo classicos" CD36+, CD163+ e CD206+
1 - Identificagdo mondcitos

2 — Mondcitos CD14+ (classicos)/CD14- (nao classicos)

3 — Mondcitos néo classicos CD36+ (gate em CD14-)

4 — Monécitos néo classicos CD163+ (gate em CD14-)

5 - Mondcitos nao classicos CD206+ (gate em CD14-)

SSC-A

A00.000

S5C-A
200.000

7966

1.49

1.000.000

o

852511

00000

S5C-A

BOS 134320_36-163-206-14
Gate: (Mon classical in all

COa6+

10,5%

105%____

I |

I |
i |

o w owd wd 8 B8
CD26-A 3

BO5134320_36-163-206-14
Gate: (Man classical in all)

- CO163+
8%
r-=—=——7"1
| |
| |
" o |
T TTTITT T IIIIII“ _I_II_IﬁlTl_ T TT
1 wl e it wh T
Ch163-A
4

BO05134320_36-163-206-14

E_ Gate: (Mon classical in all

g
= COZ0G+
= 1 %
r=—-=-=- 1
I |
m: |
ST T T T T T 11T
wl w2 wd !
CL20G6-A
5

133



7.4.3.8. Quantificacdo das citoquinas

7.4.3.8.1. Generalidades

As citoquinas envolvidas no processo aterosclerético sdo inimeras, tanto as envolvidas na
vertente inflamatoria como na anti-inflamatéria. Por outo lado e a nosso conhecimento, séo
poucos 0s estudos em citoquinas nesta idade pediatrica pelo que, resolvemos estudar as
seguintes: IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a e IFN-y
s Equipamento
- BD Accuri™ C6 Plus Flow Cytometer (BD Life Sciences, San Jose, CA, 95131,
USA).
% Reagentes
- BD™ Cytometric Bead Array (CBA) Human Th1/Th2 Cytokine Kit Il, Ref@ BD
551809.
» Técnica
Procedimento segundo as instru¢bes do fabricante. Esta técnica, permite a
determinagdo quantitativa da IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a e IFN-y num ensaio
Unico. O método baseia-se na captura de um ou mais analitos sollveis por
microesferas de tamanho e fluorescéncia conhecidas, possibilitando a
guantificagcdo ao usar um citometro de fluxo.
Cada microesfera é conjugada com um ou mais anticorpos especificos
(consoante os analitos a quantificar). O kit fornece também um reagente especial
que contém uma mistura de ficoeritrina (PE) conjugada com um anticorpo. Esta
mistura emite um sinal fluorescente que é proporcional & conjugacao especifica
com um analito. Quando as microesferas sdo incubadas com uma amostra
contendo analitos reconheciveis, formam-se complexos fluorescentes.
(microesferas + analito-reagente de detecédo). Estes complexos podem ser
medidos usando citometria de fluxo, ao identificar as caracteristicas

fluorescentes da microesfera e do detetor.

Preparacdo dos Reagentes

Preparacdo do tamp&o para amostras de soro

- Centrifugar o Mixed Capture Beads;

- Aspirar e descartar 0 sobrenadante;

- Adicionar o mesmo volume que se aspirou no passo anterior de Serum
Enhancement Buffer ao pellet Mixed Capture Beads e agitar no vortex;

- Incubar o Mixed Capture Beads 30 minutos a temperatura ambiente,

protegido da luz.
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Preparacdo dos Padrdes

Transferir as esferas Human Th1/Th2 Standards para um tubo de 15ml com
0 nome Top standards;

Adicionar 2ml de Assay Diluent aos standards e deixar 15 minutos a
temperatura ambiente e homogeneizar cuidadosamente;

Etiquetar 9 tubos (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256);

Pipetar 300pL de Assay Diluent para cada um dos tubos;

Diluicdo em série: transferir e homogeneizar 300uL do “Top Standard” para
0 tubo 1:2, transferir 300uL do tubo 1:2 para o tubo 1:4 e assim
sucessivamente até ao tubo 1:256, inclusive;

Preparar um tubo apenas com Assay Diluent para controlo negativo

Preparacdo das amostras

Preparacdo das esferas magnéticas (Human Th1/Th2 Cytokine Capture
Beads)

Descongelar as amostras a 25°C em banho seco com agitacao
(conservadas -800C desde a colheita do sangue e separac¢ao do soro)
Determinar o nimero de ensaios (incluindo padrdes e controlos);

Agitar no "Vortex" cada Capture Bead;

Adicionar 10uL de cada Capture Bead por cada ensaio a ser analisado para
o tubo Mixed Capture Beads;

Agitar no "Vortex", vigorosamente.

Ensaio

Etiquetar os tubos para as amostras, para os padrées e controlos;

Agitar no vértex o Mixed Capture Beads e adicionar 50uL em todos os tubos
de ensaio;

Adicionar 50pL de Human Th1/Th2 Cytokine Standard dilutions aos tubos
dos padrdes e dos controlos (etiquetados no ponto 1);

Adicionar 50uL de cada amostra desconhecida aos restantes tubos;
Adicionar 50puL de Human Th1/Th2 PE Detection Reagent aos tubos de
ensaio;

Incubar os tubos 3 horas, a temperatura ambiente e protegidos da luz;
Adicionar 1uL de Wash Buffer a cada tubo e centrifugar durante 5 minutos a
200g;

Aspirar e descartar o sobrenadante de cada tubo;

Adicionar 300uL de Wash Buffer a cada tubo.
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7.4.3.8.2. Interpretacdo dos resultados

A aquisicdo nas amostras e quantificacdo de cada citoqui

na € efetuada apods

comprovacao do correto posicionamento de cada analito (Figura 22) e ainda depois de

tracada a respetiva curva de calibragéo (Figuras 23 a 28).
- Carregar o template CBA no equipamento

- adquirir as amostras (iniciar com o tubo controlo até ao Top Standard, passar um

tubo com agua destilada e de seguida adquirir as amostras)

15 20 25 20

Counks
10
| T

=1
[

ul

LRRN| L LR |
Tk i
FL3-Height

i

Figura 22 — Posigdo de cada analito no citometro

Bead 2-Human TNF
R2=99,96% A: 6.252 B: 2.523 C: 8.823 D: 17.585 E: 0.000
Fitting type: 5 Parameter Logistic

FL4-A

&
= 100000
0000 60,730.00]
e — 122,065.00
18,226.00] 122,065.00|
1000 5,104.00]
1 1,618.00|
100
0 T T T T ] T
0 10 100 1000

Figura 23 — Curva de calibragio do TNF-a
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Bead 1-Human IFN-y
R2=99.96% A: 5.817 B: 2.686 C: 7.771 D: 16.220 E: 0.000
Fitting type: 5 Parameter Logistic

i
= 100000 -
10000 1 63,141.00]
16,673.00] 119,478.00|
707.00
1000 4 341.00 4,423,00
ﬁ 1,146.00]
100 -
0 T T T T
0 10 100 1000
Concentration
Figura 24 — Curva de calibracdo de IFN-y
Bead 6-Human IL-2
R2=99.95% A: 7.468 B: 3.024 C: 8.549 D: 16.686 E: 0.000
Fitting type: 5 Parameter Logistic
E 176,447.00
100000 — 49,650,
91,952.00|
10000 - 2 645,00 27,686.00]
1_CIJ7"55-'JEI 8,631.00]
1000 4 3,397.00)
0 T T T T
0 10 100 1000
Concentration
Figura 26 — Curva de calibracao IL-2
Bead 5-Human IL-4
R2=99.96% A: 6.989 B: 3.103 C: 8.306 D: 15.954 E: 0.000
Fitting type: 5 Parameter Logistic
T
= 100000 -
116,817.00|
9,730.00
10000 - 18,004.00]
1,638.00
1,084.DU| 5,50900'
1000 - 2,081.00]
0 . I — —r =

100 1000

Figura 25 — Curva de calibracéo IL-4

Concentration
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Bead 4-Human IL-6
R2=99.93% A: 6.739 B: 2.535 C: 8.725 D: 17.497 E: 0.000
Fitting type: 5 Parameter Logistic

[
= 100000 4 45,634.00
14,421.00
3.985.00 82,660.00)
10000 ~ 1,709.00 el 25,314.00| 163,?24.00'
850.00 7,731.00|
1000 + 3—_—| 2,482.00]
100
0 T T ' x| ! v v
0 10 100 1000
Concentration
Figura 27 — Curva de calibragéo IL- 6
Bead 3-Human IL-10
R2=99.95% A: 6.528 B: 2.472 C: 8.489 D: 17.491 E: 0.000
Fitting type: 5 Parameter Logistic
fra
= 100000 4 14,501.00
s 92,123.00]
10000 - 27}35&00[ 173,760.00'
£85.00 7,938.00)
1000 d 2,317.00|
100
0 . X - ——— . .
0 10 100 1000

Concentration

Figura 28 — Curva de calibragéo IL-10
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7.5. ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas com o software estatistico SPSS for Windows
(SPSS Inc., Chicago, versdo 24). Os dados omissos foram ignorados por pairwise e 0s
outliers foram incluidos nas estatisticas.

As estatisticas descritivas para as varidveis antropométricas, bioquimicas/clinicas e de
citometria foram calculadas para as categorias de corpuléncia definidas pelos critérios da
IOTF, e para as classes de % massa gorda (por bio impedéancia) de acordo com McCarthy et
al. 20061213, Sempre que as médias em comparacdo eram proporcdes ou percentagens
independentes, a significAncia estatistica das diferencas foi avaliada através do teste do qui-
quadrado de Pearson. Para dados continuos e cumpridos 0s pressupostos paramétricos da
variavel, utilizou-se a comparacao pareada de médias de amostras independentes através do
teste t de Student, com as significancias dos testes ajustadas através da corre¢cédo de Dunn-
Bonferroni. Para as varidveis que nao cumpriam 0S pressupostos paramétricos, as
comparagdes de grupos independentes foram feitas através do teste U de Mann-Whitney.
Para avaliar o grau de associacao entre as variaveis antropométricas, bioquimicas/clinicas e
de citometria, e as variaveis correspondentes aos niveis das citoquinas estudadas, utilizou-se
a correlacao de Pearson, ap6s normalizacdo por transformacao logaritmica.

Considerou-se uma diferenga como estatisticamente significativa sempre que p < 0.05.

7.6. ETICA E DEONTOLOGIA

Os laboratérios do CGMNPEM sendo de acesso condicionado e a utilizagdo de cédigos de
barras em todo o material que ai é manipulado estdo em concordancia com as normas da
Comisséo Nacional de Prote¢céo de Dados.

E igualmente importante ressalvar que qualquer estudo de Investigag&do Clinica em Criangas
pressupbe, para além da validade cientifica, um certo namero de condicionantes,
nomeadamente que o acompanhamento seja feito por um Médico com formacao em Pediatria.
Todos os trabalhos aqui citados foram submetidos e aprovados pela Direcdo-Geral da
Saude, pelo Ministério da Ciéncia e da Educac&o e pela Comissé&o de Etica do Hospital
Central Garcia de Orta (Anexo 5) de acordo com os Principios da Declaracdo de Helsinquia.
O Consentimento Informado Escrito estd indicado no Anexo 6, sendo que apenas
participaram no estudo as criancas cujos Pais/Encarregados de Educacdo assinaram o

referido documento.

139



140



RESULTADOS

141



142



8. RESULTADOS

8.1. PREAMBULO

Antes da andlise dos resultados obtidos convém esclarecer a forma como a recolha dos dados
clinicos da amostra foram obtidos.

Como ja foi referido, este estudo faz parte integrante de um projeto plurianual financiado pelo
Ministério da Saude, intitulado “Estudo Nutricional, Bioquimico e Genético, de uma Populacao
Infantil Pré-obesa e Obesa da Regido Sul” (Direcao Geral da Saude - 27/2008).

Nos trés trabalhos publicados e anteriormente referidos, estd bem explicita qual a minha
contribuicdo na sua execugdo. Assim, quando em 2013 tomei a decisdo de me candidatar a

esta Tese de Doutoramento, intitulada “ Prevaléncia de certos biomarcadores como
possiveis fatores de risco de doenca ateromatosa numa populagédo infantil de 9 anos
de idade com excesso de peso”, foi necessario que todas as criangas da minha amostragem
fossem por mim observadas, o que implicou uma alteragdo na vida profissional de modo a
poder estar presente sobretudo no periodo da manha, nas escolas onde se iam efetuar as
medicdes antropométricas e de bio impedancia. Refira-se que houve o cuidado de ter sempre
presente um médico pediatra, como alids tinha sido sempre norma durante todo o projeto

anteriormente realizado.

8.2. CARACTERIZACAO GERAL

A amostra em estudo foi analisada sobre o ponto de vista clinico (antropometria e bio
impedancia), bioquimico, da quantificacdo de algumas citoquinas inflamatoérias /néo,
inflamatorias e ainda do padrdo de marcagdo da ativacéo classica (M1) / ndo classica (M2)
dos monacitos.

A avaliacao foi assim primeiramente efetuada tendo em conta os parametros antropométricos,

de acordo com a classificacdo preconizada pela IOTF.

8.2.1. RESULTADOS CLINICOS

8.2.1.1. ANTROPOMETRIA E BIO IMPEDANCIA

A descri¢do das caracteristicas antropométricas e de bio impedancia numa amostra de 201
criancas (98 raparigas e 103 rapazes) com uma idade média de 9,29 + 0,49 anos, esta
pormenorizada na tabela 16 e apresenta uma distribuic&o equilibrada entre os géneros.

No que diz respeito a corpuléncia (segundo os critérios segundo a IOTF) os resultados
mostram que 71,7% apresentam corpuléncia normal enquanto que 28,9% tém excesso de

peso/obesidade.

O sexo feminino, contudo, apresenta uma taxa de sobrepeso/obesidade ligeiramente

superior - 33,7,0% - em relagédo aos individuos masculinos, que é de 24,3%.
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Os dados antropométricos apresentam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05)
entre 0s grupos com corpuléncia normal e com excesso de peso/obesidade em relacao
ao IMC, zIMC, Perimetro abdominal, Perimetro da anca, Perimetro do brago e Perimetro
da perna, tal como para a relacao Perimetro abdominal/Estatura. Igualmente em relacdo a
Bio impedancia — % Massa Gorda e Calorias em Repouso — apresentam diferencas
estatisticamente significativas para as duas categorias de corpuléncia referidas (p<0,05).
Quando se analisam as diferengas antropométricas entre os géneros, ndo parecem existir
quaisquer diferencas entre 0s sexos com exce¢cdo da relagdo Perimetro
abdominal/Perimetro da anca, cuja diferenca entre o grupo corpuléncia normal e com
excesso de peso/obesidade € estatisticamente significativa para o sexo masculino.

Refira-se que estes resultados enquadram-se nos obtidos na analise da populacado total
estudada (5514), cujos resultados constam na publicacéo ja citada *°.
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Tabela 16 - Descrigdo das caracteristicas antropométricas (segundo a IOTF) e de bio impedancia da populagéo em estudo.

GENERO
IOTF*
FEMININO MASCULINO
The_role_of_the_placenta_in_the_developm . . .
Total Corpuléncia Excesso Total Corpuléncia Excesso Total Corpuléncia Excesso
Normal peso/obesidade Normal peso/obesidade Normal peso/obesidade
n=201 n=143 n=58 n=98 n=65 n=33 n=103 n=78 n=25
Média+DP  Média+DP  Média = DP Média + DP  MédiatDP  Média+ DP Média +DP  Média+DP  Média + DP

Idade (anos) 9,29+0,49 9,30,+0,49 9,26, + 0,47 9,24,+0,47  9,24,+047  9,14.t 0,42 9,36,+0,50 9,35,+0,51 9,40, + 0,49
Antropometria

Peso (Kg) 332+7,04 29,98,+4,64 4122,+534  3346,+658 2990,+4,15 4054, +4,41  32,98,+8,48 30,05,+506 42,13,+6,34

Estatura (cm) 1349+11,5 134,1,+0,76 136,8,+ 19,1 136,0,+59  1345,+58  139,0,+5,0 133,8,+14,9 133,8,+6,4 133,9,+ 28,6

IMC 17,93 +£2,62 16,58, 1,54 21,25,+1,54  17,97,+2,54 16,48,+145 20,92, +1,35 17,89,+2,7 16,68, +1,62 21,69 +1,67

zZIMc 063+10 0,15,£0,76 1,80, +0,34 0,67¢+0,99  0,12,+0,75 1,73, 0,29 0,60,+1,01  0,18,£0,77 1,90, +0,37

P. Abdominal (cm) 62,71+ 7,44 5937,+445 71,18,+6,77  62,72,£6,96 59,27.+4,38 69,73, +5093  62,69,+7,92 59,44, +456 73,10, + 7,45

P Anca (cm) 70,14 +7,27 66,87,+530 7812,+4,85  70,02,+6,95 6621,+457 77,63, %41 70,24, +7,6 67,41,+585 78,74, +571

P. Abdominal/P. Anca (cm) 09+0,06 089, +054 0,91,+0,08 0,90,+0,06 0,896,%005 0,894,009  0,896,+0,06 0,886,+0,06 0,925, + 0,05

P. Abdominal/Estatura 046+0,05 044,033 051,005  046,+0,05 044,003 0,5, 0,05 046,+0,05 044,003 0,52, + 0,05

P. Brago (cm) 21,49 + 11,35 20,56, + 13,32 23,77.+2,0  22,40,+1595 21,92,+19,7 2345,+122  20,61,+2,89 1942,+176 24,18, + 2,66

P. perna (cm) 28,44 +391 27,33,+3,96 31,16, + 1,99 28,17,2,67 26,88,+2,12 30,77,+1.59  28,71,+4,81 27,72,+502 31,66+ 2,36
Bio impedéancia

Massa Gorda (%) 22,14 +6,51 20,44,+578 26,09, +6,44  2267,+6,71 21,03,£6,32 26,25,%6,0 21,38,+6,29 19,94,+527 2584, +7,17

Msculo-esquelético % 31,04 42,49 31,14,+271 30,80,+184  31,06,+2,06 31,32,+22 30,60,+173  31,01,%2,85 30,98,+3,1 31,08, 1,97

Calorias em repouso (Kcal/dia) 1189,97

+118,83

1152,0,+ 105,6

1280,1, + 98,9

1185,8, + 124,5 1150,2, + 130,3 1255,7,+ 76,5

1193,8, + 113,8

1154,2,+ 81,1

1312,5, £ 116,4

*De acordo com os cut-offs da World Obesity/Policy & Prevention (IOTF). n — Numero de criangas.

Os valores na mesma linha e subtabela que ndo compartilham o mesmo subscrito séo estatisticamente diferentes com resultado p < 0,05 no teste t para médias de colunas independentes (indicadas

a negrito) (ab; xy). DP, desvio-padréo; IMC, indice de massa corporal; n, nimero de criangas. P, perimetro; zIMC, IMC z-score.
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8.2.2. RESULTADOS BIOQUIMICOS

8.2.2.1. Bioguimica
Os dados bioguimicos em estudo estao analisados na tabela 17 e ndo apresentam diferencas
estatisticamente significativas estre os dois géneros (p>0.05).
Tal como é suportado pelos dados do estudo global, ndo existe diferenca estatisticamente
diferente entre os grupos com corpuléncia normal e com excesso peso/obesidade para o
parametro colesterol total. Contudo, todas as restantes variaveis referentes ao perfil
lipidico — HDL-c, LDL-c, LDL oxidada, TG, Apo A: e Apo B, - sdo estatisticamente
diferentes (p<0,05), incluindo as suas rela¢cdes (Apo B/Apo A, CT/HDL-c, LDL-c/HDL-c
e IA, com excecdo da relagdo LDL-c / Apo B.
Igualmente, o valor da glicémia néo é estatisticamente diferente naqueles dois grupos
de corpuléncia; porém, a insulina e consequentemente o HOMA-IR, ja séo
significativamente diferentes (p<0,05).
A leptina é outro parametro que confirma os dados do estudo global, apresentando valores
diferentes (p<0,05) nos dois grupos em apreco %,
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Tabela 17 - Descrigdo das caracteristicas bioquimicas da populagdo em estudo

IOTF* Género
Total
Corpuléncia Normal Excesso peso/obesidade Feminino Masculino
N=201 n=143 n=58 n=101 n=104
Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP

Glicémia (mg/dl) 82,20 £ 9,16 81,86, = 9,93 83,03, £ 6,91 81,27, + 9,76 82,76, 9,12
Insulinémia (uU/ml) 3,83+3,18 3,13, 2,3 5,69, + 4,32 4,16,+ 3,5 3,45, + 2,73
HOMA-IR 0,77 £ 0,61 0,64, + 0,47 1,14, + 0,79 0,84, +0,7 0,81, % 1,02
CT (mg/dl) 169,40 + 28,39 168,83, + 27,82 170,83, + 29,95 169,98, + 27,98 169,77, + 29,8
HDL-c (mg/dl) 59,14 + 12,10 61,38, + 12,02 53,62 + 10,5 58,51, + 11,98 59,78, + 12,18
LDL-c (mg/dl) 96,37 + 24,0 93,54, + 22,56 103,29, + 26,78 97,53, £ 23,9 95,90, * 26,12
LDLox (mUI/L) 6,67 £1,59 6,38, + 1,45 7,61, £ 1,73 6,91, + 1,45 6,55, + 1,7
TG (mg/dl) 63,92 + 27,03 58,34, + 23,82 77,67, £ 29,66 68,63, + 27,59 59,53 + 25,36
Apo A; (g/L) 1,34 £0,22 1,37.+0,21 1,26, + 0,23 1,32,+0,23 1,35, + 0,21
Apo B (g/L) 0,73+0,15 0,71,+0,14 0,79, + 0,16 0,74,+0,14 0,73, +0,16
Apo B/Apo A; 0,57 £ 0,16 0,54,+ 0,15 0,64, + 0,17 0,59, + 0,16 0,55, + 0,15

LDL-c/APO B 130,27 £ 12,54 130,33, + 12,57 130,11, + 12,58 130,11, + 12,17 130,68, + 13,06
CT/HDL-c 2,95 +0,66 2,82, £0,57 3,28, £ 0,75 2,99, + 0,64 2,93, £ 0,68
LDL-c/HDL 1,71+£0,61 1,59, + 0,53 2,01, £ 0,69 1,75, + 0,59 1,68, + 0,64
1A 1,17+£0,75 1,00, + 0.62 1,54, +0,87 1,22, + 0,25 1,14,+0,25
Prot. totais (ng/dl) 6,91 +0,42 6,85, £ 0,42 7,04, £ 0,39 6,95, + 0,43 6,86, + 0,41
Ferritina (ng/dl) 40,36 £ 22,72 40,36, + 23,55 40,38, + 20,91 38,95, + 19,67 42,04, + 24,69
Creatinémia (mg/dl) 0,58 + 0,10 0,58,+0,11 0,58, + 0,09 0,59,+0,1 0,57,+0,1
Leptina (ng/dl) 6,44 + 6,44 4,29, +5,14 12,12, + 6,11 7,62, + 6,44 5,26, + 6,16

*De acordo com os cut-offs da World Obesity/Policy & Prevention. n: Nimero de criancas; DP: desvio padrédo; CT: colesterol total; HDL-c: Lipoproteina de elevada densidade; LDL-c: Lipoproteina de
baixa densidade: LDLox: Fragéo oxidada da LDL; TG: triglicéridos; HOMA-IR: Homeostatic Model Assessment for Insulin Resistance; Apo: apolipoproteina; IA: Indice aterogénico [(TC-HDL-c) x apo
B)/(HDL-c x apo A).

Os valores na mesma linha e subtabela que ndo compartilham o mesmo subscrito sdo estatisticamente diferentes com resultado p < 0,05 no teste t para médias de colunas independentes (indicadas
a negrito).
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8.2.2.2. Corpuléncia Normal e Dislipidémia

Tal como no estudo global 26, também nesta amostra se verificam criancas com corpuléncia
normal mas que ja apresentam dislipidémia (tabela 18). De facto, cerca de 47% (67 em
143) apresentam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) para todos os
parametros do perfil lipidico excetuando os TG; contudo, o indice aterogénico apesar de
estar aumentado neste grupo, ainda ndo apresenta alteracdo estatisticamente significativa.
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Tabela 18 - Caracteristicas bioquimicas entre grupos corpuléncia IOTF e por grupos com e sem dislipidemia.

Corpuléncia normal*

Excesso peso/obesidade®

Sem dislipidemia

Com dislipidemia

Sem dislipidemia

Com dislipidemia

n=76 n =67 n=29 n=29
Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP
Glicémia (mg/dl) 81,22,+£9,41 82,38,+ 10,46 84,03,+ 7,49 82,03,+ 6.25
Insulinémia (uU/ml) 2,80,+ 1,47 3,45,+ 2,83 5,87.% 5,40 5,54, 3,28
HOMA-IR 0,56, = 0,26 0,71,+ 0,59 1,16,% 0,96 1,12,+ 0,62
LDL-c (mg/dl) 79,072+ 13,67 109,55p + 19,38 83,59+ 17,01 123,00p + 19,13
LDLox (mU/L) 5,92,+ 1,36 6,46, 1,64 6,902+ 1,39 8,07p+ 1,61
HDL-c (mg/dl) 56,432+ 9,69 66,79, + 11,98 52,862+ 9,12 54,38,+ 11,83
CT (mg/dl) 147,622+ 13,91 192,35p + 18,05 147,102+ 15,72 194,55, + 20,31
CT/HDL 2,692+ 0,53 2,97+ 0,60 2,852+ 0,50 3,71, £ 0,72
LDL-c/HDL-c 1,47.+0,48 1,72p+ 0,56 1,652+ 0,51 2,38, + 0,65
TG (mg/dl) 55,00, + 20,41 62,00,+ 27,03 67,482+ 20,77 87,861 + 33,83
Apo A1l (g/L) 1,28, 0,18 1,47+ 0,20 1,20,%£ 0,21 1,32,£0,23
Apo B (g/L) 0,632+ 0,09 0,81p+ 0,12 0,672+ 0,10 0,90+ 0,11
Apo B/Apo Al 0,502+ 0,14 0,57p+ 0,15 0,582+ 0,16 0,71p+ 0,15
LDL-c/Apo B 126,03a+ 11,88 135,30p+ 11,62 123,95+ 10,79 136,27p+ 11,28
I.A. 0,91,+ 0,62 1,12,+0,61 1,15, 0,61 1,99, + 0,92
Leptina (ng/dl) 4,00, 5,20 4,59,+ 5,17 11,53.+ 6,38 12,63.+ 6,03

*De acordo com os cut-offs da World Obesity/Policy & Prevention. n: Nimero de criancas; DP: desvio padrdo; CT: colesterol total; HDL-c: Lipoproteina de elevada densidade; LDL-c: Lipoproteina de
baixa densidade: LDLox: Fragdo oxidada da LDL; TG: triglicéridos; HOMA-IR: Homeostatic Model Assessment for Insulin Resistance; Apo: apolipoproteina; IA: indice aterogénico [(TC-HDL-c) x apo
B]/(HDL-c x apo A).

Os valores na mesma linha e subtabela que ndo compartilham o mesmo subscrito séo estatisticamente diferentes com resultado p < 0,05 no teste t para médias de colunas independentes (indicadas

a negrito).
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8.2.2.3. Diferencas bioguimicas entre os grupos com e sem dislipidémia

No grupo que apresenta dislipidémia, a maioria dos parametros bioquimicos que foram
analisados encontram-se aumentados nos individuos que apresentam excesso
peso/obesidade (excetuando glicémia, colesterol total e o indice Aterogénico).

No grupo sem dislipidémia os valores bioquimicos significativamente diferentes entre os
grupos IOTF sao a insulina, 0o HOMA-IR e os TG, assim como os valores de Apo B, a relacdo
Apo B/Apo Al e a leptina (tabela 19).
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Tabela 19 - Caracteristicas bioquimicas entre grupos com e sem dislipidemia e por grupos corpuléncia IOTF.

Sem dislipidemia Com dislipidemia
Corpuléncia normal® Excesso peso/obesidade* Corpuléncia normal® Excesso peso/obesidade*
n=76 n=29 n =67 n=29
Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP
Glicémia (mg/dl) 81,22, +9,41 84,03, + 7,49 82,38, + 10,46 82,03, + 6,25
Insulinémia (LU/ml) 2,80a £ 1,47 5,87 £ 5,40 3,452 £ 2,83 5,54, + 6,25
HOMA-IR 0,564 = 0,26 1,16p £ 0,96 0,71a £ 0,59 1,12, £ 0,62
LDL-c (mg/dl) 79,07, + 13,67 83,59, £17,01 109,55a + 19,38 123,005 + 19,13
LDLox (mU/L) 5,92, +1,36 6,46, £ 1,64 6,902 +1,39 8,07, £1,61
HDL-c (mg/dl) 56,43, + 9,69 52,86, +9,12 66,792+ 11,98 54,38, + 11,83

CT (mg/dl) 147,62, + 13,91 147,10, + 15,72 192,35, + 18,05 194,55, + 20,31
CT/HDL 2,69, + 0,53 2,85, + 0,50 2,97a +0,60 3,715+ 0,72
LDL-c/HDL-c 1,47, +0,48 1,65a + 0,51 1,72a + 0,56 2,38y + 0,61
TG (mg/dl) 55,00 + 20,41 67,48 + 20,77 62,00 + 27,03 87,86p + 33,83
Apo A1l (g/L) 1,28,+0,18 1,20, +0,21 1,47,+0,20 1,325+ 0,23
Apo B (g/L) 0,63a + 0,09 0,675.0,10 0,812 +0,12 0,90, + 0,11
Apo B/Apo Al 0,50a + 0,14 0,585 + 0,16 0,57a+0,15 0,71, 0,15

LDL-c/Apo B 126,03, + 11,88 123,95, + 10,79 135,30, = 11,62 136,27, + 11,28
LA. 0,91, + 0,62 1,15, £ 0,61 1,12, £ 0,61 1,99, £ 0,92
Leptina (ng/dl) 4,002 + 5,20 11,53, £ 6,38 4,59, + 5,17 12,63y + 6,03

*De acordo com os cut-offs da World Obesity/Policy & Prevention. n: Nimero de criancas; DP: desvio padrédo; CT: colesterol total; HDL-c: Lipoproteina de elevada densidade; LDL-c: Lipoproteina de
baixa densidade: LDLox: Fracdo oxidada da LDL; TG: triglicéridos; HOMA-IR: Homeostatic Model Assessment for Insulin Resistance; Apo: apolipoproteina; IA: Indice aterogénico [(TC-HDL-c) x Apo
B]/(HDL-c x Apo Aj).

Os valores na mesma linha e subtabela que ndo compartilham o mesmo subscrito séo estatisticamente diferentes com resultado p < 0,05 no teste t para médias de colunas independentes (indicadas
a negrito).
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8.2.2.4. Antropometria e quantificacdo de citoquinas

Se nos reportarmos aos valores das concentragdes no soro das citoquinas analisadas, ndo

se observam diferencas significativas em rela¢éo ao género (p>0,05) e igualmente no que diz

respeito a corpuléncia nos dois grupos considerados com excecdo do IFN-y, cujo valor é ja

significativamente diferente (p<0,05). entre corpuléncia normal e excesso de peso (tabela

20).

Tabela 20 - Quantificagdo citoquinas da populagdo em estudo

IOTF* Género
Corpuléncia Excesso - .
Total normal peso/obesidade Feminino Masculino
n=201 n=143 n=58 n=101 n=104
Média + DP  Média + DP Média = DP Média = DP Média + DP
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
IL-2 0,06 £ 0,26 0,072+ 0,28 0,052+ 0,21 0,072+ 0,26 0,06a% 0,27
)]
©
s IL-6 0,83 £ 2,05 0,83a%+2,34 0,84a+ 1,07 0,80.+1,03 0,85a*2,68
S
£
I IFN-y 1,11 + 2,62 0,78.+1.72 1,96, + 3,99 1,162+ 2,60 1,092+ 2,67
c
TNF-a 0,24 +1,20 0,282+ 1,41 0,132+ 0,31 0,35a+ 1,53 0,132+ 0,70
2 IL-4 0,00 + 0,02 0,002+ 0,02 0,012+ 0,03 0,002+ 0,03 0,002+ 0,01
& IL-10 0,47+1,00 0,442%+1,01 0,522+ 0,98 0,57a+0,98 0,382%+0,99
IS

*De acordo com os cut-offs da World Obesity/Policy & Prevention. n — Namero de crian¢as; DP: desvio padréo.

Nota: os valores na mesma linha e subtabela que ndo compartilham o mesmo subscrito séo bastante diferentes em p< 0,05
no teste de igualdade de duas etapas para médias de coluna (indicadas a negrito).. Células sem nenhum subscrito nao sao
incluidas no teste. Os testes consideram variancias iguais.
1. Os testes séo ajustados para todas as comparagdes entre pares em uma linha de cada subtabela mais interna usando a

correcao Bonferroni.
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8.2.2.5.

Comparacdo da expressdao de citoguinas com 0S qrupos de

corpuléncia

N&o parece existir qualquer diferenga entre os valores logaritmizados da expresséo das

citoquinas analisadas com o0s grupos de corpuléncia da amostra que apresentam ou nao

dislipidémia (tabela 21).

Tabela 21 - Correla¢des de Citoquinas com 0s grupos de corpuléncia que apresentam ou néo dislipidémia

Corpuléncia normal*

Excesso peso/obesidade*

Sem dislipidemia

Com dislipidemia

Sem dislipidemia

Com dislipidemia

n=76 n=29 n =67 n=29
Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP
log IL-2 -1,82a+0,56 -1,93a+ 0,037 -1,89a+ 0,42 -1,742+ 0,67
(2]
o]
:g log IL-6 -0,93.+ 1,04 -0,512+ 1,01 -1,15a+ 1,02 -1,142+ 1,07
©
€
g log IFN-y -1,192+ 1,12 -0,80a + 1,27 -1,50a+ 0,95 -1,322+ 1,17
c
log TNF-a -1,722+ 0,75 -1,56a2% 0,80 -1,79a+ 0,62 -1,722+ 0,68
a log IL-4 -1,972+£ 0,16 -1,952+ 0,25 -1,982+ 0,14 -1,90a+ 0,41
L9
gt
< j_f log IL-10 -1,172+ 0,97 -0,882+ 0,91 -1,252+ 0,94 -1,042+ 1,06
c

*De acordo com os cut-offs da World Obesity/Policy & Prevention. n — Namero de criangas. DP — desvio padréo.

Nota: os valores na mesma linha e subtabela que ndo compartilham o mesmo subscrito sdo bastante diferentes
em p< ,05 no teste de igualdade de duas etapas para médias de coluna. Células sem nenhum subscrito ndo sao
incluidas no teste. Os testes consideram variancias iguais.
1. Os testes sdo ajustados para todas as comparagdes entre pares em uma linha de cada subtabela mais interna
usando a correcao Bonferroni.
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8.2.2.6.

Comparacao da expressao de citoguinas dos grupos da amostra que

apresentam ou ndo dislipidémia e por grupos de corpuléncia

Observa-se uma Unica diferenca significativa que parece existir entre estes dois grupos

(p<0,05), negativa, e diz respeito a expressao de IL-6 nos individuos sem dislipidémia entre

0s grupos de corpuléncia normal e excesso de peso/obesidade (tabela 22).

Tabela 22 - Correlac¢des entre grupos com e sem dislipidémia por grupos IOTF com Citoquinas

Sem dislipidemia

Com dislipidemia

Corpuléncia Excesso Corpuléncia Excesso
normal* peso/obesidade* normal* peso/obesidade*
n=76 n=67 n=29 n=29
Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP
log IL-2 -1,822+ 0,56 -1,932£ 0,37 -1,892% 0,42 -1,74a+ 0,67
(2]
©
5 log IL-6 -0,93a% 1,04 -0,51,£1,01 -1,15,+ 1,02 -1,14,+ 1,07
T
£
I log IFN-y -1,19.+£ 1,12 -0,80a% 1,27 -1,50a £ 0,95 -1,32a+ 1,17
c
log TNF-a -1,722%£0,75 -1,56a+ 0,80 -1,79a% 0,62 -1,722+ 0,68
a - +
;g log IL-4 -1,972+0,16 -1,952+ 0,25 -1,98.+0,14 1,90.+0,41
5 g
< & log IL-10 -1,172+£ 0,97 -0,882+£ 0,91 -1,252+ 0,94 -1,04a+ 1,06
c

*De acordo com os cut-offs da World Obesity/Policy & Prevention. n — Ntimero de criancas. DP — desvio padréo.

Nota: os valores na mesma linha e subtabela que ndo compartilham o mesmo subscrito sdo bastante diferentes
em p< 0,05 no teste de igualdade de duas etapas para médias de coluna. Células sem nenhum subscrito ndo sao
incluidas no teste. Os testes consideram variancias iguais.
1. Os testes sdo ajustados para todas as comparag6es entre pares em uma linha de cada subtabela mais interna

usando a correcao Bonferroni.
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8.2.2.7. Antropometria e Monoécitos Mon 1,2e 3

A caracterizacdo dos mondcitos foi efetuada segundo os critérios anteriormente definidos e a
analise dos resultados revela que a maioria dos mondcitos circulantes, quer quando
analisados sob o ponto de vista da corpuléncia ou do género, pertencem ao grupo Mon 1
(quer dizer, sdo CD14/CD16%); o grupo que esta seguidamente mais representado é o
denominado como Mon 2 (CD14*/CD16") e também aqui ndo se verificam diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos de corpuléncia e de género. O mesmo se
verifica em relacéo ao grupo de monacitos representado em minoria — Mon 3 (CD147/CD16*)
(tabela 23).

Tabela 23 — Proporgdes das populacdes de mondcitos Mon 1, 2 e 3, como indicado, no total de células CD14+

IOTF* Género
Total Corpuléncia Excess_o Feminino Masculino
Normal peso/obesidade
n=201 n=143 n=58 n=101 n=104

Média (%) + DP

Média (%) + DP

Média (%) + DP

Média (%) + DP

Média (%) + DP

Mon 1 76,42 + 16,5 75,71a+ 17,32 78,17a %+ 14,28 75,572+ 18,43  77,39a+ 14,08
Mon 2 16,64 + 16,44 17,282+ 17,24 15,072+ 14,31 17,47.+ 18,4 15,564 * 14,05
Mon 3 1,17+ 0,88 1,192 +0,93 1,11.+0,76 1,212+0,92 1,13.+0,83

*De acordo com os cut-offs da World Obesity/Policy & Prevention. n — Nimero de criancas. DP — desvio padr&o.

Nota: os valores na mesma linha e subtabela que ndo compartilham o mesmo subscrito sdo bastante diferentes em p<
0,05 no teste de igualdade de duas etapas para médias de coluna. Células sem nenhum subscrito ndo séo incluidas no
teste. Os testes consideram variancias iguais.
1. Os testes séo ajustados para todas as comparagOes entre pares em uma linha de cada subtabela mais interna usando
a corregdo Bonferroni..
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8.2.2.8. Antropometria e Monoécitos M1 — M2

Se fizermos a analise sob o ponto de vista da caracterizacao tipo M1 (CD163/CD206) e tipo
M2 (CD163*/CD206", ou CD163/CD206* ou CD163*/CD206Y), verifica-se que a maioria dos
mondcitos circulantes séo do tipo M2, néo se verificando também diferencas estatisticamente

significativas quer entre os grupos de corpuléncia, quer entre os géneros (tabela 24).

Tabela 24 - Proporg6es das popula¢des de mondcitos M1, M2 e M1/M2, como indicado, no total de células CD14+

IOTF* Género

Total Corpuléncia Excess_,o Feminino Masculino
Normal peso/obesidade

n=201 n=143 n=58 n=101 n=104

Média (%) + DP Média (%) + DP Média (%) +DP  Média (%) + DP  Média (%) + DP

M1 12,53 +14,04 12,87a+15.37 11,69a+10,11 11,952+ 13,85 13,00a = 14,07
M2 75,07 +15,09 73,95a+16,41 77,87a%10,83 75,87a% 15,39 74,722 + 14,69
M1/M2 0,34 +£1,40 0,41a £ 1,65 0,172+ 0,20 0,34a + 1,47 0.33a+1.30

*De acordo com os cut-offs da World Obesity/Policy & Prevention. n — Nimero de ctiancas. DP — desvio padr&o.
Nota: os valores na mesma linha e subtabela que nao compartilham o mesmo subscrito sdo bastante diferentes em p< 0,05
no teste de igualdade de duas etapas para médias de coluna. Células sem nenhum subscrito ndo séo incluidas no teste. Os

testes consideram variancias iguais.
1. Os testes séo ajustados para todas as comparagdes entre pares em uma linha de cada subtabela mais interna usando a

correcao Bonferroni..

156



8.2.2.9. Comparacao das populacdes de monocitos Mon 1,2e 3e M1 - M2 com

0s grupos de corpuléncia e por dislipidémia

N&do parece existir qualquer diferenca da expressao das populacbes de mondcitos

consideradas nos grupos em andlise (tabelas 25 e 26).

Tabela 25 - Monécitos Mon 1, Mon 2 e Mon 3, por grupos com e sem dislipidémia e grupos IOTF

Sem dislipidemia Com dislipidemia
Corpuléncia normal Excess_o Corpuléncia normal Excesso peso/obesidade
peso/obesidade
n=76 n=29 n=67 n=29

Média (%) + DP Média (%) + DP Média (%) + DP Média (%) + DP
Mon 1 74,004 + 19,33 77,982+ 12,66 77,66a + 14,61 78,372+ 15,91
Mon 2 19,03, £ 19,55 15,952+ 11,94 15,28a + 14,05 14,21, + 16,45
Mon 3 1,282+ 1,00 1,062+ 0,78 1,092+ 0,85 1,162+ 0,74

*De acordo com os cut-offs da World Obesity/Policy & Prevention

Nota: os valores na mesma linha e subtabela que ndo compartilham o mesmo subscrito sdo bastante diferentes
em p< 0,05 no teste de igualdade de duas etapas para médias de coluna. Células sem nenhum subscrito ndo sao
incluidas no teste. Os testes consideram variancias iguais.

1. Os testes sdo ajustados para todas as comparacdes entre pares em uma linha de cada subtabela mais interna
usando a correcdo Bonferroni.

Tabela 26 - Mondcitos M1 e M2 por grupos com e sem dislipidémia e grupos IOTF

Sem dislipidemia Com dislipidemia
Corpuléncia normal Excess_o Corpuléncia normal Excesso peso/obesidade
peso/obesidade
n=76 n=29 n==67 n=29

Média (%) + DP Média (%) + DP Média (%) + DP Média (%) + DP
M1 12,854 £ 14,78 9,89a+ 7,40 12,902 + 16,13 13,44, + 12,05
M2 74,432+ 15,83 80,684 + 8,67 73,402+ 17,15 75,154 + 12,12
M1/M2 0,382+ 1,50 0,132+ 0,12 0,442 +1,81 0,212+ 0,26

*De acordo com os cut-offs da World Obesity/Policy & Prevention

Nota: os valores na mesma linha e subtabela que ndo compartilham o mesmo subscrito sdo bastante diferentes
em p< 0,05 no teste de igualdade de duas etapas para médias de coluna. Células sem nenhum subscrito ndo séo
incluidas no teste. Os testes consideram variancias iguais.

Os testes sdo ajustados para todas as comparagfes entre pares em uma linha de cada subtabela mais interna
usando a correcao Bonferroni
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8.2.2.10. Correlacdes entre antropometria e niveis de citoguinas

Observa-se uma correlacdo muito positiva (p<0,01) entre os valores antropométricos peso
(r=0,249), IMC (r=0,223), zIMC (r=0,194), Perimetro Abdominal (r=0,191), com a
concentracdo no soro da citoquina pré-inflamatoria IFN-y.

N&o se encontraram mais correlagdes positivas entre antropometria e citoquinas (tabela 27).

Tabela 27 - Correlagdes entre antropometria e bio impedancia com citoquinas inflamatérias e ndo inflamatdrias

Citoquinas

Inflamatérias N&o inflamatoérias

IL-2 IL-6 TNF-a IFN-y IL-4 IL-10

Peso -0,057 0,033 -0,114 0,249% -0,020 -0,010
Estatura 0,008 -0,025 -0,104 0,128 -0,046 0,026
IMC -0,070 0,037 -0,099 0,223* 0,034 -0,017
ZIMC_IOTF -0,077 0,050 -0,107 0,194* 0,010 -0,018
Perimetro Abdominal -0,055 0,044 -0,078 0,240** 0,042 0,014
Zﬁg?rﬁtirnoal [Estatura -0,053 0,038 -0,048 0,191* 0,096 0,019
Massa Gorda -0,130 0,064 -0,040 0,113 0,013 -0,151

Teste de Correlagcdo de Pearson

* Correlacbes estatisticamente significativas no nivel p<0,05; ** Correlacbes estatisticamente
significativas no nivel p<0,01.
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8.2.2.11. Correlacdes entre expressdo de citoguinas e parametros bioquimicos

No que que respeita as correlacbes entre os valores dos parametros bioquimicos e a
expressdo de citoquinas, encontrou-se correlacdo positiva (p<0,05) entre o valor da
insulinémia e de TG com os valores do IFN-y (r=0,190 e r=0,151, respetivamente); esta
citoquina também esta correlacionada mas negativamente (p<0,05) com os valores dos
parametros LDL-c (r=-0,154), CT (r=-0,149) e Apo B (r=-0,139).

Quanto as restantes citoquinas, ndo se observaram associagdes significativas, com excecéo
de uma correlagcdo negativa (p<0,05) da IL-2 com a relacdo Apo B/Apo A1(r=-0,153) e outra,
também negativa, entre a IL-4 e a mesma relacdo Apo B/Apo A (r=-0,171) (tabela 28).

Tabela 28 - Correla¢des entre Bioquimica e citoquinas inflamatérias e ndo inflamatorias

Citoquinas

Inflamatérias N&o inflamatorias

IL-2 IL-6 TNF-a IFN-y IL-4 IL-10

Glicémia (mg/dl) 0,002 0,054 -0,127 -0,078 0,023 -0,005
Insulinémia (uU/ml) -0,066 -0,013 -0,036 0,190* -0,070 0,041
HOMA-IR -0,070 -0,012 -0,037 0,116 -0,063 0,113
LDL-c (mg/dl) -0,067 -0,088 -0,091 -0,154* -0,117 -0,047
Fracdo Oxidada LDL (mU/L) 0,062 0,022 -0,246 -0,138 -0,149 0,102
HDL-c (mg/dl) 0,001 -0,068 -0,037 -0,093 0,037 -0,075
CT (mg/dl) -0,039 -0,110 -0,105 -0,149* -0,085 -0,068
CT/HDL-c -0,031 -0,032 -0,048 -0,011 -0,067 0,017
LDL-c/HDL-c -0,049 -0,034 -0,045 -0,038 -0,73 0,008
TG (mg/dl) -0,129 -0,089 -0,037 0,151* -0,037 -0,021
Apo Al (g/L) 0,101 -0,036 -0,034 -0,075 -0,044 -0,046
Apo B (g/L) -0,107 -0,096 -0,111 -0,139*% -0,066 -0,067
Apo B/Apo Al -0,153* -0,050 -0-065 -0,029 -0,004 -0,018
LDL/Apo B 0,064 -0,029 0,008 -0,156* -0,171* 0,010
indice Aterogénico (IA) -0,086 -0,024 -0,045 -0,026 -0,006 -0,008
Leptina (ng/dl) -0,032 0,001 -0,069 0,121 0,003 0,035

Teste de Correlacao de Pearson
* Correlagbes estatisticamente significativas no nivel p<0,05; ** Correlagbes estatisticamente
significativas no nivel p<0,01.
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8.2.2.12. Correlacoes das diferentes expressées de monocitos com 0sS

parametros bioguimicos

No que diz respeito a expressdo de mondcitos Mon 1, 2 e 3 e os valores dos parametros
bioguimicos, podemos identificar correlagcbes significativas, positivas (p<0,05) entre a
relacdo Apo B/Apo A;ie a expressao de Mon 2 (r=0,180), assim como entre os valores do
IA e as populacbes Mon 1 (r=0,162) e Mon 2 (r=0,184) (p<0,05). Verifica-se também um
correlagéo significativa (p<0,05) mas negativa, entre os valores da relacdo Apo B/Apo A e
a populacédo de mondécitos Mon 1 (r=-0,167).

No respeitante a expressdo de mondcitos M1 - M2, identificam-se correlacBes
significativas (p<0,05), mas negativas, entre os valores de TG e a M1 (r=-0,174) e dos
valores de Apo A; com M2 (r=-0,183). Por outro lado, existe correlacdo significativa
(p<0,05) mas positiva, entre os valores do IA e a expressdo e mondcitos M1 (r=0,164) e
ao racio M1/M2 (r=0,184), assim como do valor da leptina com M1 (r=0,194) (tabela 29).

Tabela 29 - Correlacdes das diferentes expressdes de mondcitos com os parametros bioquimicos

Mondcitos

Mon1l Mon2 Mon3 %M1 %M2 M1/M2
Glicémia (mg/dl) 0,082 -0,054 -0,043 -0,106 0,040 -0,045
Insulinémia (uU/ml) -0,016 0,004 0,021 0,088 -0,141 0,055
HOMA-IR 0,044 -0,066 -0,008 -0,003 -0,051 0,006
LDL-c (mg/dl) 0,026 -0,041 -0,046 0,083 -0,049 0,033
HDL-c (mg/dl) 0,113 -0,113 0,001 -0,079 0,038 -0,048
Colesterol Total (mg/dl) 0,054 -0,070 -0,017 0,047 -0,061 0,000
Colesterol Total/HDL -0,088 0,070 0,009 0,117 -0,104 0,037
Colesterol LDL/HDL -0,066 0,051 -0,009 0,111 -0,078 0,048
Triglicéridos (mg/dl) -0,010 -0,019 0,001 -0,174* -0,045 0,016
APO Al (g/L) 0,101 -0,135 0,064 0,018 -0,183* -0,031
APO B (g/L) -0,011 0,002 -0,025 0,097 -0,047 0,013
APO B/APO Al -0,167* 0,180* -0,026 0,128 0,006 0,153
LDL/APO B 0,101 -0,116 -0,094 0,014 -0,042 0,060
indice Aterogénico (IA) 0,162* 0,184* -0,069 0,164* -0,137 0,184*
Fracdo Oxidada LDL (mU/L) 0,044 -0,066 -0,008 -0,003 -0,051 0,006
Leptina (ng/dl) -0,077 0,078 0,020 0,194* -0,143 0,030

Teste de Correlagdo de Pearson
* Correlagbes estatisticamente significativas no nivel p<0,05; ** Correlagbes estatisticamente
significativas no nivel p<0,01.
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8.2.2.13. Correlacdo das subpopulacdes de monécitos com a expressao de

citoquinas inflamatérias e anti-inflamatorias

Verifica-se uma correlacéo significativa (p<0,05), negativa (r=-0,543), entre a expressao de

IL-2 e de Mon 1.

No que diz respeito a correlagdo entre a expressao de citoquinas e a marcagdo de mondcitos

M1 — M2, verifica-se uma corelagdo positiva significativa entre o IFN-y com M1 (r=0,273) e

o racio M1/M2 (r=0,252); pelo contrario, existe evidéncia de correlagdes muito significativas
(p<0,01), negativas, entre 0 TNF-a e M1 (r=-0,369) e entre a IL-10 com a expressao de

monécitos M1 (r=-0,299) e o racio M1/M2 (r=-0,290) (tabela 30).

Tabela 30 - Correlacéo entre tipo de ativacdo de mondcitos e tipo de citoquina

Mondcitos
Mon 1 Mon 2 Mon 3 M1 M2 M1/M2
9 IL-2 -0,543* 0,587* 0,316 -0,479 -0,307 -0,457
‘{‘35 IL-6 -0,064 -0,002 -0,120 -0,036 -0,058 -0,028
S
% IFN-r -0,081 -0,072 -0,156 0,273* -0,102 0,252*
- TNF-a -0,110 -0,091 -0,264 -0,369* 0,073 -0,325
o § @ IL-4 0,065 -0,078 -0,539 -0,518 -0,748 -0,482
W © =
< =2 IL-10 0,022 -0,082 -0,166 -0,299** 0,002 -0,290%*

Teste de Correlagdo de Pearson
* Correlagbes estatisticamente
significativas no nivel p<0,01

significativas no nivel p<0,05; ** Correlagcdes estatisticamente
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9. DISCUSSAO

9.1. DOENCAS CARDIOVASCULARES

Segundo a OMS, as Doencgas Cardiovasculares (DCV) provocam, em cada ano, 3,9 milhdes
de mortes na Europa e mais de 1,8 milhdes na Unido Europeia (EU), (45% e cerca de 37%
respetivamente). Sao consideradas a principal causa de mortalidade no sexo masculino em
12 paises da EU e a principal no sexo feminino em todos exceto em 2 1%,

No que respeita & morbilidade das DCV e considerando os anos de vida ajustados por
incapacidade (DALYSs) estes tém vindo a diminuir na maioria dos paises europeus na ultima
década, embora ainda sejam responsaveis pela perda de 64 milh6es de DALYs em toda a
Europa e cerca de 26 milhdes na EU. De referir que dos DAYLYs perdidos por todas as
patologias, as DCV representam cerca de 1/4 na Europa e 1/5 na UE 109,

E bem conhecida a existéncia de varios fatores de risco associados & génese das DCV. Para
além dos predisponentes, estes estdo habitualmente associados ao estilo de vida, em que os
fatores alimentares, como consumo de gordura/energia e a inatividade fisica concorrem
também para uma elevada prevaléncia da obesidade por todo o Mundo 37138,

Refira-se que as DCV tém como fator comum a existéncia de um processo inflamatério crénico
na origem do aparecimento da lesédo aterosclerética, a qual é resultante da participacao das
células da parede dos vasos arteriais e igualmente de células do S| **°. E ainda influenciada
por fatores genéticos bem como pela hemodinamica circulatéria, com participagédo do perfil
lipoproteico 140 141,

Estes fendbmenos sdo grandemente afetados pela existéncia de um certo nimero de doencas
cronicas como a obesidade, diabetes, doengas autoimunes e doenca renal cronica, entre

outras, que também apresentam um processo inflamatério crénico 42,

9.2. OBESIDADE

A prevaléncia do excesso de peso/obesidade tomou proporcdes epidémicas nas Ultimas
décadas. Dados da OMS referem que em 2016, os valores da obesidade tinham triplicado
desde 1975 e que 1,9 bilides de adultos teriam excesso de peso. Destes, 650 milhGes eram
obesos 2,

A prevaléncia de criancas e adolescentes com excesso de peso/obesidade tem também
aumentado em todo o Mundo *3, A OMS refere que mais de 340 milhdes de criancas e
adolescentes dos 5 aos 19 anos apresentavam excesso de peso ou obesidade em 2016 12,
Na Europa, estudos recentes sobre obesidade infantii demonstram que a prevaléncia de
obesidade grave varia bastante entre os paises, sendo os valores mais elevados no sul da
Europa. De acordo com a definicdo da OMS, a obesidade grave varia de 1,0% nas criancas
suecas e moldavas a 5,5% em criangas maltesas. A prevaléncia foi geralmente mais alta entre

0 sexo masculino do que no feminino. Em muitos paises, 1 em cada 4 criancas obesas seriam
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severamente obesas. Aplicando as estimativas de prevaléncia baseadas na definicdo da OMS
a toda a populacdo de criancas de 6 a 9 anos em cada pais, cerca de 398.000 seriam
severamente obesas nos 21 paises europeus. A tendéncia entre 2007 e 2013 e a analise por
idade da crianca ndo mostraram um padrao claro. Valores para Portugal estimaram que cerca
de 36% das criancas da idade analisada (7 anos) eram obesas (~24% com excesso de peso,
~8% com obesidade e 3,4% com obesidade severa) 44,

Das criancas da nossa amostra, 28,9% apresentavam excesso de peso/obesidade, e que

0 sexo feminino apresenta uma taxa de sobrepeso/obesidade ligeiramente superior -
33,7,0% - em relacdo aos individuos masculinos, que é de 24,3%. Estes resultados
enquadram-se nos obtidos na amostra de estudo global em que, das 5514 criancas avaliadas
6,2% tinham baixo peso, 66,1% tinham corpuléncia normal e 27,6% tinham excesso de
peso, sendo que 6,9% eram obesas 16,

9.3. DOENCA CARDIOVASCULAR E OBESIDADE

A ligacao entre obesidade e aterosclerose vai muito para além da sobreposi¢éo da incidéncia
e da associagdo com risco cardiovascular, apresentando também vias fisiopatoldégicas em
comum, uma vez que ambas possuem na sua génese o armazenamento de lipidos; por esse
motivo acompanham-se de forma subjacente de um processo inflamatoério crénico,
caracterizado pela ativacdo da imunidade inata e adaptativa 43145, Em ambas as patologias,
portanto, um dos fatores comuns é a dislipidémia (TG no TA e ésteres de colesterol no
ateroma). O conhecimento fisiopatologico da associacao entre hiperlipidemia e aterosclerose
tem vindo a evoluir, mas apesar das evidéncias contemporéneas demonstrarem a existéncia
de outros fatores, os dados estatisticos da andlise populacional durante o ultimo século
(observacédo e andlise de dados experimentais) reforcam e apoiam o0 peso da obesidade na
origem duma dislipidemia, que por sua vez desempenha um papel importante na aterogenese,
situacdo de base para o desenvolvimento de muitas DCV 30146,

A obesidade infantil ndo provoca normalmente desde logo, alteragédo do estado de saude que
seja incapacitante. Também na aterosclerose e apesar da evidéncia do seu aparecimento
muito precoce 4718 apenas na idade adulta se verificam os sintomas deletérios que
provocam DCV. Tal justifica que, havendo a possibilidade de analisar
antropométrica/bioquimicamente e por bio impedancia uma populacao infantil, fosse relevante
verificar a existéncia ndo s6 dum processo inflamatério que caracteriza ambas as patologias,

mas também se é ou nédo ja notdria a ativacdo da imunidade, caracteristica na aterosclerose.

9.3.1. ATEROSCLEROSE

A compreensdo da fisiopatologia da aterogenese evoluiu substancialmente nas ultimas
décadas. Varios estudos comprovaram que a sua génese reside no armazenamento lipidico,

mas agora € reconhecida também, como uma condi¢éo inflamatdria subaguda da parede do
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vaso, caracterizada por infiltragcdo de macréfagos e células T, que interagem entre si e com
células da parede arterial. Os mecanismos patolégicos da obesidade por outro lado,
recapitulam muitas caracteristicas dos processos inflamatérios em acdo na aterosclerose *,
pelo que vérios estudos foram capazes de evidenciar a existéncia de fatores comuns entre a
génese da obesidade e aterosclerose o que permitiu promover inovacdes para o diagndstico,
prognéstico e prevencao das duas condicdes.

Estes, tém utilizado vérios modelos que iremos referir resumidamente, tentando quando
possivel correlaciond-los com os nossos dados, dando maior énfase, contudo, ao modelo

clinico, por ter sido essencialmente este o utilizado no decurso desta Tese:

- Modelos animais
- Modelos de analise de lesdes aterosclerdticas em artérias

- Modelos clinicos

9.3.1.1. Modelos animais

Utilizados para uma melhor compreensdo do processo aterosclerético, englobam tanto
pequenos (como murganhos, coelhos, ratos, etc.) como grandes (porcos ou mesmo primatas
ndo humanos) animais, sendo contudo reconhecido que ndo existe um modelo animal Unico,
pois cada um apresenta vantagens e limitages 14°.

O murganho tem sido o pequeno animal mais estudado, muito embora existam parametros
que diferem entre as duas espécies, o que como é Obvio ir4 influenciar a compreensao da
génese e da evolucdo da lesdo: nos humanos estas sdo mais frequentes a nivel das artérias
coronarias, carétidas e vasos periféricos essencialmente nas artérias iliacas, enquanto que
nos murganhos estas séo essencialmente a nivel da raiz da aorta e artérias inominadas °0:51,
A vantagem da utilizacéo deste modelo, reside no baixo custo de utilizagdo, bem como o uso
de espécies geneticamente modificadas como por exemplo as que apresentam
hipercolesterolémia por auséncia de HDL-c, ou as que se acompanham de uma “ablacdo” da
Apo E ou ainda do recetor da LDL (LDLR). De notar que, contudo, nos humanos é rara a
situacdo de existéncia de déficit de Apo E e que, pelo contrario, € relativamente frequente a
hipercolesterolémia por auséncia de LDLR %2153, Dentre de alguns dos inconvenientes da sua
utilizacao, referira-se a ndo manifestacdo do fenémeno de instabilidade da placa o qual esta
na génese do processo trombético bem como da auséncia da “capa fibrosa”, o que é
observado frequentemente na aterosclerose humana crénica 154155,

Considerando agora os trabalhos que empregam como modelo os grandes animais a sua
manutencdo bem como a sua utilizacdo é ndo s6 muito mais onerosa, como envolve um
periodo muito mais longo no desenvolvimento do complexo da lesdo, contrariamente ao que

sucede nos murganhos.

167



De um modo resumido, refira-se que quando o modelo € o porco, onde € possivel desenvolver
espontaneamente as lesGes e acelera-las utilizando uma dieta aterogénica, esta espécie é
suficientemente grande para permitir ndo sé as medicdes ndo invasivas das lesées como a
colheita de material arterial para andlise 1°¢1%’, Uma das vantagens da utilizacdo deste modelo
animal é permitir estudar as interacfes existentes entre a hemodinamica local e a resposta da
camada endotelial arterial 8. Os estudos que caracterizaram o transcriptoma endotelial das
lesbes ateroscleréticas do arco aortico, em locais sensiveis e resistentes, concluiram que era
diferente a expressdo génica nos diferentes locais *°. O modelo porcino das
hipercolesterolémias familiares demonstraram o desenvolvimento de lesdes complexas tendo
na sua génese variantes da Apo Bigo; contudo o principal inconveniente reside na diferenca
ndo s6 na composi¢do assim como no tamanho da particula LDL em resposta a dieta
aterogénica entre porcinos e o homem 26°,

O coelho como modelo animal, revelou ser o mais sensivel de todos no que respeita a
sobrecarga alimentar de colesterol 1%, Na espécie coelho branco da Nova Zelandia (NZW)
alimentado com dieta rica em colesterol, predominam as lipoproteinas remanescentes e as
lesdes sdo compostas em grande parte por células esponjosas derivadas de macréfagos 162,
Foi no coelho que o impacto das lipoproteinas de diferentes tamanhos na aterosclerose foi
estudado pela primeira vez por Duff & McMillan %3, Também nesta espécie e a semelhanca
do porco, foram identificadas diferentes linhagens com hipercolesterolémia familiar, com
diferentes géneses e que foram exaustivamente estudadas 41%5. No entanto, estes autores
afirmam que o coelho se adequa menos a manipulag¢édo genética que os murganhos.
Finalmente de referir os modelos animais utilizando primatas ndo humanos que foram muito
importantes no estudo da aterosclerose e do metabolismo das lipoproteinas ®. Foram
utilizadas varias espécies de primatas tendo em conta a maior ou menor suscetibilidade na
inducdo da lesdo 7168, Resumindo, o uso deste modelo tem a vantagem de apresentar um
metabolismo das lipoproteinas tipo humanoide, com predominancia de moléculas nao
HDL-c, e subclasses de HDL-c semelhantes as dos humanos, expressando também a
proteina de transferéncia do colesterol esterificado (CETP) %170, A possibilidade de
utilizacao destes animais, com um tipo de patologia muito semelhante a desenvolvida pelos
humanos, foi muito importante para o conhecimento nédo sé dos fatores dietéticos implicados
na aterosclerose mas também para o conhecimento da génese e do desenvolvimento das

lesbes 171,172

9.3.1.2. Modelos de andlise de lesdes ateroscleréticas em artérias

Os estudos que analisam as artérias ap0s cirurgia de revascularizacdo por endarteriectomia
sdo inumeros e habitualmente tém como objetivo comparar as diferentes subpopulacées de

monaocitos residentes nos vasos de individuos assintomaticos e sintomaticos.
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A forma como como o estudo deste material € realizado depende da finalidade do mesmo e
pode variar desde a andlise direta recorrendo a métodos imuno-histolégicos até ao
procedimento de recolha das células residentes para posterior analise in vitro recorrendo a
métodos de ativacdo/expressao.

Macrofagos M1 pré-inflamatérios foram originalmente descritos a partir de estudos
realizados na década de 1960 por Mackaness e colegas ! que demonstraram que
macrofagos murinos exibiam atividade antimicrobiana aumentada dependente de estimulos,
em resposta a infegcbes por Mycobacterium bovis, por bacilo Calmette-Guerin (BCG) ou
Listeria monocytogenes. Complementarmente, Stein et al. (1992) 1’4 demonstraram que os
macrofagos poderiam ser polarizados para um estado "alternativo" (M2) na presenca de IL-
4 e caracterizados pela expresséo do recetor de manose de macréfagos (CD206).

Na aterosclerose humana, os produtos bacterianos como lipopolissacarido (LPS) assim como
citoquinas inflamatérias (IFN-y e TNF-a), induzem os macréfagos a um estado de ativagéo
classica, referida como do tipo M1. Os principais marcadores desta ativacdo de M1 séo a
producao de IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-12, IL-23. Estas células do tipo M1 séo caracterizadas pela
alta produgédo de oxido nitrico (NO) e intermediarios de oxigénio reativo, sendo assim
nomeados pelo facto de estarem incluidos na cascata das respostas polarizadas para o tipo
Th1 5. Contrariamente as citoquinas Th2 ndo s&o simples inibidores dessa ativacao classica,
mas participam diretamente na indug&o de um fenotipo de macrofago distinto: 0 macrofagos
M2 ativado alternativamente 17417® que é principalmente funcional na remodelacéo tecidual,
angiogénese e igualmente na progresséo tumoral, ou ainda envolvido na imunorregulacdo e
reacOes alérgicas. Estas células tipicamente expressam doses elevadas de IL-10 e baixas
de IL-12 175177,

Os produtos da oxidacéo lipidica, (LDLox) funcionam como ligantes aos recetores de
eliminacéo 8. Assim, a retencdo de LDLox é reconhecida e interage com dois principais
recetores de eliminagéo a nivel dos macrofagos, tais como recetores de classe A (SR) Al/ll e
recetores de classe B (CD36). O SRAl/Il reconhece a modificacdo da proteina Apo B da
LDLox; os fosfolipidios oxidados séo reconhecidos pelo recetor CD36. Apos esta interacao,
os macréfagos séo ativados e absorvem a LDLox *7°. Assim, o complexo LDLox/CD36 induz
a sua fagocitose e a ativacdo de macrofagos adicionais, bem como podem apoiar a
participacao da LDLox ndo apenas na ativacao de macréfagos, mas também na sua retencao
180181 Para além do anteriormente exposto, os macréfagos induzem a progressdo da
inflamacao via IL-1B, TNF-a, espécies de oxigénio reativas (ROS) e metaloproteinases
181.

De referir que praticamente em todas as criancas analisadas no nosso estudo, o marcador
CD36 estava presente nos mondcitos, o que esta de acordo com Gaetano e colaboradores,

que ao analisar expressfes diferenciais de diferentes marcadores de macréfagos em

169



pacientes, ateroscleroticos sintomaticos e assintomaticos, ndo notaram qualquer diferenca na
expressdo de CD36 nos dois grupos .

Note-se que a nossa amostra é composta por criancas de 9 anos, obviamente assintométicas,
ndo se encontrando diferencas estatisticamente significativas (Tabela 24) entre os grupos
corpuléncia normal versus excesso de peso/obesidade, quando se compara a expressao de
mondcitos ativados de forma classica (M1) ou de forma alternativa (M2). Contudo, € notério
um incremento ligeiro nos valores de M2 no grupo dos individuos com excesso de
peso/obesidade. Estudos efetuados por Gaetano, e também por Bouhlel utilizando vasos
arteriais, notaram que os macréfagos M1 e M2 estavam presentes na placa aterosclerética e
que os M2 eram notdrios nos locais mais estaveis das mesmas "%, muito embora nestes
estudos ndo exista qualquer referéncia quanto a existéncia ou ndo de excesso de
peso/obesidade.

Posteriormente a Bouhlel, Finn e colaboradores *° também concluiram que a hemoglobina
desempenharia o papel de estimulo na diferenciagdo dos macréfagos a nivel das placas
ateroscleréticas. A reducdo do ferro intracelular nestes macr6fagos nédo esponjosos,
desempenharia um papel importante, pela consequente redugéo de ROS, o que impulsionaria
a transcricdo dos transportadores da cassete de ligagdo ao ATP (ABC) através da ativagéo
do recetor Xa a nivel hepatico (LXRa). A reducéo intracelular de ferro de macrofagos poderia
Ser uma via promissora para aumentar o transporte reverso do colesterol. Este estudo
efetuado em células humanas identificadas também por imuno-histoquimica, revelou que
mondacitos com a marcacao tipo M2 (CD163* e CD206%), logo do tipo anti-inflamatorio, estao
presentes em placas ateroscleréticas em regides com hemorragia ou mesmo na angiogénese.
Igualmente, resultados semelhantes mas obtidos a partir de tecidos a nivel das coronarias
com hemorragia, Boyle e colaboradores  testaram a mesma hipétese e vieram demonstrar
que existia um novo subconjunto de macrofagos associado a hemorragia antioxidante (HA-
mac) definido pela expressdo de CD163 alto e HLA-DR baixo, que seriam distintos dos
macrofagos presentes no nudcleo lipidico pré-inflamatérios. Da mesma forma Guo e
colaboradores ¥2 encontraram valores estatisticamente significativos aumentados de CD163*
(p<0,01) nos vasos que apresentavam angiogénese nas placas removidas de carétidas.
Apesar da eliminacdo da hemoglobina pelo recetor CD163 (hemoglobina-haptoglobina) se
considerar ser identificador de um fen6tipo de macréfago anti-inflamatdrio alternativo, com
auséncia de células esponjosas e habitualmente ser considerado ateroprotetor, concluiu que
estariamos perante um papel aterogénico inesperado na aterosclerose para o0s
macréfagos CD163*. Em conclusdo, nas lesdes ateroscleroticas, estes macrofagos CD163*
estao associados a progressao da placa e possivel microvascularidade.

No nosso estudo a percentagem de mondcitos M2 é ligeiramente superior no grupo com

excesso de peso/obesidade. Estes resultados, contudo, tém de ser analisados com
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prudéncia uma vez que dizem respeito a uma expressao sistémica das células, o que implica
nao se poder extrapolar resultados a partir dos trabalhos que foram apresentados, pois podem
existir fatores interferentes na sua expressao.

O modelo ex-vivo para aterosclerose humana, ndo é comparavel com experiéncias em células
in vitro. As linhas celulares podem ser facilmente armazenadas e cultivadas, mas ndo séo
fenotipica e funcionalmente idénticas as células primarias, as quais podem ser obtidas mais
facilmente por intermédio de uma regular colheita de sangue. Contudo, nas experiéncias de
cultura de células in vitro, ndo € possivel investigar a influéncia de moléculas especificas no
complexo inflamatdrio em lesGes ateroscleréticas 1%,

Assim, nos trabalhos em que foram utilizadas para anélise métodos imuno-histoquimicos para
caracterizacao de subpopula¢cdes de mondcitos em vasos arteriais, € comum socorrerem-se
da cultura dos mondcitos a partir do sangue total.

A nosso conhecimento, sdo relativamente escassos 0s estudos ex-vivo que fazem a analise
concomitante da expressao de mondcitos e de citoquinas. O trabalho ja referido de Gaetano
1 analisou a expresséo das citoquinas Th1-TNF-a, e IL-6, assim como de Th2, IL-10, e IL-
13, em individuos ateroscleréticos sintomaticos e assintomaticos a partir da expressao dos
respetivos genes por quantificagdo dos transcritos RNA em PCR Tempo Real. Os dados
obtidos demonstraram valores estatisticamente aumentados de citoquinas Thl e diminuidos
de Th2 nos individuos sintomaticos, enquanto que nos assintomaticos os resultados foram o
inverso.

Igualmente, Finn e colaboradores #, compararam a libertacdo de citoquinas a partir de
macrofagos diferenciados a partir do complexo hemoglobina/haptoglobina (Hb/Hp) versus os
tratados com IL-4 ou LPS. Os diferenciados com Hb/Hp expressaram niveis elevados de
antagonistas dos recetores de IL-10 e IL-1 (IL.-1Ra) semelhantes aos macréfagos
diferenciados por IL-4 e expressaram niveis significativamente mais elevados da proteina 1
quimioatractante de mondcitos (MCP-1) versus macréfagos de controle diferenciados com IL-
4, mas significativamente inferior aos macréfagos tratados com LPS.

Refira-se que, como ja foi anteriormente citado, 0 nosso grupo em estudo era composto
apenas por criancas assintomaticas e embora a metodologia usada para a quantificacao das
citoquinas ndo seja comparavel, ndo foram encontradas diferencas significativas na
expressao das citoquinas referidas tanto nas criangcas com corpuléncia normal como mas que

apresentavam excesso de peso/obesidade.

9.3.1.3. Modelos clinicos

9.3.1.3.1. Doenca Cardiovascular e Dislipidémia

Sao inumeros os trabalhos que associam a ocorréncia de obesidade infantil com as alteragtes

do perfil lipidico.
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Dados obtidos a partir de autépsias que fizeram parte integrante do Bogalusa Heart Study
(Newman WP et al., 1986) 1% e igualmente o Estudo de Determinantes Patobiolégicos da
Aterosclerose na Juventude (PDAY) 8518 demonstram associacdes positivas
significativas entre fatores de risco de DCV potencialmente modificaveis, como CT, LDL-c e
pressédo arterial com a presenca e a extensao das lesdes aterosclerdticas na aorta e artérias
corondrias'®.

Na componente patoldgica do Bogalusa Heart Study, a anélise epidemiol6gica a longo prazo
dos fatores de risco para DCV numa populacéo birracial, concluiu-se que criancas saudaveis
com vida ao ar livre tinham falecido devido a causas ndo - DCV84187,

Igualmente, ainda o estudo PDAY em 3.000 pessoas, de 15 a 34 anos e que morreram por
causas como acidentes e homicidios, quantificou os fatores de risco por meio da analises de
amostras de sangue colhidas post-mortem, 186188,

Estes trabalhos, confirmaram associa¢cdes positivas entre fatores de risco modificaveis
(incluindo hipertensao, tabagismo, obesidade, lipidos ndo HDL-c), com a presenca e extensao
de lesdes arteriais e associacdo negativa do HDL-C cardioprotetor com essas lesdes.

O Muscatine Study 1, trabalho observacional longitudinal marcante na compreenséo dos
fatores de risco para DCV em criangas e jovens, ao correlacionar positivamente os niveis de
CT sérico e/ou IMC medidos na infancia com a medida média da espessura da intima
das cardétidas, obtida por ecografias daqueles individuos, quando realizadas em adultos (33
aos 42 anos).

Resultados semelhantes foram observados no ja referido estudo Bogalusa: o nivel da
lipoproteina de baixa densidade (LDL-C) na infancia e o IMC previam o aumento da
espessura média da intima nas carotidas na idade adulta e provaram a ligacdo entre
exposicdes a fatores de risco incluindo LDL-C, IMC, pressdao arterial sistolica elevados, assim

como tabagismo em adolescentes dos 12 aos 18 anos com aterosclerose pré-clinica na idade

adulta 189
O Young Finns Study reafirmou a ligacdo entre exposicdes aos fatores de risco enumerados
em adolescentes de 12 a 18 anos e a aterosclerose pré-clinica na idade adulta. Os resultados
obtidos nesta coorte prospetiva de 2229 jovens adultos dos 24 a 39 anos sao relevantes,
porque os fatores de risco presentes na adolescéncia demonstraram a capacidade de prever
a espessura média da intima da carétida do adulto, independentemente da existéncia ou néo
dos fatores de risco atuais %,

Outros estudos ndo invasivos com a participacdo de adolescentes e adultos jovens, sdo
consistentes com os resultados referidos, indicando que o agrupamento dos multiplos fatores
de risco afeta adversamente a espessura meédia da intima das carétidas durante os periodos

de desenvolvimento infantil 192192,
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Em concluséo, os resultados laboratoriais/patologicos recentes e igualmente nao invasivos,
fornecem evidéncias convincentes da ligacdo entre fatores de risco estabelecidos mas
potencialmente modificAveis com o0s processos aterosclerdticos acelerados que se
verificam na adolescéncia e na idade adulta, reforcando a necessidade da prevenc¢éo primaria
se iniciar no principio da vida. Refira-se que a analise de cerca de 6000 crian¢cas mostrou uma
percentagem muito elevada e uma idade muito precoce do rebound da obesidade (a maioria
entre os 3 e 0s 4 anos), 0 que indica ja a influéncia nesta idade de fatores de risco que,
excluindo as causas genéticas serdo essencialmente de indole nutricional.

Muitos outros estudos #* 19-1% com maior ou menor complexidade associam obesidade com
as comorbilidades, desde perfil o lipidico alterado, resisténcia a insulina e sindrome
metabdlica as doencas comuns do adulto como apneia do sono, hipertensdo, doenca renal,
certos cancros e, evidentemente DCV.

Os resultados antropométricos e bioquimicos obtidos na nossa amostragem e os do
nosso estudo global ¢ 1?6 si0 obviamente quase coincidentes, com a excecdo do Perimetro
da Anca, em que, ndo existe ainda diferenca estatisticamente significativa entre os grupos de
corpuléncia considerados, provavelmente pela menor dimensédo da amostra.

Os resultados bioquimicos no estudo global e no qual se inclui a nossa amostra %,
efetuado em 1496 criancas da regido de Lisboa e Vale do Tejo, demonstrou que quando se
analisa a existéncia de fatores de risco DCV em populagfes pediatricas dever-se-a ter em
consideracdo a elevada proporcdo de criancas que possuem parametros bioquimicos
anormais, sendo importante ressalvar que a maioria dos trabalhos anteriormente publicados
e que utilizaram as criangas como pertencente ao grupo de controlo (“normais”) de acordo
com o IMC e/ou de bio impedéancia. Contudo, parece-nos importante ressalvar que 70,1% das
criangas com "IMC normal" tinham pelo menos um pardmetro bioquimico anormal e
64,8% tinham dislipidemia, o que demonstra que embora clinicamente estejam dentro do
grupo considerado “normal” (IMC), ndo o séo ja metabolicamente. Esta ou estas alteracées,
ainda ndo tém expressao fenotipica sugerindo-se assim que, estudos futuros propondo
avaliar o risco DCV em populacGes pediatricas deverdo ter em consideracdo varios
parametros antropométricos, bio impedancia e bioquimicos para excluir do grupo de
controle "normal" aqueles que possuem um ou mais parametros fora dos valores
recomendados. Esta constatacdo é de qualquer maneira reforcada por uma recomendacéo
da Associacdo Americana de Pediatria que previa ja em 2008 para determinadas condicfes
a vigilancia das criangas a partir dos dois anos *’. Para além do referido, verificou-se também
que, apenas 26,6% das criancas com sobrepeso e 18,6% com obesidade né&o
apresentavam dislipidemia, o que indica que criangas com excesso de peso (definido pelo

IMC) tém maior probabilidade de apresentar alterac8es adversas no perfil lipidico.
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Na nossa amostra, também foram encontradas diferencas estatisticamente significativas
no valor de IMC e zIMC entre os grupos de corpuléncia considerados (corpuléncia normal
versus excesso de peso/obesidade); ndo havendo, contudo, diferencas entre géneros.
Curiosamente, numa populacéo infantil de 10,8 anos, Zhu %, encontrou diferencas entre os
géneros para as variaveis antropomeétricas (Peso, Altura, IMC, Perimetro Abdominal e relacdo
Perimetro Abdominal/Perimetro Anca) mas ndo no Perimetro da Anca isolado.
Contrariamente, Maffeis e colaboradores ' num estudo semelhante, ndo encontrou
diferencas antropométricas significativas na linha de base entre os géneros, com exce¢ao do
peso.

Na nossa amostra, ndo existem diferencas significativas de género para o grupo de
corpuléncia excesso de peso /obesidade. Também Bliher e colaboradores 2°° ao analisar
véarias medi¢Bes antropométricas com marcadores de risco cardiometabdlico, num estudo
efetuado numa populac&o infantil de + 13 anos, obesa (IMC> 30), da Alemanha, Austria e
Suica, nao encontrou diferencas de género em relagdo as variaveis IMC, zIMC, Perimetro
Abdominal e relacdo Perimetro Abdominal/Altura.

Os valores das variaveis bioquimicas na nossa amostra, tanto as referentes ao perfil lipidico
como as do metabolismo da glucose, foram consentaneas com estudos semelhantes
efetuados em idéntica faixa etaria. Chang e colaboradores 2°%, em criancas dos 6 aos 13 anos,
igualmente ndo encontraram diferengas significativas da glicémia em rela¢do aos grupos de
corpuléncia; contudo, relativamente a insulina e HOMA-IR, sao ja estatisticamente diferentes
e muito significativos, verificando-se 0 mesmo na nossa amostra, com a particularidade
interessante de apresentar valores muito semelhantes. O perfil lipidico naquele estudo é,
também, muito idéntico ao das nossas amostras, ndo existindo diferencas para o valor do
CT em relagdo aos grupos de corpuléncia considerados, mas para todas as outras variaveis
incluindo as suas relacdes - LDL-c, HDL-c, LDL-c / CT, HDL-c / CT, LDL-c / HDL-c — que
sdo estatisticamente muito diferentes nos individuos com excesso de peso/obesidade. De
realcar para além do referido os valores baixos e estatisticamente significativos de HDL-
C e Apo A1 no grupo de corpuléncia com excesso de peso/obesidade, bem como, mais
elevados de LDL-c, Apo B, assim como as relagbes Apo B/Apo A1, e CT/HDL-c. Os nossos
resultados sdo praticamente sobreponiveis com estes resultados (tabela 17). Refira-se que
diferentes outros trabalhos 292203 apresentam resultados muito semelhantes com os valores
das nossas amostras.

O valor da LDLox também demonstrou na nossa andlise ser significativamente diferente entre
os grupos de corpuléncia normal e com excesso de peso/obesidade, em consentaneo
com outros estudos efetuados tanto em criancas 2°* como em adultos 2%.

A nosso conhecimento ndo existem publicagbes sobre estudos em criangcas que tivessem
aplicado o indice Aterogénico (IA) [IA = ([TC-HDL-c] x [apo B])/([HDL-c] x [apo A])] *** que
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utiizamos para a avaliacdo da relacdo entre a fracdo aterogénica (LDL-c) e anti-
aterogénica (HDL-c), pelo que ndo sdo conhecidos dados de referéncia para este indice.
Existem, porém, valores de referéncia para a populacdo adulta. Refira-se que, quando
aplicado nas nossas amostras, aparenta ter uma sensibilidade semelhante ao indice LDL-
C/HDL-c. A utilizacdo deste indice para determinacdo da fracdo aterogénica, baseou-se no
conhecimento de que os resultados por ele obtido, discriminam melhor os individuos a risco,
porque se baseia na quantidade relativa de Apo B e colesterol na LDL, assim como de Apo A
na HDL, que podem diferir 2°°. Tal podera identificar, por exemplo, individuos com risco de
DCV, ainda que apresentem valores aceitaveis de CT.

Os valores do IA por nés obtidos, foram sempre estatisticamente diferentes, aumentados,
no grupo de corpuléncia excesso de peso/obesidade. Contudo, no que apresentava
excesso_de peso/obesidade, mas ainda sem dislipidémia, o seu valor apesar de estar

aumentado, ainda néo é estatisticamente significativo (tabela 18). De qualquer forma, indica
0 aumento do risco relativo de DCV.

O teor em leptina, regulador a longo prazo do apetite e do balango energético, também esta
significativamente aumentado nos grupos de corpuléncia considerados, tal como em
estudos semelhantes, tanto em criancas 2°7?°8 como em adultos 205:209:210,

Moniz e colaboradores #* num estudo efetuado em 886 criancas (média de 9,4 anos), refere
gue 46% apresentavam pelo menos um fator de risco cardiovascular. Esta constatacéo é
compativel com os valores da nossa amostra que, comparando os perfis lipidicos entre
individuos dislipidémicos ou ndo, 47% das que apresentam corpuléncia normal (IMC) ja
possuem uma variavel do perfil lipidico alterada.

Também na nossa amostra, apesar dos valores de insulina e HOMA-IR ndo serem ainda
estatisticamente significativos, estdo aumentados no grupo com excesso de peso/obesidade,
qguer apresentem ou nao dislipidémia. A nosso ver o mais relevante, verifica-se no grupo
corpuléncia normal, em que os individuos com dislipidémia, apresentam ja valores da
insulina e HOMA-IR muito superior ao normal. Tal significa, portanto, para além do risco
cardiovascular, que existe jA um aumento nestas criancas do risco de apresentarem
resisténcia a insulina.

Para além do incremento Obvio e estatisticamente significativo do CT, as criancas
fenotipicamente normais mas dislipidémicas, apresentavam o valor de LDL-c
significativamente aumentado (tabela 18).

N&o conhecemos até a data qualquer publicacdo que faca referéncia a andlise entre os
grupos com ou sem dislipidémia por grupos de corpuléncia (tabela 19). O que parece ser
relevante nesta andlise é a expressao significativamente aumentada dos TG nas criangas sem

dislipidémia, mas gue apresentem excesso de peso/obesidade. Este incremento dos TG

reforca a nocédo dos erros nutricionais na génese da dislipidémia na infancia ?'2. Este dado
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assume particular importancia, uma vez que estudos recentes indicam que, os niveis basais
de TG predizem a mortalidade por doencas cardiovasculares dos individuos de familias
com hipertrigliceridemia familiar, assim como em individuos pertencentes a familias
com hiperlipemia familiar combinada 2'3, o que nos sugere a necessidade de se reverem

as estratégias de prevencdo a adotar 214,

9.3.1.3.2. Obesidade e Inflamacéao

N&o existem, a nosso conhecimento, estudos efetuados em criangas, que sejam exatamente
comparaveis com este trabalho no respeitante a avaliacdo de marcadores de inflamacéo e a
marcadores de monacitos.

Com excecao do INF-y, cujos valores sao significativamente diferentes entre os grupos
de corpuléncia considerados, ndo foram encontradas quaisquer outras diferencas nas
citoquinas estudadas. Utsal e colaboradores 2° num estudo efetuado em criancas de 10-11
anos, também encontrou um incremento estatisticamente significativo desta citoquina nos
individuos obesos.

Apesar de na nossa amostra ndo se ter encontrado diferenca significativa entre os grupos
de corpuléncia em relacdo ao TNF-a, Breslin e colaboradores 2%, num estudo efetuado em
criancas de aproximadamente 11 anos, encontrou niveis séricos significativamente maiores
nas com obesidade, comparativamente as normais. Contudo, neste estudo, a analise
estatistica foi efetuada dividindo as criancas em trés grupos: corpuléncia normal, sobrepeso
e com obesidade.

Schipper e colaboradores 2" encontraram, em criangas entre os 6 e 0s 16 anos encontrou
diferengas significativas para o TNF-a entre obesos e ndo obesos. Curiosamente, estes
autores verificaram, tal como nés, que os valores médios desta citoquina diminuem nos
individuos obesos, embora no nosso estudo nao seja estatisticamente significativo (tabela
20). Inversamente, Aygun e colaboradores 2%, encontraram valores aumentados desta
citoquina em criancas de aproximadamente 9 anos. Igualmente, Suéarez-Alvarez e
colaboradores 2%° trabalhando sobre mediadores de inflamacdo em adultos, também
encontraram um incremento do valor de TNF-a estatisticamente significativo em individuos
obesos adultos.

No nosso estudo, ndo obtivemos quaisquer diferencas estatisticamente significativas para os
valores das citoquinas inflamatorias IL-2 e IL-6, assim como das anti-inflamatorias IL-4 e IL-
10.

Aygun e colaboradores 2% contrariamente, notaram valores significativamente aumentados da
IL-6 e diminuidos de IL-4 nas criancas obesas, Utsal e colaboradores '° ndo notaram

diferencas na expresséao de IL-2 nem IL-10, mas sim na citoquina inflamatdéria IL-6. Carolan e
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colaboradores 28, numa populacédo infantil (12-13 anos) encontraram também valores
significativamente diferentes para os valores de TNF-a entre os grupos atras referidos.
Shmidt e colaboradores 2° em adultos obesos e ndo obesos, verificaram que o grupo dos
obesos apresentava concentracfes séricas significativamente elevadas de IL-5, IL-10, IL-12,
IL-13, IFN-y e TNF-a em compara¢ao ao grupo nao obeso.

Matia—Garcia 2%, em adultos jovens (18-30 anos), porém, ndo encontraram quaisquer
diferengas estatisticamente significativas quer para os valores de IFN-y, quer das outras
citoquinas: IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-12.

9.3.1.3.3. Obesidade e marcadores de mondcitos

N&o encontramos diferencas estatisticamente significativas (tabela 23), nos grupos de
corpuléncia considerados em funcdo da expressédo de mondécitos Mon 1 (CD14*/ CD167), Mon
2 (CD14*/CD16") e Mon 3 (CD14*/CD16").

Em todos os grupos de corpuléncia a percentagem superior de mondécitos pertencia ao grupo
considerado “classico” - Mon 1 (76%), sendo a segunda subpopulagdo os mondcitos
considerados “intermédios” — Mon 2 (17%) e por ultimo os mondcitos “nao classicos‘— Mon 3
(1,2%). Tal estda de acordo com Passlick e colaboradores 22! que ja em 1989 tinham
demonstrado existirem subconjuntos de mondcitos morfologicamente e funcionalmente
distintos: a maioria dos mondcitos circulantes é caracterizada pela expresséo superficial do
recetor LPS CD14, enquanto ndo expressa 0 recetor CD16. Recentemente, outras
publicacdes mais comprovaram estes dados 8°222-223,

Em humanos, os mondcitos cladssicos CD14**/CD16~ convertem-se em mondcitos nao
classicos CD14*/CD16** através de uma subpopulacdo intermediaria de mondcitos
CD4*"/CD16* 224225 Trabalhos mais recentes comprovam também os dados anteriormente
referidos 2%.

Apesar dos nossos resultados ndo demonstrarem ser estatisticamente significativos (tabela
23), a nossa amostra demonstra um incremento dos monécitos Mon 1 quando se
observam os valores das criancas com excesso de peso/obesidade (75,71% versus 78,17%).
De salientar que este incremento parece ser devido a custa da % Mon 2 (17,28 versus 15,07),
uma vez que a % de Mon 3 parece inalteravel. Breslin e colaboradores ?®, num estudo em
criancas, considerando apenas mondcitos Mon 1 e Mon 2, verificaram valores superiores de
Mon 1 nos obesos, comparativamente as criangas “normais”. Schipper e colaboradores 2%/,
encontraram da mesma forma um aumento significativo de mondcitos CD14* (Mon 1) nas
obesas comparativamente ao grupo de controlo. Também Rogacev e colaboradores 2?7, em
adultos obesos com aterosclerose subclinica demonstraram o aumento da percentagem
relativa desta populagdo em obesos com aterosclerose subclinica. Os mesmo autores, 228

noutro trabalho em adultos (65 anos) com histéria de eventos cardiovasculares, confirmaram
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a proporcao relativa destes leucécitos. Wildgruber e colaboradores 22°, ainda em adultos (>70
anos) com doenca arterial periférica severa, também encontra confirmaram esta percentagem
relativa.

Keustermans e colaboradores 2%°, num estudo efetuado em adultos sobre a expressdo
genética de mondcitos e a associacdo com a obesidade e a complexidade da aterosclerose,
referem que as criancas obesas apresentam um nimero maior e estatisticamente significativo
(p<0,001) de mondcitos classicos CD14**/CD16 (Mon 1), assim como, um nUumero mais
elevado de mondcitos intermédios CD14**/CD16* (Mon 2) do que as criancas do grupo
“magras”. Estes dados estdo de acordo com 0s nossos achados, apresar de as diferencas
ndo serem ainda estatisticamente diferentes.

Com base nas suas caracteristicas inflamatoérias, supde-se que os macrofagos M1 promovam
o desenvolvimento da aterosclerose, enquanto os macrofagos M2, em geral, possam ser
considerados protetores 232,

Varios estudos associaram os marcadores CD163 e/ou CD206 & polarizagcdo M1/M2 dos
mondcitos na hipercolesterolémia humana, aterosclerose e DCV 71:183:200.232-233

Estes marcadores CD163 e CD206 exibiram padrées de indu¢cdo mutuamente exclusivos apos
estimulac@o por um painel de moléculas anti-inflamatorias e, portanto, a ativagéo alternativa
ndo é um processo unico, 0 que estda na base da existéncia da variedade de populacdes
celulares diferentes 234,

Na nossa amostra (tabela 24) verifica-se que a maioria dos mondcitos circulantes sao do tipo
M2 (CD163*/CD206" e/ou CD163*/CD206°), ndo se verificando diferencas estatisticamente
significativas quer entre os grupos de corpuléncia, quer entre os géneros. Contudo, a
propor¢cdo relativa de monécitos M2 estd aumentada no grupo de corpuléncia com
excesso de peso/obesidade (73,95% versus 77,87%, respetivamente), comprovado pela
alteracdo da proporcdo M1/M2 (de 0,41 para 0,17, respetivamente).

A nosso conhecimento apenas Fadini e colaboradores 2%, num estudo sobre
hipercolesterolémia familiar (HF), hipercolesterolémia ndo familiar (HNF) e aterosclerose em
adultos, utilizaram estes marcadores para identificar e enumerar subconjuntos tradicionais de
mondcitos e subpopulacbes de forma mais definida. Ao utilizar as marcacdes M1 e M2
verificaram que os pacientes com HF e NFH apresentaram aumento de M1, pré-inflamatdrios,
enquanto verificaram simultaneamente uma diminuicdo dos M2 no grupo NFH em
comparagéo ao grupo HF e nos controlos. Os resultados foram 0os mesmos quando expressos
em percentagem de mondcitos, leucécitos ou células /ml. Em concluséo, a razdo M1/ M2, que
reflete o balanco de polarizagdo, aumentou significativamente na HF, mas mais

acentuadamente, na HNF.
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Também na nossa amostra, existe um incremento dos monaocitos anti-inflamatérios M2 e do
racio M1/M2, nas criancas com excesso de peso/obesidade, embora de variacdo néao

significativa.

9.3.1.3.4. Correlacdo Obesidade — Marcadores de inflamacéo

Varios séo os estudos efetuados em criangas, que correlacionam os valores das citoquinas
séricas com valores antropométricos.

Kliinder-Kliinder e colaboradores %3¢, em criangas sensivelmente da mesma idade da nossa
amostra (9,5 anos) ndao encontraram correlacdes positivas para os valores de IFN-y nem de
IL-6 entre criancas eutréficas e obesas. Porém, Aygun e colaboradores 2% numa populacéo
infantil ligeiramente mais nova (8,9 anos) encontraram diferengas muito significativas entre o
grupo de controlo e criangas obesas para IL-2, IL-6 e TNF-a.

Chang e colaboradores °!, no trabalho ja referido, encontraram valor estatisticamente
diferente para TNF-a (p<0,05) e ndo para IL-6, (entre os grupos referidos).

Como referido, Schipper e colaboradores 2!’ em criancas, ndo encontraram qualquer
correlag@o entre os grupos de corpuléncia normal e obeso com as citoquinas que analisou,
com excec¢ao do TNF-a para o qual haveria uma correlacdo negativa com a obesidade, no
nivel de significancia P<0,05. Relembramos que na nossa amostra o valor desta citoquina
também parece diminuir no grupo de corpuléncia excesso de peso/obesidade (tabela
20).

Varios estudos em adultos, também correlacionam valores antropométricos com citoquinas
inflamatérias/néo, inflamatérias. Assim, Schmidt e colaboradores 2*° numa populagéo adulta
dos 34 aos 41 anos obesa/ndo obesa, estudaram o efeito das citoquinas inflamatérias na
obesidade geral e central e quais os efeitos moduladores da atividade fisica. Encontrou
concentracdes significativamente elevadas nos individuos obesos para IL-10, IFN-y e TNF-a.
Azizian e colaboradores 2*” também em adultos (~50 anos) encontrou, de entre o painel de
citoquinas que utilizado, verificaram que a IL-10 e o IFN-y eram significativamente diferentes

(P <0,05) entre individuos ndo obesos, com sobrepeso e obesos.

9.3.1.3.5. Correlacdes entre expressao de citoquinas e parametros bioquimicos

Para além das correlacdes negativas dos valores de IL-2 com Apo B/Apo A: e da IL-4 com
LDL/Apo B, na nossa amostra apenas encontramos correlagfes estatisticamente
significativas de IFN-y: positivamente com os valores da insulinémia e TG e negativamente
com os valores de LDL-C, Apo B e com o racio LDL/Apo B.

Num trabalho ja citado anteriormente 2%, também verificaram a existéncia de possiveis
correlacBes entre os valores das citoquinas IL-6 e IFN-y em criangas eutréficas e obesas.

Enquanto que nas criancas eutréficas encontra valores associados positivamente entre 0

IEN-y e os valores da insulinémia, HOMA-IR e CT, assim como da IL-6 com os valores da
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insulinémia e HOMA-IR, nas criancas obesas a associacao positiva apenas se verifica entre

a IL-6 com os valores dos TG.

Chang e colaboradores 2°! também em criancas, ndo encontraram qualquer associacéo entre
os valores de TNF-a e IL-6 com os valores de HDL-c, LDL-c, CT, TG e de HDL-c-CT.
Matia-Garcia e colaboradores ?2°, em adultos jovens (18-30 anos), ndo encontraram qualquer

correlacdo entre os valores de IL-4, IL-6, IL-10 e IFN-y e a glicémia, o CT, ou os TG.

9.3.1.3.6. Correlacdo expressdo de mondcitos — citoguinas

Tanto quanto nos foi possivel verificar, ndo encontrdmos trabalhos que efetuassem estudos
estatisticos correlacionando subpopulagdes de mondcitos com a expressao de citoquinas no
ambito da obesidade infantil.

Pensamos ser relevante verificar a possivel existéncia de associagdo positiva na expressao
dos mondcitos inflamatérios M1 e do racio M1/M2 com os valores do IFN-y, o que parece
validar a existéncia de uma resposta inflamatoria, tendo em conta as correlacdes dos
valores desta citoquina com as variaveis antropométricas (tabela 27). Para mais, o valor
da citoquina anti-inflamatdria IL-10 esta correlacionado negativamente com 0s grupos
de mondcitos mencionados, o que parece reforcar o afirmado anteriormente.

Por dltimo, verifica-se uma correlacdo negativa entre os mondcitos M1 e a citoquina TNF-
o, 0 que parece também estar de acordo com o que encontramos: ou seja, parece haver uma
diminuicdo dos valores desta citoquina no grupo excesso de peso/obesidade (tabela
22).

9.4. DOENCA CARDIOVASCULAR, OBESIDADE E NUTRICAO

As DCV que afetam o mundo atual, assentam a sua génese na aterosclerose e na
hipertensdo, embora ambas resultem muitas vezes de erros nutricionais podendo até, pelo
menos em parte, serem abordadas apenas sob este ponto de vista 2%23°, A adocédo de um
estilo de vida saudavel, com pratica de atividade fisica adequada e quando acompanhadas
por uma nutricdo equilibrada, constituem fatores de prevencao primaria, na reducéo de risco
de DCV 2%, Infelizmente, tendo em conta os dados preliminares do estudo global e do qual a
nossa amostra faz parte, parece verificar-se que estas criancas ingerem amiudadamente
alimentos com elevado valor cal6rico, com fracas propriedades nutricionais e que se
acompanham, igualmente, de uma elevada taxa de sedentarismo. O que parece ser mais
relevante, € o facto de estes erros aparentarem serem muito precoces na infancia, tendo em
conta o elevadissimo numero de criangas que apresentam rebound precoce da adiposidade
241242 Estes fatores poderdo mesmo constituir uma das principais explicacdes para as
alteracdes clinicas e bioquimicas por nés encontradas.

Estes resultados, contudo, encontram-se ainda em andlise e ndo fazem parte deste trabalho

de Tese.
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9.5. LIMITACOES

A limitagédo fundamental deste estudo, reside em se terem analisado respostas sistémicas de
fendbmenos que sabemos ter a¢Bes eminentemente locais. Para minimizar esta questédo
possivelmente dever-se-ia analisar uma amostra de maior dimenséo.

O grupo de risco poderia tido uma melhor definicdo se pudesse ter sido estudado um grupo
de criancas que tivessem tido um reboud precoce da adiposidade. Isto porque estas criancas
gquando adolescentes obesas, apresentam um risco metabdlico aumentado em comparacao
com seus pares também obesos mas com desenvolvimento normal da adiposidade, pela
maior probabilidade daqueles se tornarem adultos obesos. Esta constatacio esta de facto
neste momento em fase de estudo, mas tudo indica que na nossa amostra possa existir uma

percentagem muito elevada destas criangas.
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10. CONCLUSOES

Do decorrente da publicagdo Anthropometric features as predictors of atherogenic

dyslipidemia and cardiovascular risk in a large population of school-aged children
(Anexo 3):

Existéncia de propor¢ao nao expectavel de criangas que apresentavam pelo menos
uma das variaveis do perfil lipidico alterada e o que é mais significativo € que tais
dados se constatavam nao sO nas que apresentavam excesso de peso/obesidade
mas também nas com IMC normal;

A analise estatistica poderia predizer de forma independente a existéncia de
alteracdes do perfil lipidico, o que representa fator de risco de DCV;

Analisando os varios parametros antropomeétricos, o IMC, o Perimetro abdominal e a
relagcdo Perimetro abdominal/altura, estas apresentavam correlagdo positiva com
a dislipidemia, enquanto que os Perimetros da anca, do braco e da perna,
ajustados ao IMC, pelo contrario, uma correlagao inversa,

Em concluséo, a contribuicdo de cada parametro para o perfil lipidico, varia de acordo
com a especificidade do mesmo e que as variaveis antropométricas que forem
selecionadas podem ajudar a prever o incremento da probabilidade de se possuirem

fatores de risco para DCV.

As conclusdes atras referidas, levaram-nos a propor a realizacdo da presente Tese -

“Prevaléncia de biomarcadores de doencga cardiovascular numa populagéao infantil com

excesso de peso”, cuja realizacdo nos permite concluir:

A amostra de 201 criancas, fazendo parte da populacdo infantil global analisada,
apresenta uma taxa elevada de sobrepeso/obesidade, de acordo com a prevaléncia
europeia e mundial;

Da mesma forma se constata que esta populacdo, apresenta uma propor¢gao muito
elevada, ndo espectavel, de alteracdes do perfil lipidico;

Assinalam-se valores crescentes do HOMA-IR para as criangas dos grupos de
risco, antecipando desde esta idade uma resisténcia a insulina muito precoce
assim como um provavel estado de pré-diabetes;

Mais surpreendentemente, verifica-se uma proporgdo significativa com um IMC
dentro dos valores normais e que ja apresentam dislipidémia;

Os TG elevados no subgrupo das criangas com sobrepeso/obesidade mas ainda
sem outra alteracdo dos lipidos estudados, configura uma possivel existéncia de
erros nutricionais ja desde uma idade muito precoce. Ressalva-se que estudos
recentes correlacionam os niveis elevados de TG com a taxa de mortalidade por
DCV;
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- Parece ser possivel inferir a existéncia de uma expressao inflamatéria, em resposta
a condicao de excesso de peso/obesidade, em particular por parte da citoquina
inflamatdria IFN-y;

- Tal como outros estudos efetuados no ambito da obesidade e de forma néo
expectavel, parece existir uma diminuicdo da producédo de TNF-a, nas criancas
com sobrepeso/obesidade;

- Comprovadamente, verifica-se uma expresséo superior de Mon 1 (CD14**/CD16)
no grupo com excesso de peso/obesidade, comprovando que nesta idade precoce
ja existem alteracGes da resposta imune que sdo semelhantes as observadas nas
lesdes ateroscleroticas;

- Parece, contudo, existir ainda uma predominancia de mondcitos circulantes do
tipo M2 (anti-inflamatérios) que de alguma forma, ao estarem aumentados nas
criancas com sobrepeso/obesidade, indica uma possivel resposta anti-inflamatoéria
a condicao existente,

- Mais relevante ainda parece ser a associagdo positiva da expressao de mondcitos
M1 e racio M1/M2 com a citoquina inflamatéria IFN-y, que nos permite sugerir a
hiptese da existéncia de uma resposta inflamatéria, tendo em conta também, a

associacao desta citoguina com o grupo de corpuléncia excesso de peso/obesidade;

- Estas observagbes sdo concordantes com a prevaléncia de uma inflamacéo
subjacente a obesidade e também com possiveis modificacbes da resposta
imune responsavel pelas alteragdes ateroscleréticas de tipo subclinicas, que

sabemos existir nesta idade pediatrica e mesmo mais precocemente.

Perspetivas futuras...

Tendo em conta que se tém identificado, para além das causas genéticas, outras
essencialmente do tipo comportamental (nutricionais e de atividade fisica), parece-nos
relevante ao avaliar os dados encontradas neste estudo, sugerir uma investigacdo mas de
cariz longitudinal, onde pudesse existir intervengéo; esta, tendo em conta a idade pediatrica,
teria de ser educacional e obviamente no dmbito de um projeto que pudesse envolver
pais/encarregados de educacéo assim como toda a comunidade educativa.

Numa perspetiva de investigacao aplicada, seria interessante verificar qual a resposta celular
nos mondcitos dos individuos com fracfes aterogénicas da LDL quando polarizados pela sua
prépria LDL nativa. Pensamos que desta forma se poderia estabelecer um possivel vinculo
entre fracdes aterogénicas de LDL em criancas e o aparecimento precoce de lesbes do tipo

aterosclerético.
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ANEXO 1

CD - GRUPOS DE DIFERENCIACAO - (Cluster of Differentiation)

» CD14 (Antigénio de diferenciacdo de mondcitos)

Recetor de reconhecimento de padrBes que deteta moléculas antigénicas principalmente na
superficie de microrganismos, sendo designado como recetor de lipopolissacarideo (LPS),
antigénio de diferenciacdo de mondcitos. Mutacbes no seu gene podem impedir resposta
inflamatoria adequada em situagéo de infegéo.

O CD14 apresenta sequéncia Unica gue codifica para dois tipos de proteina:

Uma proteina de membrana ancorada em glicosil-fosfatidil-inositol (GPI) de 50 a55 kD
(mCD14)

uma proteina sérica solluvel derivada de monécitos ou figado (sCD14) que n&o possui
ancora.

Ambas as moléculas sdo criticas para a transducao dum sinal dependendo de
lipopolissacarideo (LPS), mas o0 sCD14 confere sensibilidade ao LPS em células sem mCD14.
Niveis elevados de estdo associados a doencas infeciosas inflamatorias e com alta
mortalidade 243244,

Fisiopatologia

Recetor de reconhecimento de padrdes vinculado ao GPI que deteta moléculas antigénicas
na superficie de bactérias (acido lipoteicdico em gram-positivos, lipopolissacarideos em gram-
negativos), micobactérias (glicolipidios) e fungos, como parte do sistema imunoldgico inato.
A forma solivel de CD14 é secretada pelos hepatdcitos e mondcitos; em baixas
concentracdes, conferindo resposta do LPS a células negativas para CD14.

Os macréfagos com um complexo multiproteico de CD14, e TLR4 ligam-se ao LPS, causando
a ativacdo de macréfagos e a libertacdo de citoquinas 2%°; inversamente, a superestimulacdo
pode causar um choque téxico 2*® A detecédo de lipopolissacarideo induz a producéo de I1L12
(mediada por CD14), produzindo IFN-y, que afasta o sistema imunoldgico do fenétipo Th2
alérgico, associado a producéo de IgE, sendo também importante na depuracdo de células

apoptoticas 246, 247,
» CD16 (RECEPTOR DE IMUNOGLOBULINA G Fc 1lI-2; FCRIII-2)
O recetor Fc com baixa afinidade para a IgG (FCGR3 ou CD16) é codificado por 2 genes

quase idénticos, FCGR3A e FCGR3B, resultando na expresséo especifica de isoformas
alternativas ancoradas a nivel das membranas. O FCGR3A codifica para uma proteina

transmembranar expressa em monaocitos/macrofagos ativados, células NK e um subconjunto
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de células T. Inversamente, o FCGR3B codifica para uma proteina ancorada em GPI expressa
pelos neutréfilos, apds estimulagéo por IFN-y por eosinéfilos 248,
Os mondcitos CD14*/CD16*, tém capacidade aumentada para produzir citoquinas pro-
inflamatérias, como o TNF-a, e estdo elevados em varias doencas inflamatérias, incluindo a
doenca arterial coronaria 2%,
Os polimorfismos de CD16a influenciam:
- Gravidade, mas nédo a incidéncia de nefropatia por IgA em pacientes japoneses 4°.
- Patogénese da doenca arterial coronaria 2°°.
- Resposta clinica ao rituximab 25?52 e infliximab para a doenca de Crohn 23

A perda de CD16a em criancas esta associada a infe¢des virais recorrentes.
Fisiopatologia
Liga varias moléculas de 1gG, incluindo o fator reumatoide e mediando a citotoxicidade

dependente de anticorpo, a fagocitose ou outras respostas dependentes de anticorpo e
ainda na saturacdo de plaquetas ?**. A afinidade ao ligante é regulada por glicosilacéo 2.

» CD36 (antigénio de diferenciacao leucocitéria)

Necuolai e colaboradores, em 2013, determinaram a estrutura cristalina da Proteina 2 de
Membrana Integral do Lisossoma (LIMP-2) e inferiram, por homologia, a estrutura do SR-B1
e do CD36. O LIMP2 mostra um feixe helicoidal no qual a beta-gluco-cerebrosidase se liga ao
SR-B1 e ao CD36. De notar que a estrutura cristalina também mostra a existéncia de uma
grande cavidade que atravessa todo o comprimento da molécula e a analise de mutagénese
do SR-B1 indica que esta cavidade funciona como um tunel através do qual os ésteres de
colesterol sao libertados da lipoproteina, ligada ao folheto externo da membrana plasmatica.
O mesmo trabalho forneceu evidéncias que apoiam um modelo no qual os constituintes
lipidicos dos ligantes na superficie do recetor sdo transferidos para a membrana através desse

tunel, respondendo pela caracteristica de transferéncia lipidica seletiva do SR-B1 e do CD36
256

Fisiopatologia
Este marcador funciona como um recetor eliminador de fosfolipidios oxidados, células em
apoptose, certos patogénios microbianos, assim como para a trombospondina, o colagénio e

a LDL oxidada 2°'.

Encontra-se também associado a disturbios plaquetéarios, atuando como molécula de adeséo
e agregacdo celular, nas interagfes plaguetas-mondcitos e células plaquetarias tumorais. O
iso-anticorpo CD36 pode causar purpura pos-transfuséo e refratariedade a transfuséo de

plaguetas 28 hipotenséo e trombocitopenia severa ou hidropisia fetal 2°°.
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O déficit em CD36 esta na origem da deficiéncia em glicoproteina IV plaquetéaria, sendo mais
comum na populacédo asiatica e africana. Podemos considerar 2 subgrupos:
- Tipo |, caracterizado por plaquetas e mondécitos/macréfagos exibindo completa
deficiéncia de CD36;
- Tipo Il sem a expressao superficial de CD36 nas plaquetas, mas com expressao
guase normal em mondécitos/macréfagos.
A deficiéncia de CD36 estd também associada a hiperlipidemia, resisténcia a insulina e
hipertenséo 2°. Quando associado a aterosclerose é o recetor de eliminacéo da LDL oxidada
261 Também transporta acidos gordos de cadeia longa, e efetua uma regulagéo positiva na

hiperlipidémia combinada familiar 22,
» CD80 (ligando 1 do antigénio CD28, B7-1 ou BB1)

O cDNA do gene B7-1, faz antever uma proteina de membrana do tipo |, isto é, possui um
péptido sinal que é clivado ap6s migragdo através da membrana endoplasmética. Prevé-se
que a proteina contenha 2 dominios extracelulares estruturalmente semelhantes aos da Ig,
uma regido transmembranar hidrofébica e um dominio citoplasmatico curto 253,

As células T precisam de dois sinais para ativagdo; o primeiro é o péptido antigénico
apresentado no MHC classe Il através do recetor de células T; o segundo (co-estimulatorio)
é entregue por CD80 ou CD86, expresso na superficie das células apresentadoras de
antigenos, que interagem com CD28 ou CD152 (CTLA-4) 254,

Fisiopatologia
Tem um papel critico nas respostas autoimunes, humorais ou em situacdo de transplante. O
seu aumento pode causar apresentagdo excessiva de antigénios na insuficiéncia hepatica

fulminante, como um passo inicial na sua patogénese antes do inicio do dano tecidual 2.

Constitui um recetor para algumas espécies de adenovirus 2%,
» CD86 (ligando 2 do antigénio CD28, B7-2 ou BB2)

Marcador proteico de membrana do tipo |, membro da superfamilia das imunoglobulinas e
expresso por células apresentadoras de antigénios, € o ligante de duas proteinas na superficie
celular das células T, o antigénio CD28 e a proteina associada aos linfocitos T citotoxicos. A
ligacdo dessa proteina ao antigénio CD28 € um sinal de estimulagéo e ativacdo da célula T

267 O seu papel é idéntico ao CD86 2%,

Fisiopatologia

Os marcadores CD80 e CD86 parecem ter funcdes opostas nas células T reguladoras 28, Os
polimorfismos estdo associados a aceitagdo do transplante de figado 2*° e a esclerose

sistémica 2’°. A expressdo aumentada pode causar apresentacédo excessiva de antigénios na

insuficiéncia hepética fulminante, como um passo inicial na sua patogénese antes do inicio do
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dano tecidual 2%°. Niveis sollveis circulantes elevados sdo um mau fator progndéstico no
mieloma 2. Da mesma forma que o CD80 constitui também um recetor para algumas
espécies de adenovirus 2%, Esta associado ao Linfoma de tecido linfoide associado a mucosa

(MALT) de grau elevado e dependente de Helicobacter pylori, do estomago 272

» CD163 (recetor de eliminacdo da hemoglobina)

O antigénio CD163 é um membro da superfamilia do recetor sequestrador rico em cisteina
(SRCR), € expresso exclusivamente por mondcitos e macréfagos. Possui 9 dominios SRCR,
cada um dos quais € codificado por um exdo em separado, semelhante a outros membros da
subfamilia SRCR do grupo B. Duas variantes citoplasméticas de CD163 surgem do splicing
alternativo do intréo 15, enquanto que uma variante truncada e uma extracelular resultam do
splicing alternativo do intrdo 5 ou 7, respetivamente 273,

Fisiopatologia

Constitui uma proteina macroféagica indutora de sinal regulada por fase aguda, e funciona
como um recetor que elimina a hemoglobina através da mediacdo da endocitose dos
complexos haptoglobina-hemoglobina. Este recetor liga apenas o complexo haptoglobina e
hemoglobina, o que indica a exposi¢cdo a um neo-epitopo de ligagdo ao recetor. A interagédo
recetor-ligante é de alta afinidade e dependente de célcio. Os complexos de hemoglobina e
haptoglobina multimérica (fenétipo 2-2) exibem maior afinidade funcional por CD163 do que
os complexos de hemoglobina e haptoglobina dimérica (fenétipo 1-1). A endocitose especifica
de complexos de haptoglobina-hemoglobina mediada por CD163 foi mensuravel em células
transfectadas com cDNA CD163 e em células de linfoma mielomonocitico que expressam
CD163 %2,

O CD163 é também expresso como uma proteina imobilizada ou nas células e suporta a
ligacdo a bactérias gram-negativas ou positivas através do motivo de ligacédo celular no seu
segundo dominio de eliminag&o. A expressdo de CD163 em mondcitos promove a producdo
de citoqunas pro-inflamatérias induzidas por bactérias que podem ser bloqueadas por
anticorpos anti-CD163. Tal parece demonstrar que o recetor CD163 em macrofagos de
tecidos residentes, atua como um sensor imune inato de bactérias e um indutor de inflamacé&o

local 274,
» CD206 (recetor de macréfago de manose, MMR, MR)

O reconhecimento de estruturas complexas de hidratos de carbono, desempenha um papel
importante em VAarios processos biolégicos, incluindo o reconhecimento célula-célula,
renovacdo das glicoproteinas séricas e neutralizacdo de agentes patogénicos 2. Muitas das
lectinas enddgenas de animais que medeiam os eventos de reconhecimento, compartilham
um motivo estrutural comum dependente de Ca?* que foi designado como dominio de

reconhecimento de carboidratos (CRD) do tipo C. O recetor de manose encontrado nos
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macrofagos e nas células endoteliais do figado é o Unico exemplo conhecido de uma lectina
do tipo C que contém multiplos CRDs do tipo C. Uma funcao do recetor € ligar estruturas com
alto teor de manose na superficie de virus, bactérias e fungos potencialmente patogénicos,

para que possam ser neutralizados pelo processo de fagocitose.

Fisiopatologia

A MMR medeia a associagdo inicial do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) com
macrofagos sem expressdo da molécula de adeséo intercelular especifica de célula dendritica
DC-SIGN (CD209). A captacao e a transmissao de virus de macréfagos para células T, pode
ser bloqueada por manina, manose e lectina de ligacdo & manose, mas néo pela galactose.
As células sem MMR ndo séo inibidas por esses agentes, podendo-se assim concluir que a
MMR tem um papel substancial na ligacéo e transmisséo do HIV-1 pelos macréfagos 27°.
Uma expressao elevada de CD206, foi relatada em macréfagos localizados na capa fibrosa
das placas, enquanto que, macrofagos apoptéticos do nucleo lipidico mostraram apenas baixa
expressao 277 2’8 Portanto, o direcionamento eficaz de macréfagos usando conjugados de
radio especificos para MMR, é uma potencial abordagem para a imagiologia de placas

ateroscleréticas.
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Summary
Objective

To develop and cross-validate predictive models for percentage body fat (%BF) from
anthropometric measurements [including BMI z-score (zBMI) and calf circumference
(CC)] excluding skinfold thickness.

Methods

A descriptive study was carried out in 3,084 pre-pubertal children. Regression models
and neural network were developed with %BF measured by Bioelectrical Impedance
Analysis (BIA) as the dependent variables and age, sex and anthropometric measure-
ments as independent predictors.

Results

All %BF grade predictive models presented a good global accuracy (>91.3%) for obesity
discrimination. Both overfat/obese and obese prediction models presented respectively
good sensitivity (78.6% and 71.0%), specificity (98.0% and 99.2%) and reliability for
positive or negative test results (>82% and >96%). For boys, the order of parameters,
by relative weight in the predictive model, was zBMI, height, waist-circumference-to-
height-ratio (WHtR) squared variable (_Q), age, weight, CC_Q and hip circumference
(HC)_Q (adjusted #=0.847 and RMSE =2.852); for girls it was zBMI, WHtR_Q, height,
age, HC_Q and CC_Q (adjusted #=0.872 and RMSE =2.171).

Conclusion

%BF can be graded and predicted with relative accuracy from anthropometric measure-
ments excluding skinfold thickness. Fitness and cross-validation results showed that our
multivariable regression model performed better in this population than did some previ-
ously published models.

Keywords: Anthropometry, body fat grade models, prediction equations, children.

Introduction

overweight (2,3). Frequently, Body Mass Index (BMI)
[weight (kg) / height (m)?] is used as a screening tool of

Childhood obesity is a worldwide epidemic and World
Health Organization European Region studies indicate
Portugal as the country with the highest rate of over-
weight among 7 to 9-year-old children (1).

There is evidence supporting improved outcomes for
interventions aiming at early detection and correction of

This manuscript has been revised by BioMed Proofreading.

© 2016 The Authors.

obesity. However, as all methods based on weight and
height, the major limitation is its inability to distinguish
weight status from adiposity (4,5).

Ideally, the definition of childhood obesity should
accurately reflect body fat and have cut-off points to
predict adverse health effects (6,7). Because children
are constantly growing, this task becomes more difficult
than in adults and any measure of excess weight need
to be adjusted to age (6,7).

Obesity Science & Practice published by John Wiley & Sons Ltd, World Obesity and The Obesity Society. Obesity Science & Practice 1
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Accurate methods to assess adiposity [e.g, densi-
tometry, dual-energy x-ray absorptiometry (DXA),
computed tomography] are not suitable for use as a
screening tool (8). As an alternative, anthropometric
measurements, such as BMI, waist circumference (WC),
hip circumference (HC), mid-upper arm circumference
(MUAC), calf circumference (CC) and subcutaneous
skinfold thickness [triceps (TSF) and subscapular (SSF)]
can be performed easily, quickly, inexpensively, reliably
and can be used in epidemiologic studies (8). However,
there is no general consensus on the reliance, use and
application of single anthropometric indices as identifiers
of adiposity in children (6). Therefore, specific predictive
equations of %BF from several anthropometric measure-
ments have been developed in children (9—13). However
Goran et al. (10) failed in validating Slaughter equation,
reason why they derived a new one. Dezenberg et al.
(11) also found that both Goran (10) and Slaughter (13)
equations did not accurately predict fat mass in a hetero-
geneous group of children. Furthermore, these cross-
validated equations are skinfold dependent, which has
many disadvantages such as not being recommended
for children of the same age and sex with BMI >95th
percentile (14,15).

Therefore, the present study’s main objective is to
develop new, sex-specific, %BF predictive models
derived from simple anthropometric measurements
excluding skinfold thickness. Prior to the determination
of %BF, all children were also assessed for overweight
(as defined by BMI) (16,17) and overfatness (as defined
by bioimpedance estimates of body fatness) (18) with
specifically developed %BF grade prediction models.
Using %BF cut-offs, children were categorized into four
grades (‘underfat’, ‘normal’, ‘overfat’ and ‘obese’) (18) or
only into two grades (‘overfat/obese’ and ‘others’ or only
‘obese’ and ‘others’). Such models were built for obesity
screening purposes using simple anthropometric
measurements. Finally, the predictive model was cross-
validated and compared with previously published
models.

Methods
Study design and participants

The descriptive and the multivariable regression analysis
here reported are part of a Project titled ‘Nutritional,
Biochemical and Genetic Study of an Overweight and
Obese Children Population in the Southern Region’,
approved by the Directorate General of Health, the
Ministry of Science and Education and also by the Ethics
Committee of the Hospital Garcia de Orta, according to
Helsinki Declaration. The project was carried out from

January of 2009 to June 2013 in a population of pre-
pubertal children (based on Tanner stage) recruited from
87 public schools of Lisbon and Tagus Valley urban
region and included anthropometric, BIA, biochemical
and genetic analysis.

To be included in the study, the children should have
completed 9 years of age during the ongoing school year,
with the exact chronologic ages calculated in days, as the
date of examination minus birth date. This assumption
reduced the initial population of 5,989 to 5,577 children.
The age criteria was applied because it is a late enough
age for obesity rebound and because, at this age, there
is less possibility of spontaneous regularization of corpu-
lence (19).

Children transferred to another school, missing the
minimal required measurements or whose parents aban-
doned participation were also excluded, leaving 5,514
children. All children’s parents were required to give in-
formed consent to participate in the study. Because of
lack of consent for some of the procedures, especially
venous blood draws (out of the scope of this specific
study), the number of children enrolled was reduced to
3,084 (Figure 1).

Anthropometric and bioelectrical impedance
analysis

Clinical procedures were carried out at school under the
guidance of two pediatric specialists, which had previ-
ously been assessed for the equivalence of their measur-
ing performance. All anthropometric measurements were
taken with participants dressed in lightweight clothing
and without shoes.

Height was measured to the nearest 0.1 cm at the end
of a deep inspiration (20) (stadiometer — Seca 217,
Hamburg, Deutschland). Weight was measured to the
nearest 0.1 kg (digital calibrated scale — Seca 899). zBMI
was determined using the least mean squares method
(21) and was used to categorize subjects as ‘thin’ (grades
1, 2 and 3), ‘normal weight’, ‘overweight' or ‘obese’
according to World Obesity/Policy and Prevention (Inter-
national Obesity Task Force — IOTF) cut-offs (16,17).

The following circumference measurements, also
taken, to the nearest 0.1 cm, with the tape snug but not
compressing the skin, were made using a flexible and
inextensible tape (Seca 203)

MUAC was measured on the upper left arm, flexed at
90°, at the midpoint between the acromion and the
olecranon (20). CC was measured at the point of the
widest diameter of the calf (20). Both measurements were
taken while participants were sitting. WC and HC were
measured in the standing position, with the first at
umbilicus level (22) at the end of normal expiration and

© 2016 The Authors.
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Original Sample (n = 5989)

Nutritional, Biochemical, and Genetic Study of an Overweight
and Obese Children Population in the Southern Region

exclusion of children with age = and < 9
years old during the school year (n =412)
Eligible sample
(n=5577)
Abandooed participation (n = 22) |
Transferred from school (n = 10) ]
Excloded b of waites P
measurements (o =31)
Project Population
(n=5514)*
Lack of consent for some procedures
(especially venous blood draw) (n = 2430)
Child participants
(n=3084)

Figure 1 Flowchart of child participation in the study. *Project population sample was used to characterize the nutritional status of the

population.

the second at the widest part of the hip at the level of the
great trochanter (20). Waist—hip ratio (WHR) was defined
as WC/HC. WHtR was defined as WC/height.

Skinfold thickness was measured with a Harpender
Skinfold Caliper (West Sussex, UK) at two sites (TSF
and SSF), was read twice and the mean value was
recorded. Whenever the two values differed greatly, a
third measurement was made. Measurements were
recorded by one observer for the left side of the body
(20) to the precision of +0.5mm. For the measurement
of TSF, the midpoint of the back of the upper arm
between the tips of the olecranon and the acromion
processes was determined with the arm flexed at 90°
(20). The SSF was measured at immediately below the
inferior angle of the scapula (20). Centrality index was
defined as SSF/TSF.

Tetrapolar whole-body BIA (measured with Omron BF
511 — 500mA, 50KHz, Kyoto, Japan) was used to
evaluate %BF, percentage of skeletal muscle (%SM)
and resting metabolic rate (RMR), all of which have been
validated previously in children against Magnetic
Resonance Imaging findings (23). Children were
measured 2h or more after breakfast according to the
manufacturer instructions. For the assessment of adipos-
ity, based on bioimpedance, four grades (‘underfat’
‘normal’, ‘overfat’ and ‘obese’) were defined using
McCarthy body fat reference curves for children and
adolescents (18).

© 2016 The Authors.

Statistical analysis

Descriptive statistic, group comparison tests, modeling
and associated plots were performed using SPSS 23.0
(IBM corp., Armonk, NY, US). Missing data were ignored
and outliers were included in the statistics.

Because parametric assumptions were not met across
all groups, Spearman correlations evaluated the relation-
ship between the anthropometric measures and both
BMI z-score and %BF, and Kruskal-Wallis ANOVA,
Mann-Whitney ranks and Mood’'s median tests were
used for group comparisons. A Mann-Whitney multi-
comparison test was applied in groups with a case size
above 20. For smaller groups, differences were evaluated
through Hedge’s g effect size.

Next, and for cross-validation purposes, the sample
was split, for each model, into two different sets with %
BF stratification: 70% of the sample was randomly
selected from %BF strata and allocated to a model-
training sample set, while the remaining 30% was
allocated to a validation sample set. Anthropometric
features, measured %BF and other characteristics of
each set were compared through Mann-Whitney test to
check for homogeneity between the two groups. Models
for %BF grade classification and for %BF value predic-
tion were built and evaluated.

Percentage BF grade predictors were developed using
the measured anthropometric variable’s training data

Obesity Science & Practice published by John Wiley & Sons Ltd, World Obesity and The Obesity Society. Obesity Science & Practice
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through multinomial/binomial logistic regression and
neural network (NN) analysis and the outcomes were
further evaluated through Bayesian analysis. The global
working sample size was dependent on the selected
variables and is reported in Table 2 for each obesity grade
predictor. Finally, to build a %BF predictive model the
best candidate parameter was pre-selected through a
stepwise forward, based on the Akaike information crite-
rion across 1,000 bootstrap regression models. This
bagging procedure required no missing values for all the
candidate variables reducing the available sample to
2,201 children. This sample were split in two different
sets: 70% were randomly assigned from %BF strata to
a model-training set, while the remaining 30% were
allocated to a cross-validation set. To build a linear
regression, a model training set was used, choosing the
final model parameters through stepwise forward. Model
fitness was evaluated through root mean square error
(RMSE) and adjusted r. Root mean square prediction
error (RMSPE) and the measured versus predicted
adjusted r* were used as cross-validation performance
indexes to validate each model development step.
Furthermore, our %BF measurements were compared
with %BF values calculated from previously published
%BF prediction equations. Most of these equations
required skinfold thickness data, reducing the working
sample to 603 children. Cross-validation indexes such
as the mean predicted %BF, the measured versus
predicted adjusted # as well as the RMSPE were
calculated. Significant differences between the predicted
and measured %BF were screened by the paired
Student’s t test. Statistical significance was considered
when p < 0.05. The equations that were used in the com-
parison were Slaughter et al. (13), Goran et al. (10),
Dezenberg et al. (11) and Marrodan et al. (24), because
their parameters are included in those used in this study.

Results

A population sample of 5,514 schoolchildren (2,772 boys
and 2,742 girls) with mean age 9.75+0.57 years was
characterized anthropometrically. Results showed that
according to IOTF definition, 6.2% were ‘underweight’
(thinness grades 1, 2 or 3), 66.1% were ‘normal weight’,
27.6% were ‘overweight' including 6.9% ‘obese’
(Table S1).

Mean values of anthropometric characteristics, with
the exception of BMI, zBMI, WHR and %SM, were signif-
icantly higher in girls than in boys (Mann—Whitney,
p < 0.05) (Tables 1 and S1).

The ethnic composition of the sample subjects was
87.4% Caucasian, 11.3% Afro-Portuguese and 1.3%
other ethnicities. Differences between ethnicities were

found in WC, HC, WHR, %BF and %SM (Kruskal-Wallis,
p <0.05), with Afro-Portuguese children having lower
values, but being higher than Caucasian children
(Mann-Whitney, p < 0.05) (Table 1).

Like zBMI, %BF was also categorized by adiposity
grades. Differences were noticed for height (between
‘underfat’, ‘normal’ and ‘overfat’ and also between ‘over-
fat’ and ‘obese’ groups), WHR and SSF (both between
‘underfat’ and ‘normal’ groups) (Table S2). Figure 2 illus-
trates how sample size was dependent on the selected
variables.

There were different strengths in the association
between %BF and the measured anthropometric
variables. Results indicates that all parameters, except
WHR (r=0.307) and %SM (r=0.462), showed a strong
correlation with %BF. Nevertheless, zBMI (r=0.935),
BMI (r=0.902) and WHtR (r= 0.838) presented the highest
values (Table S3). Scatter plots between %BF and
anthropometric parameters (Figure S1) were constructed
to further explore these relationships. Because most
scatter plots demonstrate a slight upward curve, just like
the one present in the association between %BF and
zBMI (Figure 3), four non-linear models (quadratic, cubic,
logarithmic and exponential) were compared. The linear,
quadratic and cubic presented the highest squared corre-
lation values (Table S4). Because no meaningful differ-
ence was found and for simplicity, quadratic models
were selected.

For the creation of screening models, all anthropomet-
ric measurements (including quadratic functions of the
parameters) as well as age and sex were taken into
account. However, only the variables that contributed
most to the classification model, and the associated
cross-validation performance results, are presented in
Table 2. Results indicate that the NN model failed to
classify children who were in the ‘underfat’ grade (18.8%
correctly predicted) and, in less extension, those in the
‘overfat’ grade (56.7% correctly predicted). In contrast to
the previous model, the multinomial logistic model
(MLM) approach showed a higher accuracy in classifying
‘underfat’ grade children. The global cross-validation
results of the two models show that both are very strong
obesity grade predictors: 91.3% for NN versus 91.4% for
MLM. Individual analyses of each group demonstrate that
NN is a better classification predictor for ‘normal’ and
‘obese’ grades. Most significant differences are found in
the ‘underfat’ and ‘overfat’ grade groups (18.8% and
56.7% for NN, 43.1% and 58.7% for MLM, respectively).

For the creation of only two grades screening models
(‘overfat/obese’ or exclusively ‘obese’ child grades), a
binomial logistic regression was built. The results indicate
that when BMI z-score, WHtR, WC, weight, height and
sex parameters were used, 95.1% of children belonging

© 2016 The Authors.
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Project Population
(n=35514)*

Lack of comsent for some ploctd\ncs'
.

(especially venows blood draw) (n = 2430)

Chid participants
(n = 3084) Weight, Height, BMI and BMI z- I

score (o =3084)

%e Body Fat. “a Skeletal Muscle and
Resting Metabolic Rate (n = 2525)

Mid Upper Arm Circumference, Calff
SMW&MJ&! 1 G . Waist Ci "
parameter that is used and Waist Circumfevence-to-Height-

Ratio (n=2812)

Hip Circamierence and Waist-Hp
Ratio (n=2236)

Triceps and Subscapular Skinfold
Thickness (o =603)

Figure 2 Flowchart of child participation in the study according to
the anthropometric and BIA parameters that were selected. *Project
population sample was used to characterize the nutritional status of
the population.

to the ‘overfat/obese’ grade were correctly classified. This
model presented a posterior probability of correct posi-
tive and negative test results of 87% (95% confidence in-
terval [Cl]: 83%—-91%) and 96% (95% Cl: 96%—-97%),
respectively. On the other hand, to accurately classify
97.9% of the children as belonging to the ‘obese’ grade,
only the BMI z-score, WC, WHR, weight and height pa-
rameters were required (Table 2). These latter screening
model results showed that 82% (95% Cl: 73%-88%) of
the children with a positive result were effectively into
the ‘obese’ grade and 99% (95% Cl: 98%—-99%) that pre-
sented a negative result were not.

Finally, a %BF predictive model was developed and
validated using simple anthropometric variables. In the

a0~

an -

% Body Fat

0~

10+

-2 o 2

BMI z-score

Figure 3 Scatter plots between %BF and BMI z-score.

resulted set of bootstrap models zBMI, WHtR and
WHtR_Q (importance: 0.114, 0.0842 and 0.0807, respec-
tively) were globally the best predictors, with SSF and
TSF (importance: 0.0516 and 0.0500, respectively) pre-
senting a relatively smaller predictive power (Table S5).
The %BF predictive models for both sexes and the step-
wise cross-validation of the %BF predictive equations are
shown in Table 3. The training and validation subsamples
did not differ significantly in %BF and anthropometric
measurements (Kruskal-Wallis, p > 0.05 for every param-
eter; data not shown).

The results indicate that, for boys, BMI z-score, height,
squared WHtR, age, weight, squared CC and squared
HC are the variables that most contributed to the
adjusted r? positive alterations (Table 3). The final step
predictive equation is, therefore: 22.589 +(3.776 x BMI z-
score) — (0.426 x height) + (12.038 x waist circumference-
to-height-ratio_Q) +(0.001 x age) + (0.482 x weight) — (0.043
xcalf  circumference_Q)+(2.229 x calf  circumference)
+(0.001xhip circumference_Q); adjusted r*=0.847,
RMSE =2.852.

For girls, the preferred model includes BMI z-score,
waist circumference-to-height-ratio_Q, height, age,
hip_Q and calf_Q circumferences (Table 4). The final
step predictive equation is: 23.628+(6.195x BMI
z-score) +(19.689 x waist circumference-to-height-ratio_-
Q) —(0.180 x height) + (0.004 x age) +(0.001 x hip circum-
ference_Q)+(0.03 xcalf  circumference_Q); adjusted
r#=0.872, RMSE=2.717.

The predictive parameters for the equations account
for 84.7% and 87.2% of the %BF variance (adjusted %)
in the training sample set for boys and girls, respectively.
Figure 4 shows the predicted and measured %BF values
for boys and girls in the validation subsample using the
predictive models showed in Table 4. In addition, this ta-
ble compares cross-validation results obtained with our
equation, with those from previously published predictive
equations (10,11,13,24). In contrast to our equation, most
of these previous equations have in common the use of
skinfold thickness and none of their predictions fitted very
well our data, with RMSE/RMSPE below 3%. Only ours
and Slaughter’s equation (13) presented estimated mean
values not significantly different from the measured %
BF mean. However, our equation shows a better identity
fit (adjusted r?=0.947) with smaller prediction errors
(RMSE =1.989 and RMSPE =2.915) than all tested previ-
ous published equations.

Discussion

Our study demonstrates that, based on a relatively large
sample of pre-pubertal children, predictive models for %

© 2016 The Authors.
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Table 2 %BF obesity grade prediction models

Accuracy (%)*

Accuracy (%)*; Specificity (%)*; Sensitivity (%)*

Neural networks

Multinomial logistic

Binomial logistic regression

Binomial logistic regression

%BF grade (n=2,202) regression (n=2,759) (overfat/obese) (n =2,216) (obese) (n=2,216)
Underfat 18.8 431 — —

Normal 98.0 97.7 — —_

Overfat 56.7 58.7 95.1; 98.0; 78.6 —

Obese 742 732 97.9;99.2; 71.0
Global 91.3 91.4 — —

Selected variable 1,2,3,4,5,6,7,8,9 1,3,6,7,10, 11 1,2,3,6,8,12 1,2,3,6,8

Selected variables: (1) weight, (2) height (cm), (3) BMI z-score, (4) hip circumference (cm), (5) calf circumference (cm), (6) waist circumference-to-
height-ratio, (7) age (in days), (8) waist circumference (cm), (9) mid upper arm circumference (cm), (10) squared BMI z-score and (11) squared

waist circumference-to-height-ratio, 12 (sex).

*Shown results are related to the performance of each model in the validation sample set. BMI (body mass index).

Table 3 Stepwise cross-validation of %BF predictive equation from anthropometric measurements with measured versus predicted data

Training set Validation set
Stepwise model predictors Adjusted P RMSE (%) Adjusted 7 RMSPE (%)
Boys (n =759 in the training set and 301 in validation
subsample)
BMI z-score 0.807 3.209 0.762 3.612
BMI z-score, height 0.828 3.033 0.806 3.248
BMI z-score, height, waist circumference-to-height- 0.837 2.947 0.817 3.162
ratio_Q
BMI z-score, height, waist circumference-to-height- 0.840 2918 0.821 3.134
ratio_Q, age
BMI z-score, height, waist circumference-to-height- 0.842 2.907 0.823 3.120
ratio_Q, age, weight
BMI z-score, height, waist circumference-to-height- 0.844 2.886 0.823 3.121
ratio_Q, age, weight, calf circumference_Q
BMI z-score, height, waist circumference-to-height- 0.846 2.870 0.823 8117
ratio_Q, age, weight, calf_Q and calf circumferences
BMI z-score, height, waist circumference-to-height- 0.847 2.852 0.823 3.110
ratio_Q, age, weight, calf_Q, calf and hip_Q
circumferences
Girls (n=778 in the training set and 363 in validation
subsample)
BMI z-score 0.831 3.117 0.832 3.226
BMI z-score, waist circumference-to-height-ratio_Q 0.852 2915 0.856 2.996
BMI z-score, waist circumference-to-height-ratio_Q, 0.860 2.832 0.861 2.929
height
BMI z-score, waist circumference-to-height-ratio_Q, 0.869 2.747 0.865 2.902
height, age
BMI z-score, waist circumference-to-height-ratio_Q, 0.870 2.731 0.868 2.868
height, age, hip circumference_Q
BMI z-score, waist circumference-to-height-ratio_Q, 0.872 2.717 0.869 2.867

height, age, Hip_Q and calf_Q circumferences

r (correlation coefficient), RMSE (root mean square error), RMSPE (root mean square prediction error), _Q (squared variable). Candidate predic-
tors included age (in days), BMI z-score [body mass index (kg/mz)], height (in cm), calf and hip waist circumferences (in cm), waist circumfer-

ence-to-height-ratio and weight (in kg).

BF can be developed from anthropometric measure-

ments excluding skinfold thickness.

© 2016 The Authors.

The data shows that both zBMI (r=0.935) and BMI
(r=0.902) have the strongest correlation with %BF, which
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Table 4 Comparison of current study model and previously pub-
lished equations performances to predict %BF

Predicted  Adjusted RMSE RMSPE
(n=603) %BF 7 (%) (%)
Current model § 21588+7.326 0947 1.765 2915
Goran et al. (10) 20430+5219¥ 0675 4358 5.427
Dezenberg et al. (11) 25.559+5865° 0592 4.875 6.673
Slaughter et al. (13) 21.027:8.680 0704 4156 5.406
Marrodén et al. (24) 24.235+6.098% 0634 4625 5744

SThis predicted versus measured regression was built using the same
sample (n=603) that was used for the previously published equa-
tions cross-validation. r (measured versus estimated %BF identity
regression Spearman coefficient correlation), RMSE (root mean
square error), RMSPE (root mean square prediction error), SD (stan-
dard deviation), ¥ significantly different from measured %BF mean
(21.370 £ 7.642).

is consistent with Pecoraro et al. (25) (r=0.92 for BMI);
however, Boeke et al. (26) (r=0.81 for BMI and zBMI)
and Gutin et al. (r=0.82 for BMI) (27) presented lower cor-
relation results. This may be because of the fact that
these authors have studied small sample sizes or be-
cause they used bipolar impedance (28).

Recent studies have also tried to determine which
measure — WC, HC, WHC or WHtR — is better suited for
the diagnosis of overfatness; however, until now, there
has been no general agreement (14,29-31). The study
here reported shows that all these variables, with the
exception of WHR, are strongly correlated with %BF, with
WHEtR presenting the highest correlation. Watts et al. (15)
found strong correlations between DEXA total body fat
and BMI (r=0.86), WC (r=0.81) and HC (r=0.88). Bigorna
et al. (32) showed that BMI and WC had a high correlation
and similar accuracies as predictors of adiposity.
However, Aeberli et al. showed that WC performed
slightly better than BMI in predicting %BF (29). On the

contrary, to Brambilla et al. (30), WHtR is a better predic-
tor of adiposity than WC or BMI.

One of the main results of our study, to the best of our
knowledge, is the first validated body fat grade predictor
model that can be used as a screening tool for obesity.

Both, NNs and multinomial logistic regression models,
were shown to be very strong obesity grade predictors
(global accuracy>91.3%). However, the later model
showed 2.29 times more sensitivity in classifying children
in the ‘underfat’ grade (presenting similar accuracy in the
other grade categories) and has the advantage of only
requiring weight, height, WC and age. In contrast, NNs
require the same parameters, plus CC, HC and MUAC.

Binomial logistic regression indices have also
demonstrated a very good global accuracy, with a high
specificity and sensitivity. To classify children into the
‘overfat/obese’ grade, or exclusively into the ‘obese’
grade, only three direct measurements are needed:
weight, height and WC. The obese screening model also
requires sex as a parameter.

Another major contribution of this work is the develop-
ment of a cross-validated %BF predictive equation that,
to the best of our knowledge, is the first developed in
children that includes zBMI and CC as predictors and
excludes the use of skinfold thickness. There are
advantages in this exclusion because skinfold thickness
has several problems: (i) it has higher errors at higher
levels of adiposity (14,15); (i) it lacks high-quality
calibrated calipers (15); (iii) it requires highly trained
anthropometrists (15); and (jiii) as demonstrated by our
study, it has relatively small %BF predictive power.
Furthermore, the results of this study suggest the
need of sex-specific equations only requiring, for
both sexes, small and simple anthropometric measure-
ments (height, weight, WC, HC and CC), as well as age
(in days).
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Figure 4 Scatter plot between %BF measured by BIA and validation set predicted %BF [A, male model (cross-validation n=301); B, female
model (cross-validation n = 363)]. Dotted line shows the identity regression (Y = X).
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The equations developed by Slaughter et al. (13),
Goran et al. (10), Dezenberg et al. (11) and Marrodan
et al. (24) were also applied in the present study. This last
equation was selected because of being exclusively
based on WHtR. However, the predictor's choice was
based on previous studies’ findings, which have no
general consensus between authors, and was not
cross-validated.

The results of this study also show that ours and
Slaughter’s equations (13) have both a significant agree-
ment between predicted and measured %BF. The
remaining equations underestimate or overestimate %BF
(Table 4). Furthermore, our equation presented a higher
fitness than Slaughter’s, as demonstrated by the better
respective adjusted r?, RMSE and RMSPE, when applied
to the cross-validation sample subset.

Several other studies have also explored the validation
of these equations in their own populations. Hussain et al.
(83) in 99 Pakistani children (9—19years old) concluded
that Slaughter's equation (13) presented a reasonable
correlation with DXA measured %BF, while Goran’s (10)
and Dezenberg’s (11) equations underestimate and over-
estimate, respectively, %BF. L’Abbée et al. (34) also
reported an overestimation of %BF in a sample of 30
Dutch children (6-7 years old) by the Dezenberg equation
(11) compared to the isotope dilution technique. How-
ever, for Nasredinne et al. (12), these three predictive
equations underestimated %BF in pre-pubertal Lebanese
children. Huang et al. (35) also indicated that the
Dezenberg predictive equation (11) is not appropriate in
predicting total body fat in Latin children.

Differences in lifestyles, cultural background and envi-
ronmental living conditions between populations may be
the reason for the above described poor fitness of prior
developed models to different populations. Although our
models were cross-validated (which is not the case in
the others), for the same reasons, it may also result in
its sub-optimal generalization. Therefore, they will also
need to be validated in other populations before extrapo-
lations are warranted.

In conclusion, %BF can be graded and predicted with
reasonable accuracy, in children with characteristics sim-
ilar to the ones from our sample, from anthropometric
measurements even excluding skinfold thickness. Fitness
and cross-validation results showed that our multivariable
regression models performed better in this population
than did previously published models.
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Abstract

Background

Autopsy studies reveal that atherosclerosis lesions can be found as early as two years of
age. To slow the development of this early pathology, obesity and dyslipidemia prevention
should start from childhood making it urgent to explore new ways to evaluate dyslipidemia
risk in children that can be applied widely, such as the non-invasive anthropometric
evaluation.

Objective

Assess the metabolic profile of a pediatric population at a specific age to describe the asso-
ciation between anthropometric and biochemical cardiovascular disease risk factors; and
evaluate selected anthropometric variables as potential predictors for dyslipidemic cardio-
vascular risk.

Design and methods

Anthropometric features, bioimpedance parameters and fasting clinical profile were
assessed in Lisbon and the Tagus Valley region pre-pubertal nine-year-old children (n =
1.496) from 2009-2013 in a descriptive, cross-sectional study. Anthropometric variables
predictive power was evaluated through regression analysis.

Results

At least one abnormal lipid parameter was found in 65% of “normal weight”, 73% of “over-
weight” and 81% of “obese” children according to the International Obesity Task Force

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0197922 June 1, 2018
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(IOTF) standards. Dyslipidemia was present in 67.8% of children. Waist-hip ratio (WHR)
explained 0.4% of total cholesterol (TC) variance. Waist circumference (WC) explained
2.8% of apolipoprotein (APO) A1 variance. Waist-circumference-to-height-ratio (WHtR)
explained 2.7%, 2.8% and 1.9% of low-density lipoprotein cholesterol (LDL-c), APO B, and
N_HDL-c variance, respectively. Children with abnormally high WHR levels had an increase
in risk of 4.49, 3.40 and 5.30 times, respectively, for developing cardiovascular disease risk
factors measured as high-risk levels of TC, LDL-c and non-HDL-c (N_HDL-c) (p<0.05). Only
29.9% of “normal weight” children had no anthropometric, bioimpedance or biochemical
parameters associated with CV risk.

Conclusion

A large proportion of school age children have at least one lipid profile abnormality. BMI,

zBMI, calf circumference (CC), hip circumference (HC), WC, and WHR are directly associ-
ated with dyslipidemia, whereas HC and calf circumference (CC) adjusted to WC, and mid-
upper arm circumference (MUAC), are all inversely associated with dyslipidemia. Selected
anthropometric variables are likely to help predict increased odds of having CV risk factors.

Introduction

Cardiovascular disease (CVD) is the major cause of morbidity and death in Western Societies
[1]. CVD-related symptoms usually appear in the fourth decade of life: however, pathophysio-
logic process of atherosclerosis begins much earlier and is related to dyslipidemia [2]. Autopsy
studies reveal that atherosclerosis lesions of fatty streak and fibrous plaques can be found as
early as two years of age, and that plaque thickness is directly related to age, body mass index
(BMI), total cholesterol (TC), triglycerides (TG), and low-density lipoprotein (LDL-c) levels
and is inversely proportional to high-density lipoprotein (HDL-c) concentrations [3]. Because
oxidative stress is increased in subclinical atherosclerosis, novel biomarkers, such as oxidized
low-density lipoproteins (oxLDL), are also directly related to atherosclerosis and considered
better predictors of acute coronary artery disease than standard lipid parameters or other con-
ventional risk factors [4,5]. In adults, circulating oxLDL was shown to be associated with obe-
sity [6], insulin resistance [7], type 2 diabetes mellitus [8], metabolic syndrome [9], and CVD
[10]; whereas in children and adolescents it was associated with obesity and insulin resistance
[11-13]. Previous research emphasized the contribution of excess dietary intake of cholesterol,
saturated and trans fats, and carbohydrates, to the obesity epidemic and to the rising preva-
lence of the metabolic/insulin resistance syndrome [14]. The growing prevalence of overweight
and obesity-the proportion of overweight and obese children rose 47.1% between 1980 and
2013 [15]-is a serious public health concern worldwide since obesity is known to increase
insulin resistance, facilitates the development of dyslipidemia [16,17], and is considered a key
pathophysiologic process that increases the risk of premature CVD [13]. Actually, studies
report that such CVD risk factors are already present in children and adolescents [18,19].
Because atherosclerosis begins in childhood, the extended latent period, between elevated risk
and the actual occurrence of cardiovascular (CV) outcomes, provides a window of time to
explore early processes that contribute to the development of CVD and to target intervention
[12]. Therefore, to slow the development of atherosclerosis and decrease CVD-related death
and morbidity in adulthood, obesity and dyslipidemia prevention should begin in childhood
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and adolescence [3,20]. While assessment of dyslipidemia status is diagnosed through a lipid
profile blood test, there is an urgent call for new potential methods to evaluate dyslipidemia
risk in children that can be applied widely, such as the non-invasive anthropometric evalua-
tion. Because children grow continuously, assessment of childhood obesity (adiposity) requires
that the BMI be adjusted for sex and age (using grow charts). This anthropometric index,
together with other anthropometric measures, may have unexplored potential for screening
CVD-risk associated features. For instance, in a previous study [21], we developed a new sex-
specific model that predicts percent body fat (% BF), as defined by bioimpedance, from simple
anthropometric measurements. The aims of this study were: 1) to assess the metabolic profile
of a pediatric population at a specific age; 2) to describe the association (positive or negative
direction and magnitude) between anthropometric and biochemical cardiovascular disease
risk factors in school-aged children; and 3) to evaluate selected anthropometric variables as
potential predictors of a dyslipidemic cardiovascular risk, for the future development of an
early prognostic model of cardiovascular disease risk including, although not exclusively,
anthropometric measurements.

Methods
Study design and participants

The discriptive and cross-sectional study here reported is part of a larger project entitled
"Nutritional, Biochemical and Genetic Study of an overweight and obese children population
in the Southern Region". This project was approved by the Directorate General of Health, the
Ministry of Science and Education of Portugal, and by the Ethics Committee of the Hospital
Garcia de Orta, according to the principles of Helsinki Declaration. The project was conducted
from January 2009 to June 2013 in a population of pre-pubertal children (based on Tanner
stage) recruited from 87 public schools in Lisbon and the Tagus Valley metropolitan region,
which included anthropometric, bioelectrical impedance, biochemical, and genetic analysis.

To be included in the study, children should have completed nine years of age during the
present school year; this inclusion criterion reduced the initial population from 5.989 to 5.577
children. The exact chronologic age in days was calculated as the date of examination minus
the date of birth. Children who transferred to another school, who were missing the minimum
required measurements, or whose parents abandoned participation were also excluded, leaving
5.514 eligible children.

The parents of all enrolled children were required to give informed consent. Because of lack
of consent for venous blood sampling of the enrolled children, the sample size for this study
here declined to 3.084. Additional children were excluded if they reported to be non-fasting at
the time of blood withdrawal or if their parents withdrew the consent. These exclusions pro-
duced a final analytical sample of 1.496 children. To issue the possibility of self-selection bias
we compared anthropometric data between participants and non-participants. No significant
differences were found (data not shown).

Anthropometric and bioelectrical impedance analysis

Clinical procedures were performed in the schools under the supervision of two pediatric con-
sultants. All anthropometric measurements [weight, height, BMI, BMI z-score (zBMI), waist
circumference (WC), hip circumference (HC), waist-hip ratio (WHR), waist-circumference-
to-height-ratio (WHtR), mid-upper arm circumference (MUAC), calf circumference (CC),
bioelectrical impedance (% BF), percent skeletal muscle (% SM) and and resting metabolic
rate (RMR)] were obtained with participants dressed in lightweight clothing and without
shoes, using the methods previously described [21]. Children were categorized as “normal
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weight”, “overweight,” or “obese” according to World Obesity/Policy & Prevention (Interna-
tional Obesity Task Force-IOTF) cut-off values [22]. The cut-off values used to assess WC
[23], WHIR [24], and % BF [25] were based on those proposed by McCarthy et al. For WHR
an internal cut-off value was used (data not shown).

Biochemical analysis

Participants were instructed to fast for 12 hours, and whole blood was sampled by venipunc-
ture in the morning at school. Blood samples were refrigerated at approximately 5°C until
transferred to our center, immediately processed for serum separation, serum aliquots frozen
(-80°C) on the same day, and stored until further analysis.

Serum samples were assessed for biochemical parameters, including the characterization of
the lipid profile by measurement of lipid fractions and lipoprotein: TC, HDL-c, LDL-c, non-
HDL cholesterol (N_HDL-c) and triglycerides (TG), as well as apolipoproteins Al (Apo A1)
and B (Apo B), using turbidimetric immuno-enzymatic assays. Dyslipidemia was defined as
the presence of one or more parameters of the serum lipid profile beyond the normal range.
Abnormal lipid concentrations in blood were defined by established cut-offs as follows: total
cholesterol >170 mg/dl, LDL-c >110 mg/dl, and N_HDL-c >120 mg/dl, as defined by the
American Academy of Pediatrics, [26] and HDL-c <40 mg/dl, triglycerides > 75 mg/dl, APO
Al <1.2 g/L, and APO B > 0.9 g/L, as defined by the Laboratories of the Mayo Clinic [27].

Serum samples were also tested for glucose (Glucose oxidase method), creatinine (Jaffé
method), total proteins (Biuret method), and ferritin (immunoassay method); normal values
were defined as follows: glucose <100 mg/dl, creatinine 0.4-1.0 mg/dl, total proteins 6-8.3
mg/dl, and ferritin 7-140 ng/ml [26].

All biochemical determinations were performed using Horiba Medical reagents in a Horiba
Pentra C400 auto analyzer (France), and obtained inter and intra-assay coefficients of variation
were always <3%.

Insulin (kit—10-1113-01, Mercodia), leptin (kit- 10-1199-01, Mercodia), and oxLDL (kit-
10-1143-01, Mercodia) were measured by ELISA in a DS2 auto analyzer from Dynex Technolo-
gies™ (Magellan Biosciences, USA). The homeostasis model assessment of insulin resistance
(Homa-IR), was calculated from glucose (mg/dl) and insulin (pU/ml), using the following for-
mula: Homa-IR = (insulin (pU/ml) x glucose (mg/dl))/405. For these parameters internal cut-
off values were used. Normal values were defined as follows: insulin < 16.3uU/ml, Homa-

IR < 0.69, leptin < 6.32 ng/ml, and oxLDL < 1.38mU/L.

Statistical analysis

The statistical analysis was performed with SPSS for Windows statistical package (SPSS Inc.,
Chicago, version 21). Descriptive statistics for anthropometric and biochemical/clinical
parameters were calculated by IOTF categories, ethnicity groups and gender, and differences
between means were t-tested with Bonferroni adjustment. The relationships between anthro-
pometric and biochemical variables were evaluated through partial correlation coefficients,
stepwise (bidirectional) multiple linear regression and stepwise backwards (Wald) logistic
regression. Both regression analyses were fitted including the constant and hierarchically
adjusted for age, gender, and ethnicity with selected coefficients internally validated by simple
bootstrap (1000 samples) with bias corrected and accelerated 95% confidence interval. Girls
were the reference attribute (value = 0) for Gender. Caucasians were the reference attribute
(value = 0) for ethnicity. The stepwise linear regression used the F-statistic p-value as criterion
for independent variable insertion (0.05) or removal (0.10). The dependent variables were
pediatric biochemical/clinical parameters (lipid profile and oxLDL), whereas the independent
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variables (covariates) were the anthropometric parameters (BMI, zBMI, WC, HC, WHR,
WHItR, MUAC, and CC). The influence of selected anthropometric variables on the variance
of the assumed biochemical cardiovascular risk factors was evaluated through the cumulative
adjusted r”. Effect sizes of selected independent variables were estimated by the models stan-
dardized coefficients (Beta). Next, we used IOTF criteria for normal weight in combination
with established biochemical and anthropometric pediatric cut-off points as criteria to select
an “apparently healthy” subset of children from the study population, and thereafter define
internal cut-off values for those variables without known pediatric cut-off values as the higher
value for each in this subset. These cut-offs were used to turn the dependent and independent
continuous variables into binomial ones, as each variable value was classified with the normal
(0) or high value (1, risk factor) categorical attribute. Odds ratios were calculated using as
dependent variables the binomial biochemical/clinical risk factor, and as independent bino-
mial variables the anthropometric parameters. Cases with missing data were not included in
the analysis. Significance was considered as p-value <0.05 for all tests.

Results

We characterized a cohort of 1,496 schoolchildren (723 boys and 773 girls) with a mean age of
9.75 years according to anthropometric, bioimpedance and biochemical parameters. Accord-
ing to IOTF criteria, 71.5% were "normal weight" and 28.5% were "overweight", including
7.6% who were "obese". Racial-ethnic composition was 87.5% Caucasian, 11.4% Afro-Portu-
guese, and 1.1% other ethnicities. Caucasian and Afro-Portuguese children differed in all
anthropometric and bioimpedance parameters with the exception of height and % SM; Cauca-
sians had higher values (p<0.05) (S1 Table). No significant differences in biochemical levels
were found between the two groups (p>0.05), except for total proteins (S1 Table). For this rea-
son, these two ethnic groups were merged in subsequent analyses. Other race-ethnic groups
were not included; the sample sizes of the other groups were too small to justify a separate
analysis. No differences were found between boys and girls in anthropometric and bioimpe-
dance parameters with the exception of height, WHR, % SM and RMR (p >0.05) (Table 1). In
contrast, significant differences were observed between genders for glycemia, lipid profile
(except for TC and LDL-c), total protein, creatinine, and leptin levels; girls had higher mean
values, with the exception of glycemia, HDL-c, APO A1, and creatinine (p <0.05) (Table 1).

Significant differences in all anthropometric and bioimpedance measurements were
observed between children categorized to the “normal weight”, “overweight” and “obese”
groups (p <0.05) (S2 Table). No significant differences were observed in glucose, TC, total
proteins and creatinine levels between the weight groups. However, the weight groups differed
in HDL-c, TG, APO A1, TC/HDL, LDL/HDL, and leptin mean values (p<0.05) (Table 2). In
contrast to other biochemical parameters, HDL-c and Apo A1 were significantly lower in the
"overweight” and "obese" groups. “Normal weight” and “overweight/obese” groups differed
significantly in LDL-c, APO B, APO B/APO A1, N_HDL-c, ferritin, insulin, Homa-IR, and
oxLDL mean values. “Normal and overweight” children had significantly lower LDL/APO B
than those within the “obese” category. Differences found between boys and girls of the “nor-
mal weight” group were the same as those previously described for the overall population,
whereas no differences other than in leptin levels were found when “overweight” and “obese”
gender groups were compared. “Overweight” and “obese” boys also had higher levels of creati-
nine and APO Al, respectively.

Correlation analysis of lipid profile parameters showed that anthropometric parameters
(except for WHtR and HC for LDL/HDL) were positively and moderately correlated with TG,
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Table 1. Descriptive characteristics of the study population of children by gender.

Characteristic Total Male Female
(n = 1496) (n=723) (n=773)
Mean + SD Mean + SD Mean + SD
Ages 9.74 £ 0.61 9.76a + 063 9.71a +0.58
Anthropometry
Weight (Kg) 35.74 + 8.72 35.98, + 8.92 35.52, + 8.52
Height (cm) 1385+7.4 138.9,+7.3 138.1,+7.5
BMI (Kg/m?) 18.44 +324 18.44, +3.29 18.44,+3.18
zBMI 0.67 £ 1.08 0.67,+ 1.1 0.67, + 1.07
WC (cm) 65.25 + 9.15 65.0, 9.1 65.5,+9.2
HC (cm) 71.8+8 71.3,+8.1 723,79
WHR (WC/HC) 0.89 +0.05 0.90,, + 0.05 0.89, +0.05
WHIR (WC/height) 0.472 + 0.06 0.47, +0.06 0.48, +0.06
MUAC (cm) 212+29 21.1,+3 213,+27
CC (cm) 29.2+34 29.2,+34 29.1,+33
Bioelectrical impedance
BF (%) 219+7.7 214, 7.5 224,79
SM (%) 319+2.8 32.6, +2.74 31.2, +2.65
RMR (Kcal/day) 1211 + 116 1244, + 126 1181, +96
Biochemical Parameters
Glycemia (mg/dl) 78.1+£12.8 79.1, £ 11.8 76.8, 9.7
TC (mg/dl) 170.6 £ 29.5 169.4, £29.4 171.6, +29.5
LDL-c (mg/dl) 93.8 +24.6 91.1, +24.3 96.2, + 24.6
HDL-c (mg/dl) 56.5+11.2 57.5p £ 11.5 55.6, + 10.9
TG (mg/dl) 62.3 +26.8 58.8, +26.4 65.2, + 26.1
APO Al (g/L) 1.36 +0.19 1.38, +0.19 1.34,+0.18
APO B (g/L) 0.74 £0.17 0.72, £0.17 0.76, £ 0.16
APO B/APO Al 0.6+0.1 0.5, + 0.1 0.6, +0.1
LDL-c/Apo B 127 +15.1 1.27,+ 1.6 1.26,+1.4
TC/HDL 3.09 £0.63 3.02;, + 0.63 3.16, + 0.61
N_HDL-c (mg/dl) 114 +26.7 111, +26.7 116, + 26.4
LDL/HDL 1.72 +0.56 1.65;, + 0.55 1.79, +0.55
Total Proteins (mg/dl) 73+0.7 7.2, £ 0.67 7.4,%0.73
Ferritin (ng/ml) 38.8 £21.3 38.9, +£20.3 38.7,+£22.2
Creatinine (mg/dl) 0.6 £0.11 0.61;, + 0.09 0.59, +0.11
Insulin (uU/ml)" 72+11.19 6.81,+11.74 7.45, +10.59
Homa-IR 1.41 +2.47 1.26, + 1.97 1.53, +2.83
Leptin (ng/ml) 2 10.71 + 10.8 8.73, £9.83 12.56, + 11.7
oxLDL (mU/L) * 6.55+1.78 634, +1.71 6.75,+1.82

SAge in days were converted to years for between-group comparisons.

!(Female-272/Male-246)

2 (Female -266/Male -246)

3 (Female F-129/Male -133).

Gender means of each characteristic are compared through Bonferroni-adjusted t-tests, and statistical significance of differences are reported as different associated
letters: a.b) (p<0.05). APO Al (apolipoprotein A1); APO B (apolipoprotein B); BMI (body mass index); CC (calf circumference); HC (hip circumference); HDL-c (high-
density lipoproteins cholesterol); LDL-c (low-density lipoproteins cholesterol); HOMA-IR (homeostatic model assessment-insulin resistance); MUAC (mid-upper arm
circumference); N_HDL-c (non-HDL cholesterol); oxLDL (oxidized low-density lipoprotein); RMR (resting metabolic rate); TC (total cholesterol); TG (triglycerides);
WC (waist circumference); WHR (waist-hip ratio); WHItR (waist circumference-to-height-ratio); zZBMI (BMI z-score); % BF (percent body fat); and % SM (percent

skeletal muscle).

https:/doi.org/10.1371/journal.pone.0197922.t001
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Table 2. Descriptive biochemical characteristics by gender and IOTF category™.

Biochemical parameters Normal Overweight Obese
Total Male Female Total Male Female Total Male Female (n =53)

(n=1071) (n=523) (n=548) (n=312) (n = 140) (n=172) (n=113) (n=60)

Mean+SD | Mean+SD | Mean+SD |Mean+ SD Mean +SD | Mean+SD | Mean+SD | Mean + SD Mean + SD
Glucose (mg/dl) 77.7+131% |78.6,+108 | 762,+94 | 794+126" | 809,+153 | 782,+99 |78.9+10.8" 79.1,+10.6 786, 11.2
TC (mg/dl) 169.9 +29.0* | 167.6, +28.0 | 171.9,+29.7 | 172.5 +30.3* | 173.3,+30.7 | 171.8, +30.1 | 172.3+31.5" 175.7,+36.5 | 168.6, +24.6
LDL-c (mg/dl) 91.7+23.7* |87.7,+224 95.1, +24.3 | 98.5+25.3** | 98.1, +24.7 98.8,+25.9 |101.0+27.5** 103.6, +31.2 | 98.2, + 22.6
HDL-c (mg/dl) 579+ 113" |5925& 115 56.8,+11.1 |54.2+10.3° |54.6,+10.4 53.9,+10.3 |49.0 + 8.1*** 49.6, + 8.9 484,+73
TG (mg/dl) 58.0 +23.1% | 53.6, +£20.8 |61.8,+23.2 68.2 +28.8** | 66.0, +30.9 70.0,+26.9 | 86.2 +36.5"** | 87.3,+35.2 |84.9,+38.2
APO Al (g/L) 1.37+0.2* 1.39% + 0.2 1.35,+0.2 1.33+0:2** | 1.35.+02 132,02 |1.27+02"* [131,+02 |1.24,+0.1
APO B (g/L) 0.72 +0.2* 0.70p + 0.2 0.75, + 0.2 0.77 £0.2** | 0.76,+0.2 0.78, +0.2 0.78 £ 0.2** 0.80, +0.2 0.76, + 0.2
APO B/APO Al 0.5+0.1* 0.5, +0.1 0.6, +0.1 0.6 +0.1"* | 0.6,+0.1 0.6,+0.1 |[0.6+0.2** 0.6,+0.2 0.6,+0.2
LDL-c/Apo B 1.26 + 1.6 1.26,+1.7 1.26,+ 1.4 12274 15" 1.29, +1.5 127,+14 [129+12** 129,+1.1 [1.29,+14
TC/HDL 3.0+0.6" 2.9, +0.5 3.1,+0.6 3.25+0.6" |3.2,+0.7 33,06 0.6 +0.8*** 3.6, 0.9 3.6.+0.7
N_HDL-c (mg/dl) 112.0 +25.7* | 108.4;, £24.5 | 115.1, +26.2 | 118.3+27.7** | 118.7,+27.8 |118.0,+27.7 |122.7 +30.0** | 124.9, +34.4 | 120.2,+24.4
LDL/HDL 1.64 +0.5* 1.54, + 0.5 1.73,£0.5 1.87 +0.6™* 1.85, +0.6 1.89, +0.6 21+0.7*% |2.13,+0.7 2.08,+0.6
Total Proteins (mg/dl) | 7.26 + 0.7* 7.19% * 0.6 7.34,£0.7 7.40 £ 0.8* 7.35, 0.8 7.43, 0.9 7.40 +0.7* 7.34,£0.8 | 7.45,+0.6
Ferritin (ng/ml) 373+19.7* |37.1,+17.7 [375,+215 |41.4+24.6™ 436,275 [39.6,+21.8 [455+23.9* |429,+19.6 |484,+27.7
Creatinine (mg/dl) 0.6 +0.1* 0.6, +0.1 0.59, +0.1 0.6 £0.1* 0.62;, +0.1 0.58, +0.1 0.6 +0.1* 0.59, +0.1 0.62, +0.1
Insulin (WU/ml)" 509+42° |48,+42 52,+35 991+162" |103,+20.1 [9.6,+124 |12+169" [86,+98 14.3,422.49
Homa-IR 0.96 + 0.9* 0.93,+0.8 0.97,+0.8 1.88+3.0"* | L72,+32 2.0,+29 2.47 £ 4.9*" 1.80,+2.3 |3.26,+6.8
Leptin (ng/ml)2 5.7 +6.3* 3.9, + 1.6 67:+7.1 14.7 £ 6.4 | 12.0,+6.7 17.1, £ 7.4 27.1+16.5*** | 24.3, +13.5 |31.8,+12.6
oxLDL (mU/L)? 633+16" 62,16 6.5, 1.6 70+19" |69,+18 71,219  |7.0+23* 66,120 |7.3,+26

“According to World Obesity/Policy & Prevention analysis cut-off values. Gender means of each characteristic were compared within each IOTF category whereas

IOTF Grade means of each characteristic were compared through Bonferroni-adjusted t-tests. Statistical differences were reported as different associated letters (a.b) or

symbols (*.**.***), respectively (p < 0.05).

! (Female-272/Male-246)
2(Female-266/Male-246)
3(Female-129/Male-133).

APO Al (apolipoprotein A1): APO B (apolipoprotein B): HDL-c (high-density lipoproteins cholesterol): LDL-c (low-density lipoproteins cholesterol): HOMA-IR

(h ic model

1

(triglycerides).

resistance): N_HDL-c (non-HDL cholesterol): oxLDL (oxidized low-density lipoprotein): TC (total cholesterol): and TG

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0197922.t002

TC/HDL and LDL/HDL and inversely correlated to HDL-c (p <0.05) (Table 3). Apo B/APO
Al was moderately and positively correlated with BMI and WHR (p <0.05).
BMI (r = 0.159), zZBMI (r = 0.143), WHIR (r = 0.145), and MUAC (r = 0.135) were positively
correlated with oxLDL (p<0.05). Other parameters, such as glucose and insulin, were moder-
ately and significantly correlated with weight, BMI and zBMI (p <0.05). Glucose was also
moderately correlated with MUAC and insulin with HC (p <0.05). We found the strongest
correlations between leptin and all anthropometric parameters (p <0.05). The correlation

analysis of biochemical variables showed that oxLDL was strongly and significantly associated
with TC, LDL-c, APO B, APO B/APO Al, TC/HDL, and N_HDL-c (S3 Table).

A careful analysis of these previous results showed a significant percentage of children
within normal IOTF values had anthropometric, bioimpedance or biochemical values outside
the pediatric reference range. Among 1.071 “normal weight” children only 320 (29.9%) had
anthropometric, % BF, and biochemical parameters all within the normal range (Table 4).

The observation of abnormal parameters within the normal IOTF group led us to question
how many children would meet all the pediatric reference criteria. The number of children
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Table 3. Correlations between anthrop ric and bioch | characteristics adjusted for age, gender and ethnicity.
Glucose | Insulin | Homa- TC LDL-c | HDL-c TG APO Al | APO | APOB/ | LDL¢/ | TC/ | N_HDL-c | LDL/ | Leptin | oxLDL
(mg/dl) | (mU/L) | IR (mg/dl) | (mg/dl) | (mg/dl) | (mg/dl) (g/L) B(g/L) | APOA1 | ApoB | HDL | (mg/dl) | HDL | (ng/ml) | (mU/L)
Weight (Kg) | 0.227 0.294 0.270 NS 0.074 -0.271 0.303 -0.193 0.075 0.16 0.03 | 0.245 0.066 0.232 | 0.774 NS
Height (cm) NS 0.228 0.211 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS 0.297 NS
BMI (Kg/ 0.238 0.217 0.196 NS 0.147 -0.263 0.318 -0.175 0.143 0.201 0.066 | 0.287 0.128 0.282 | 0.856 0.159
2:
m’)
zBMI 0.254 0.213 0.19 NS 0.138 -0.25 0.267 -0.173 0.136 0.197 0.058 | 0.264 0.116 0.263 | 0.771 0.143
WC (cm) 0.141 0.185 0.167 NS 0.115 -0.253 0.264 -0.174 0.119 0.19 N/S  |0.257 0.098 0.254 | 0.877 NS
WHR (WC/ 0.125 0.104 0.091 NS 0.168 -0.224 0.249 -0.144 0.168 0.211 0.068 |0.271 0.142 0.276 | 0.879 NS
HC)
HC (cm) 0.149 0.247 0.219 NS N/S -0.24 0.246 -0.16 0.075 0.145 N/S  |0.202 N/S 0.196 | 0.814 NS
WHIR 0.015 -0.057 | -0.045 0.072 0.134 -0.096 0.112 -0.074 0.118 0.14 0.086 |0.177 0.12 0.183 | 0.652 0.145
wcy
height)
MUAC (cm) | 0.212 0.191 | 0.165 NS 0.107 -0.238 0.233 -0.165 0.092 0.161 N/S |0.217 0.07 0.231 | 0.802 0.135
CC (cm) NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS 0.527 NS

Correlation coefficients are displayed if statistically significant P <0.05. NS (not significant): APO Al (apolipoprotein A1): APO B (apolipoprotein B): BMI (body mass
index): CC (calf circumference): HC (hip circumference): HDL-c (high-density lipoproteins cholesterol): LDL-c (low-density lipoproteins cholesterol): HOMA-IR
(homeostatic model assessment-insulin resistance): MUAC (mid-upper arm circumference): N_HDL-c (non-HDL cholesterol): oxLDL (oxidized low-density lipoprotein):
TC (total cholesterol): TG (triglycerides): WC (waist circ nce): WHR (waist-hip ratio): WHItR (waist circumference-to-height-ratio): and zZBMI (BMI z-score).

https:/doi.org/10.1371/journal.pone.0197922.t003

with dyslipidemia and/or any other abnormal biochemical parameter is shown in Fig 1. After
evaluating the number of dyslipidemic disorders, 65% of “normal weight”, 73% of “over-
weight” and 81% of “obese” children had at least one abnormal lipid parameter equivalent to a
CV risk factor. The risk of dyslipidemia was associated with zBMI. In addition, only 33% of
“normal weight”, 24% of “overweight”, and 18% of “obese” children lacked any abnormal bio-
chemical parameter among the parameters measured.

Results of the multiple linear regression analyses for lipid profile measures are presented in
Table 5. WHR, WHtR, WC, HC, BMI and zBMI were significant determinants of lipid and
lipoproteins levels depending on the analyzed biochemical parameter. However, the percent-
age of variance of lipid levels explained by these parameters was very low. CC and MUAC,
after adjustment for WC, were inversely associated with high-risk levels of TG and HDL-c,
indicating a protective effect against dyslipidemia (S4 Table). Results in Table 5 also show that
WHR was a significant predictor for TC and N_HDL-c; it equally explained 0.4% of TC and
N_HDL-c variances. WC explained 2.8%, 1.2%, and 0.8% of APO A1, APO B and N_HDL-c
variance, respectively. WHtR explained 2.7%, 2.8%, and 1.9% of LDL-c, APO B, and N_HDL-c
variance, respectively. BMI explained 0.4%, 9.7% and 0.3% of LDL-c, TG and N_HDL-c,
respectively. Finally, HC explained 0.3% of LDL-c and zBMI explained 2.4% of TG. Male gen-
der consistently showed a protective effect towards dyslipidemia. WHtR and BMI showed a
positive (increasing) effect over LDL-c and N_HDL-c, favouring dyslipidemia in general.

The independent contributions of anthropometric parameters to predict an abnormal lipid
profile (CVD risk factor), according to logistic models adjusted for ethnicity, age, and gender,
are shown in Table 6. WHR was found to be the strongest predictor of those with CVD risk
levels of TC, LDL-c, and N_HDL-c. Children with abnormal WHR levels had 4.5 (95% CI:
1.4-14.0), 3.4 (95% CI: 1.3-9.1), and 5.3 (95% CI: 1.7-16.5) times more risk of having a high
risk level of TC, LDL-c and N_HDL-c (p<0.05) than children with normal WHM levels,
respectively. zBMI was the only independent predictor of oxLDL. In fact, children in the cate-
gory of high zBMI had, on average, a 4.12 (95% CI: 1.20-14.15) times higher risk of having a
high-risk level of oxLDL than those children with normal zZBMI levels.
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Table 4. Descriptive characteristics of the subset of children without risk factors by gender.

Characteristic Total Male Female
(n=320) (n=174) (n = 146)
Mean + SD Mean + SD Mean + SD
Age® 9.77£0.57 9.7, 057 9.8,%0.57
Anthropometry
Weight (Kg) 315+5.1 3164, £4.71 313,455
Height (cm) 1373£7.2 1375,£7.0 137.1,£7.6
BMI (Kg/m®) 166+ 1.6 167, £ 15 165,+1.7
ZBMI 0.06 £ 0.74 0.1,£0.7 0.1,£0.78
WC (cm) 60.6+53 60.4,+47 60.7,+59
HC (cm) 68.1+5.7 67.3,£5.2 69.20£6.1
WHR (WC/HC) 0.88 £ 0.05 0.89, +0.04 087,005
WHIR (WC/height) 044003 044, +0.03 044,004
MUAC (cm) 198+ 19 197, + 1.9 199, +2.0
CC (cm) 27623 277a£22 275,£25
Bioelectrical impedance
BE (%) 17.7£55 17.5,+53 17.9,£57
SM (%) 325+3.22 3305+ 3.1 317,+32
RMR (Kcal/Day) 1168 £ 85 1193, + 84 1138, £ 76
Biochemical Parameters
Glucose (mg/dl) 76193 764, 9.5 75.8,+9.0
TC (mg/dl) 1513+13.7 1505, + 13.6 1523,% 137
LDL-c (mg/dl) 76.6 £ 153 747, + 160 788,142
HDL-c (mg/dl) 583 +8.0 59.6, + 8.5 56.9,+7.2
TG (mg/dl) 4741125 457,125 494,123
APO Al (g/L) 139 +0.12 1.40,£0.13 1.37,£0.12
APO B (g/L) 0.62£0.1 060, + 0.1 065, 0.1
APO B/APO Al 05£0.1 0.4, + 0.1 0.5,+0.1
LDL-c/Apo B 122120 1.23,£12.6 122,117
TC/HDL 14104 1.3,+04 14,+033
N_HDL-c (mg/dl) 93.0£ 142 910, + 143 955, + 13.63
LDL/HDL 26404 26,04 27,+036
Total Proteins (mg/dl) 7.1£0.46 7.1,+0.46 7.1,£0.46
Ferritin (ng/ml) 358+162 353,153 363,174
Creatinine (mg/dl) 0.60  0.08 061, + 0.09 0.58, +0.08
Insulin (pU/ml)" 46+32 44,427 48,+37
Homa-IR 0.89 £ 0.69 0.84, +0.61 093,077
Leptin (ng/ml)* 57463 51,75 6.3,%5.1
oxLDL (mU/L)* 5814 57:£13 59,%148

SAge in days are converted in years for a better comparison between groups.

! (Female-38/ Male-37)
2 (Female-40/Male-36)
? (Female-24/Male-31).

Gender means are compared between each characteristic through Bonferroni-adjusted t-tests and statistical differences are reported as different associated letters: a.b
(p < 0.05). Values outside the following biochemical normal cut-offs were considered risk factors: glucose < 100mg/dl. TC < 170 mg/dl. LDL-c < 110 mg/dl. HDL-

¢ > 40 mg/dl. TG < 75 mg/dl. APO Al > 1.2 g/L. APO B < 0.9 g/L. N_HDL-c < 120. Total proteins 6-8.3 mg/dL. Ferritin 7-140 ng/ml. creatinine 0.4-1.0 mg/dl.
Insulin < 16.3 uU/ml. Homa-IR < 0.69. Leptin < 6.32 ng/ml and ox-LDL < 1.38 mU/L. APO A1 (apolipoprotein A1). APO B (apolipoprotein B): BMI (body mass
index): CC (calf circumference): HC (hip circumference): HDL-c (high-density lipoproteins cholesterol): LDL-c (low-density lipoproteins cholesterol): HOMA-IR

(h tic model insulin rq ): MUAC (mid-upper arm circumference): N_HDL-c (non-HDL cholesterol): oxLDL (oxidized low-density
lipoprotein): RMR (resting metabolic rate): TC (total cholesterol): TG (triglycerides): WC (waist circumference): WHR (waist-hip ratio): WHIR (waist circumference-
to-height-ratio): zZBMI (BMI z-score): % BF (percent body fat): and % SM (percent skeletal muscle).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0197922.t004

Discussion

Obesity is associated with increased prevalence of dyslipidemia and related CV risk [28]. Previ-
ous studies have shown that obese children have significantly higher TC, LDL-c, TG, N_HDL-
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Fig 1. Distribution of abnormal biochemical parameters according to IOTF category.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0197922.g001

¢, and lower HDL-c values [29-31]. With the exception of TC levels, our study results corrobo-
rate and agree with these findings. Gender is also an important determinant of CV risk. Kahn
et al found that girls have higher insulin resistance and TG levels [32]. Likewise, Kumar et al
[33] and Zhu et al [34] reported significantly higher TC and TG levels in girls (8-18 and 7-17
years-old, respectively). The first authors also showed that boys had higher levels of HDL-c,
while the second reported a significantly higher mean concentration of LDL-c in girls. These
results, with the exception of TC and insulin resistance, agree with our own findings and indi-
cate that these girls may have a higher risk to develop CVD as adults. These differences might
be related to how gender affects anthropometric variables.

Some studies suggest that childhood obesity has a considerable short-term and cumulative
effect on the cardiovascular system that increases the risk of atherosclerosis in early adult life
[35,36]. These effects could be mediated by the relationships between obesity and biochemical
parameters, including lipid profile, insulin resistance, and metabolic syndrome. Bliiher et al, in
a cohort of 1.278 children aged 11 to 18 years, found that measures of insulin resistance were
most strongly correlated to BMI SD, whereas absolute WC was most strongly associated with
other metabolic risk markers, including the lipid profile, though differences in correlation
coefficients were minor [37]. However, results of the National Health and Nutrition Examina-
tion Survey indicated that WC may be more useful than BMI for identifying adolescents at
risk to develop insulin resistance and diabetes in early life [38]. Graves et al reported similar
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Table 5. Final multiple regression models that explain the variance of blood lipids and lipoproteins. Independent control variables were gender, age and ethnicity;

anthropometric were independent covariates.
Dependent Independent Std. Coef. Coef. Sig. Cumulative Adjusted r* Coef. Bootstrap Sig.
Variable Variable
(n = 1496)
TC Constant 0.00 <0.05
Gender* -0.07 0.02 <0.05
Age -0.04 0.22 0.21
Ethnicity 0.04 0.20 0.004 0.24
WHR* 0.07 0.03 0.008 <0.05
LDL-c Constant 0.02 <0.05
Gender* -0.12 0.00 <0.05
Age 0.07 0.06 0.07
Ethnicity 0.05 0.10 0.011 0.13
WHItR* 0.33 0.00 0.038 <0.05
wC -0.24 0.07 0.050 0.07
BMI* 0.22 0.00 0.054 <0.05
HC* -0.18 0.03 0.057 <0.05
HDL-c Constant 0.00 <0.05
Gender* 0.10 0.00 <0.05
Age* -0.08 0.01 <0.05
Ethnicity 0.01 0.88 0.014 0.81
BMI* -0.26 0.00 0.081 <0.05
TG Constant 0.00 <0.05
Gender* -0.15 0.00 <0.05
Age 0.00 0.93 0.89
Ethnicity 0.01 0.84 0.026 0.80
BMI* 0.92 0.00 0.123 <0.05
ZBMI* -0.63 0.00 0.147 <0.05
APO Al Constant 0.00 <0.05
Gender* 0.10 0.00 <0.05
Age* -0.09 0.01 <0.05
Ethnicity -0.03 0.43 0.018 0.48
wc -0.20 0.00 0.046 <0.05
APO B Constant 0.01 <0.05
Gender* -0.13 0.00 <0.05
Age* 0.07 0.04 <0.05
Ethnicity 0.06 0.70 0.015 0.75
WHIR* 0.46 0.00 0.043 <0.05
wC* -0.31 0.00 0.055 <0.05
N_HDL-c Constant 0.10 0.09
Gender* -0.12 0.00 <0.05
Age 0.04 0.23 0.24
Ethnicity 0.05 0.11 0.010 0.10
WHIR* 0.25 0.01 0.029 <0.05
wc* -0.38 0.00 0.037 <0.05
BMI* 0.22 0.00 0.040 <0.05
WHR* 0.10 0.02 0.044 <0.05
oxLDL Constant 0.00
Gender* -0.21 0.03 <0.05
(Continued)
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Table 5. (Continued)

Dependent Independent Std. Coef. Coef. Sig. Cumulative Adjusted r* Coef. Bootstrap Sig.
Variable Variable
(n = 1496)
Age -0.16 0.08 0.08
Ethnicity 0.09 0.35 0.000 0.33

*Variable with significant coefficient for p<0.05.

Std. Coef. (Standardized coefficient-Beta effect size). Sig. (Coefficients Significance). Bootstrap Sig. (Significance of Coefficients estimated by bootstrap). Statistically

significant P <0.05. APO A1 (apolipoprotein Al): APO B (apolipoprotein B): BMI (body mass index): CC (calf circumfé

¢): HC (hip circumf

e): HDL-c (high-

density lipoproteins cholesterol): LDL-c (low-density lipoproteins cholesterol): MUAC (mid-upper arm circumference): N_HDL-c (non-HDL cholesterol): oxLDL
(oxidized low-density lipoprotein): TC (total cholesterol): TG (triglycerides): WC (waist circumference): WHR (waist-hip ratio): WHIR (waist circumference-to-height-
ratio): and zZBMI (BMI z-score).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0197922.t005

associations between these anthropometric measurements at ages 7-9 years and cross-sec-
tional and prospective cardio-metabolic risk factors [39]. In contrast, other studies found
WHIR to be more strongly associated with lipid outcomes [40,41]. Nevertheless, our own
study data further supports that BMI is more strongly correlated with insulin resistance and

the lipid profile than are WC or WHtR.
In addition, our data revealed that oxLDL is significantly and positively correlated with

anthropometric parameters (BMI, zBMI, WHtR, and MUAC) and the lipid profile (TC, LDL-
¢, APO B, ApoB/ApoAl, TC/HDL, LDL/HDL, and N_HDL-c) and negatively correlated with
HDL-c levels. Other studies that also explored these correlations reported similar results. In a

Table 6. Independent contributions of anthropometric parameters to the prediction of cardiovascular disease risk factors (adjusted for gender, age and ethnicity).

CVD Risk Factors Anthropometric Odds ratio (95% CI) Bootstrap Sig. AUC (95% CI)
(n = 1496) variables
TE HC 0.481 (0.206; 1.124) 0.10

WHR* 4.491 (1.435; 14.054) <0.05 0.66 (0.52; 0.59)
LDL-c BMI* 1.733 (1.26; 2.38) <0.05

WHR* 3.40 (1.27; 9.10) <0.05 0.61 (0.57; 0.65)
HDL-c WwC* 4.69 (1.78; 12.40) <0.05 0.64 (0.56; 0.72)
TG BMI* 2.21(1.52; 3.23) <0.05

WHtR 1.65 (0.95; 2.87) 0.09

€C 1.63 (0.98; 2.72) 0.07 0.66 (0.62; 0.70)
Apo Al HC* 4.17 (1.44; 12.06) <0.05

cc* 2.29 (1.24; 4.23) <0.05

MUAC* 0.17 (0.04; 0.77) <0.05 0.64 (0.59; 0.68)
Apo B ZBMI* 2.10 (1.43; 3.08) <0.05 0.64 (0.60; 0.68)
N_HDL-c BMI* 1.53 (1.13; 2.06) <0.05

WHR* 5.30 (1.70; 16.48) <0.05 0.59 (0.56; 0.63)

*Variable with significant coefficient for p<0.05.

Bootstrap Sig. (Significance of Coefficients estimated by bootstrap). AUC (area under the curve). CVD (cardio-vascular disease). CI (confidence interval). CV high risk
lipid concentrations, based on established cut-offs values, were defined as follows: total cholesterol >170 mg/dl; LDL-c >110 mg/dl; HDL-c <40 mg/d]; triglycerides
>75 mg/dl; APO Al <1.2 g/L; APO B >0.9 g/L; N_HDL-c >120 mg/dl, and ox-LDL >1.38 mU/L. APO Al (apolipoprotein A1): APO B (apolipoprotein B): BMI (body
mass index): CC (calf circumference): HC (hip circumference): HDL-c (high-density lipoproteins cholesterol): LDL-c (low-density lipoproteins cholesterol):MUAC
(mid-upper arm circumference): N_HDL-c (non-HDL cholesterol): oxLDL (oxidized low-density lipoprotein): TC (total cholesterol): TG (triglycerides): WC (waist
circumference): WHR (waist-hip ratio): WHtR (waist circumference-to-height-ratio): and zBMI (BMI z-score).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0197922.t006
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population of 35 children aged 7-11 years, Islam et al demonstrated that oxLDL immune com-
plexes were significantly correlated with TC, LDL-c, and LDL/HDL levels [42]. Kelly et al
showed that in children ox-LDL is significantly associated with adiposity independent of body
fatness [31]. According to Norris et al, extreme pediatric obesity is associated with higher levels
of oxidative stress and inflammation, suggesting that markers of early CVD and type 2 diabetes
mellitus are already present in a population of young children and adolescents [43].

To the best of our knowledge, the present study is the first to describe, in the same popula-
tion, relationships among extensive anthropometric, bioimpedance, and biochemical parame-
ters, and to evaluate these parameters in a subset of “normal weight” children. Our results
showed that according to the analyzed parameters only 29.9% of the “normal weight” children
had no CV risk factor. Studies aiming to determine CV risk factors in pediatric populations
should take into account the high proportion of children that have an abnormal biochemical
parameter. Of note, most previously conducted studies only classified children as being “nor-
mal” according to one or two anthropometric or bioimpedance parameters. The findings of
this study show that 70.1% of the “normal weight” children had a least one abnormal biochem-
ical parameter and 64.8% had dyslipidemia. Therefore, these results suggest that future studies
proposing to assess CV risk in pediatric populations should take into account several anthro-
pometric, bioimpedance, and biochemical parameters to exclude from the “normal” control
group those who have one or more parameters outside of the normal range.

The present study also revealed that only 26.6% of overweight and 18.6% obese children lack
dyslipidemia, which indicates that children with a higher degree of overweight (defined by
BMI) are more likely to have adverse alterations in their lipid profile. In a cohort of 293 adoles-
cents (11-16 years-old), Bibiloni et al reported that 48.8% of participants had a positive diagno-
sis of dyslipidemia and also found that adolescents with a high BMI were more likely to have at
least one lipid parameter beyond the normal range, which agrees with our own findings [44].

Several other studies also examined which obesity indexes best predict CV risks markers
[32,38,43,44]. However, the relative strength of the associations between several anthropomet-
ric measurements and cardio-metabolic risk factors in childhood obesity has not been estab-
lished. Study cohort size, age range, gender, ethnicity, pubertal stage, absence of
internationally accepted classification with age- and gender-specific cut-off values for some
anthropometric measures and geographical differences may explain the inconsistent the
results. In our current study, we determined the independent contribution of MUAC/WC,
WHR (WC/HC) and CC/WC to CVD risk factors in children. Our results suggest that a large
HC (adjusted for WC) could be protective for CVD, probably because it assesses skeletal frame
size, adipose and muscle mass in the gluteofemoral region, which is positively correlated with
leg fat mass and inversely with depots of abdominal visceral and subcutaneous fat [45,46]. The
same interpretation applies to MUAC and CC. These results agree with studies of adult popu-
lations [47-49]. WC, WHR and WHIR have been used as indicators of abdominal obesity [50]
and are associated with adverse CV risk factors. The results of the present study also demon-
strate that these parameters, depending on the lipid parameter, are good predictors of a high-
risk lipid profile in this population. However, WHR appears to be the better predictor for most
lipid variables. Chu et al study of 1.366 children (12-16 years-old) concluded that anthropo-
metric parameters (including BMI and WHR) were adequate predictors of blood lipid levels in
both genders [51]. Zhu et al study of 2.243 school children aged 7-17 years with obesity dem-
onstrated that BMI was better than WC and WHR for identifying dyslipidemia and that the
distribution of lipid profiles in Chinese children differ between age groups [34]. According to
Agirbasli et al, BMI was a better predictor of metabolic syndrome risk variables than skinfold
thicknesses, WC, WHtR, and WHR in 9 year old children [52]. However, according to Savva
et al WC and WHIR were better predictors of CVD risk factors than BMI [40]. The present
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data suggests that this kind of investigation may have important public health implications
because the proposition that anthropometric parameters are good predictors of metabolic risk
factors (which might increase the risk of CVD) could justify early interventions.

The study limitations include: 1) the lack of information on the family history of hypercho-
lesterolemia, which according to Kwiterovich [53] explains a large percentage of the variance
in lipid concentrations; 2) the cross-sectional nature of the study, which prevents asserting a
causal relationship between anthropometric predictors and the lipid profile; and 3) the diffi-
culty in comparing our results with others, which limits external validity.

The primary strengths of this study include the large study population, the comprehensive
assessment of surrogate markers of adiposity, some that were never evaluated in children
before, and the diverse biochemical parameters. These extensive data have allowed the explora-
tion of many correlations between anthropometric parameters and cardio-metabolic risk fac-
tors. Furthermore, we explore the anthropometric measurements as a mean of evaluate the
risk for dyslipidemia, and like the precursor forme fruste of the osteosarcopenic obesity pheno-
type in healthy overweight/obese children reported in Stefanaki et al. [54], this dyslipidemia
might be a sign of an “in development” earlier form of CVD in young children.

Conclusion

This study shows that a large proportion of school aged children have at least one abnormality
of the lipid profile, including more than half the children of “normal weight” and the great
majority of “overweight” and “obese” children. Anthropometric parameters were found to
independently predict an altered lipid profile associated with CVD risk. BMI, WC, WHtR and
WHR were more directly associated with dyslipidemia, whereas HC was inversely associated.
The contribution of each anthropometric measurement to the lipid profile varied with the spe-
cific lipid parameter. Selected anthropometric variables are likely to help predict increased
odds of having CV risk factors.
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Abstract

Purpose Evaluate the relationship of leptin receptor (LEPR) rs1137101, fat mass obesity-associated (FTO) receptors
9939609, melanocortin-4 receptors (MC4R) 1s2229616 and rs17782313, and proliferator-activated receptor-gamma
(PPARG) rs1801282 with clinical and metabolic phenotypes in prepubertal children.

Research question What is the effect of polymorphisms on clinical and metabolic phenotypes in prepubertal children?
Methods A cross-sectional descriptive study was performed to evaluate anthropometric features, percentage body fat (%
BF), biochemical parameters, and genotype in 773 prepubertal children.

Results FTO rs9939609 was associated with an increase in body mass index (BMI) and BMI z-score (zBMI). MC4R
rs17782313 was associated with a decrease in BMI and +0.06 units in zZBMI. LEPR, and PPARG-2 polymorphisms were
associated with decreases in BMI and an increase and decrease units in zBMI, respectively. The homozygous SNPs
demonstrated increases (FTO rs993609 and MC4R rs17782313) and decreases (LEPR rs1137101, PPARG rs1801282) in
zBMI than the homozygous form of the major allele. In the overweight/obese group, the MC4R rs17782313 CC genotype
showed higher average weight, zBMI, waist circumference, waist-circumference-to-height ratio, and waist-hip ratio, and
lower BMI, mid-upper arm circumference, calf circumference, and %BF (P< 0.05). FTO rs9939609 AT and AA genotypes
were associated with lower triglycerides (P < 0.05).

Conclusions We showed that MC4R rs17782313 and FTO 159939609 were positively associated with zZBMI, with weak and
very weak effects, respectively, suggesting a very scarce contribution to childhood obesity. LEPR rs1137101 and PPARG-2
rs1801282 had weak and medium negative effects on zBMI, respectively, and may slightly protect against childhood
obesity.
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Introduction

Obesity prevalence has increased during the past century
and the World Health Organization (WHO) estimates that
the number of overweight/obese young children will reach
70 million in 2025 [1]. Obesity is a chronic disease with
multifaceted etiology [2, 3]. Socioeconomic changes during
the last decades have contributed to these phenomena,
including the increased availability of high-fat foods and
generalized adoption of sedentary lifestyles. Furthermore,
there is evidence that genes play an important role in the
rise of obesity [2, 3]. Heritability is estimated to account for
40-90% of the population adiposity variation. Seemingly,
the presence of single nucleotide polymorphisms (SNPs)
offer a protective factor in the development of non-
communicable diseases, such as obesity related diseases
[4-6]. With the development of high-throughput genotyp-
ing techniques, new approaches such as genome-wide
linkage and genome-wide association studies (GWAS) have
been used to understand genetic influences in obesity [7].
However, the majority of identified SNPs have unknown
biological functions and some of these studies yielded
contradictory results, suggesting a need for further exam-
ination into the functions of identified SNPs related to
obesity.

Fat mass and obesity-associated (FTO) variant
rs9939609 was the first [8] locus to be positively associated
with obesity-related phenotypes [8-12]. FTO is highly
expressed in the hypothalamus and liver, appears to func-
tion in the central nervous system, and may have a role in
energy balance, food intake regulation, and adipogenesis
[13, 14]. There may be cross-talk between the FTO protein
and leptin, an adipose-derived cytokine implicated in food
intake regulation, energy and glucose homeostasis, lipid
metabolism, and reproductive function [15]. The influence
of leptin on body weight control is mediated by binding to
the long isoform of its receptor (LEPR-b), which stimulates
gene transcription by activating cytosolic signal transducer
and transcription (STAT) proteins [15]. Recent evidence
suggests that the LEPR-b-STAT3 signaling pathway may
be involved in FTO regulation by restricting energy in the
hypothalamus [16] and there is evidence that the leptin
receptor (LEPR) variant rs1137101 is positively associated
with obesity [17-19].

Leptin acts with hypothalamic receptors to induce satiety
by inhibiting the orexigenic neuropeptide Y (NPY)/agouti-
related peptide (AgRP) neuronal activity and stimulating the
anorexigenic proopiomelanocortin (POMC)/amphetamine-
related transcript (CART) neurons [20]. POMC is cleaved
into melancortins and is processed to form the a-melanocyte
hormone, which exerts catabolic activity via melanocortin-4
receptors (MC4R) to generate a feeling of fullness to sup-
press appetite [20]. MC4R is a G-protein-linked receptor

widely expressed in the hypothalamus and central nervous
system, implicated in energy homeostasis and glucose and
lipid metabolism [21]. The MC4R variant rs17782313 was
the second gene that was positively associated with com-
mon obesity traits [22-25]. By contrast, the MC4R variant
12229616 is negatively associated with obesity [26, 27].

Peroxisome  proliferator—activated  receptor-gamma
(PPARG) is another gene that has an important role in
obesity. PPARG is a member of the nuclear hormone
superfamily, which is involved in adipocyte differentiation
and glucose metabolism [28]. There are evidences that
PPARG deficiency results in increased leptin levels [28].
The PPARG rs1801282 variant is positively associated with
obesity and has been extensively examined in epidemiolo-
gical studies [29].

The aim of the present study was to assess the inde-
pendent contributions of LEPR (rs1137101), FTO
(rs9939609), MC4R (152229616 and rs17782313), and
PPARG-2 (rs1801282) polymorphisms for clinically over-
weight or obesity phenotypes and endocrine-metabolic traits
in prepubertal children.

Methods
Study design and participants

This descriptive cross-sectional study was part of a larger
project (Nutritional, Biochemical, and Genetic Study of an
Overweight and Obese Child Population in the Southern
Region) approved by the Directorate General of Health, the
Ministry of Science and Education of Portugal and by the
Ethics Committee of the Hospital Garcia de Orta, according
to the principles of Helsinki Declaration. The project was
conductd from January 2009 to June 2013 in a population of
prepubertal children (based on Tanner stage) recruited from
87 public schools in Lisbon and the Tagus Valley metro-
politan region. Initially, 5989 subjects were initially
recruited based on the assessment of anthropometric mea-
surements, bioelectrical impedance, biochemical and
genetic analysis.

To be included in the study, children should have com-
pleted nine years old during the ongoing school year, an
inclusion criterion that reduced the initial population to
5577 children. The exact chronological age in days was
calculated as the date of examination minus the date of
birth. Children who transferred to another school prior to
completing the minimum required measurements were
excluded, further reducing the population to 5514 eligible
children. Children whose parent did not provide written
informed consent consent or withdrew consent for venous
blood sampling, and those who self-reported as not fasting
at the time of blood collection were excluded from the
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Child participants
(n=773)

Study sample depends of the
analysed polymorphism

I LEPR (rs1137101) (n =617)

| FTO (rs9939609) (n = 530)

I MCH4R (rs17782313) (n =352

|
|
| MCH4R (rs2229616) (a = 437) |
|
|

| PPARG-2 (rs1801282) (n =272)

Fig. 1 Flowchart of subject participation according to the selected
polymorphism

study, further reducing the sample size to 1496 children. For
polymorphism analysis, 773 children were enrolled (Fig. 1).
To address the possibility of self-selection bias, we com-
pared anthropometric and biochemical data between selec-
ted and non-selected participants. No significant differences
were found (data not shown).

Anthropometric and bioelectrical impedance
analysis

Clinical assessments were performed in the schools under
the supervision of two pediatric consultants. All anthropo-
metric measurements (weight, height, BMI, BMI z-score
(zBMI), waist circumference (WC), hip circumference
(HC), waist-hip ratio (WHR), waist-circumference-to-height
ratio (WHtR), mid-upper arm circumference (MUAC), calf
circumference (CC), percent body fat (%BF), percent ske-
letal muscle (%SM), and resting metabolic rate (RMR))
were obtained from barefoot participants dressed with
lightweight clothing using methods described previously
[30]. zBMI was determined using the least mean squares
method [30]. Children were categorized as normal weight
(control group) or overweight/obese (case group) per the
World Obesity/Policy and Prevention standards [formerly
International Obesity Task Force (IOTF)] [31].

Biochemical analysis
Participants were instructed to fast for 12 hours before
venipuncture for blood sampling in the morning at school.

Blood samples were refrigerated at approximately 5 °C until
transferred to our center immediately processed for serum

@ Springer

separation, frozen at —80 °C on the same day, and stored
until further analysis. The following serum biochemical
parameters were assessed: total cholesterol (TC), high-
density lipoprotein (HDL-c), low-density lipoprotein (LDL-
¢), triglycerides (TG), apolipoproteins Al (Apo 1) and B
(Apo B), glucose, creatinine, total proteins, ferritin, serum
insulin and leptin. The homeostasis model assessment of
insulin resistance (Homa-IR) was calculated from glucose
(mg/dl) and insulin (uU/ml) using the following formula:
Homa-IR = (insulin (uU/ml) x glucose (mg/dl))/405. All
assessments were made using methods previously described
[Furtado JM, Almeida SM, Mascarenhas, P, et al. Anthro-
pometric features as predictors of atherogenic dyslipidemia
and cardiovascular risk in a large population of school-aged
children. (Under review)].

Genotyping

Genomic DNA was extracted from a whole peripheral
blood sample using the MagNA Pure Compact Nucleic
Acid Isolation Kit (Roche Diagnosis, 03730964001) and the
MagNA Pure Compact Instrument (Roche Diagnostics
GmbH, Germany) per the manufacturer’s instructions. DNA
samples were stored at —20 °C until use. Real-time poly-
merase chain reaction (PCR)was performed in 96-well
plates on an automated LightCycler 480 Real-Time PCR
System (Roche Diagnostics, Vienna, Austria) using Light-
Cycler FastStart DNA Master Hybprobe (Roche Diag-
nostics, Berlin, Germany) and LightSNPs (rs1137101
LEPR, rs9939609 FTO, rs2229616 and rs17782313 MC4R,
and rs1801282 PPARG-2; TIB Molbiol Synthese labor,
Berlin, Germany). The initial step for the allelic dis-
crimination genotyping assay protocol included preincuba-
tion at 95°C for 4min, followed by 45 cycles of
denaturation at 95 °C for 15 s, and annealing, extension, and
detection for 40 s at 60 °C. To assess genotyping reprodu-
cibility, 10% of the sample was double-genotyped for all
SNPs. Concordance rates >99% were obtained for the five
tested SNPs. For negative control, Sterile PCR-grade H,O
was used for the negative control.

Statistical analysis

SPSS Statistics (IBM, version 24, Armonk, NY, USA) was
used for all statistical test procedures. Unless otherwise
indicated, variables in tables are means + standard devia-
tions. Multiple comparisons were made by pairwise #-tests
with Dunn-Bonferroni adjustment. Pearson’s chi-square
statistic was utilized to examine allele/genotype distribution
differences across categories and to test for Hardy-
Weinberg equilibrium. Phenotype mean differences for
each SNP genotype were obtained against the homozygous
wild type genotype. Genotype and allele effects on BMI
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Table 1 Descriptive clinical characteristics of the study population

Overall Gender IOTF category®

Male Female Normal weight Overweight/obese

Characteristic Mean = SD Mean + SD Mean + SD Mean + SD Mean + SD
Age>© 9.81+0.59 9.81+0.61, 9.80+0.57, 9.81 +0.60° 9.76 +0.59¢
Anthropometry
Weight (kg)°® 35.60+8.77 35.91+8.50, 35.29+9.02, 31.37 £4.95° 45.39+7.80¢
Height (cm)® 1382+72 138.7+6.8, 137.7+7.4, 136.9 +7.1° 141.3+6.2¢
BMI (kg/mz)E 18.46 +£3.37 18.50 +3.30, 18.42+3.44, 16.66 +1.60° 22.61 +2.66"
ZzBMI* 0.65+1.11 0.69 £ 1.07, 0.60+1.14, 0.08 +0.76° 1.97+0.47°
WC (cm)f 65.7+9.68 65.4+9.3, 66.0 £ 10.0, 61.2+5.5 76.6 +9.0¢
HC (cm)® 71.0+79 71.0+78, 71.0+8.0, 67.4+5.2° 80.0 +5.9¢
WHR (WC/HC) 0.89+0.05 0.90+0.05, 0.89+0.05, 0.89 +0.05° 0.92 +0.06¢
WHIR (WC/height) 0.48 +0.06 0.47 £ 0.06, 0.48 +0.06, 0.45 +0.35° 0.54 +0.06"
MUAC (cm)’ 213%3.1 213%32, 213+30, 19.9+1.9° 248+25¢
CC (cm) 293+3.6 29.4+3 .5, 29.2+3.7, 27.8£2.6° 329+3.1¢
Bioelectrical impedance
BF (%) 21.89+7.96 21.15+7.36, 22.63 + 8.46, 17.97 £5.12° 31.16+5.17¢
SM (%) 31.87+285 32.51+2.78, 31.25+2.79, 3218 £2.99¢ 31.15+2.39¢
RMR (Kcal/day)'. 1209+ 114 1235+ 120, 1184 +103, 1169 + 90° 1303 £13¢

Bold values highlights the statistically significant differences between groups

“According to World Obesity/Policy and Prevention cut-offs

I’Age in days presented here as age in years. Distributions (mean ranks) vary between groups with different letters: subscript a, subscript b (P <0.05)

“Distributions (mean ranks) and medians are the same between groups (P> 0.05)

“Distributions are different between groups (P<0.05). Test of significance adjustment was performed using the Dun-Bonferroni correction
‘n =773, 381, 392, 540, and 233 for overall, M, F, normal weight and overweight/obese
fp= 661, 329, 332, 468, and 197 for overall, M, F, normal weight and overweight/obese
#n =392, 195, 199, 278, and 116 for overall, M, F, normal weight and overweight/obese

BF body fat, BMI body mass index, CC calf circumference, F female, HC hip circumference, M male, MUAC mid-upper arm circumference, RMR
resting metabolic rate, SM skeletal muscle, WC waist circumference, WHR waist-hip ratio, WHIR waist- circumference-to-height ratio, zBMI BMI

Z-score

(kg/mz) and zBMI for each SNP were calculated according
to their formulae as described in Falconer [32]. Major allele
dominance type was evaluated using the relationship
between dominance and additive effects. Effect size for
polymorphic allele on zBMI was graded according to the
following cutoffs: very weak effect (lxl<0.05), weak effect
(0.05<Ix<0.2), medium effect (0.8>x1>0.2), and strong
effect (Ix>0.8). A two-sided P <0.05 determined the sig-
nificance level for statistical analysis.

Results

A final sample of 773 Portuguese school children (381 boys
and 392 girls) with a mean age of 9.81 years were char-
acterized according to clinical and biochemical parameters.
Significant gender-related differences were observed; rela-
tive to the values in girls, boys were significantly taller and
presented higher mean values of %SM, RMR, HDL-c, Apo

Al, glucose, and creatinine, and lower mean values of %
BF, LDL-c, TG, Apo B, TC/HDL, LDL/HDL, Apo B/Apo
Al, TP, and leptin (P <0.05) (Tables 1 and 2).

Study subjects were stratified by zZBMI according to the
IOTF category as normal weight (69.9%, n=540) or
overweight/obese (30.1%, n=233). Several clinical and
biochemical features became progressively poorer as BMI
increased, with overweight/obese children presenting sig-
nificantly higher anthropometric, bioimpedance (except for
%SM), and biochemical parameters (except for TC, LDL/
Apo B, creatinine, and ferritin) (P <0.05) (Tables 1 and 2).

Four genes were genotyped, with three genotypes iden-
tified for each gene, namely: LEPR (AA, AG, GG); FTO
(TT, AT, AA); MC4R [GG, GA, AA (rs2229616), TT, TC,
CC (rs17782313)]; and PPARG-2 (CC, CG, GG). The three
genotypes correspond to homozygous wild type, hetero-
zygous, and homozygous polymorphic, respectively.

The frequencies of wild type (major) and polymorphic
(minor) alleles and the genotypes for overweight/obese and
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Table 2 Descriptive biochemical characteristics of the study population

Overall Gender IOTF category*
(n=625) Male Female Normal weight Overweight/Obese
(n=306) (n=319) (n=425) (n=200)

Characteristic Mean + SD Mean + SD Mean + SD Mean + SD Mean + SD
TC (mg/dl) 170.1£31.0 169.0£30.2, 171.2£31.8, 169.8 +30.3¢ 7 £332°
LDL-c (mg/dl) 90.1x24.4 87.3+23.1, 92.7£25.3, 88.0 £23.5° 95.4+25.9¢
HDL-c (mg/dl) 55.5%11.2 56.5+11.3, 54.6 £10.9, 573+ 115 51.4+9.5¢
TG (mg/dl) 61.2+27.1 58.2+27.0, 64.2 +26.9, 55.7£21.1° 73.6+34.2¢
Apo Al (g/L) 1.35£0.18 1.37+0.18, 1.33+0.17, 1.37 £0.18° 1.30 +0.16°
Apo B (g/L) 0.73£0.18 0.70 £ 0.17, 0.76 +0.18,, 0.71+0.17° 0.77 +0.19¢
TC/HDL 3.14+0.67 3.07 £0.65, 3.21 £0.68, 3.03+0.61° 3.40+0.73¢
LDL/HDL 1.68 £0.55 1.61+0.53, 1.75 +£0.56, 1.59 +0.52¢ 1.90 +0.56¢
Apo B/Apo Al 0.5+0.1 0.5+0.1, 0.6+0.2, 0.5+0.1° 0.6+0.2°
LDL/Apo B 1.23£0.16 1.24£0.17, 1.23£0.15, 1.23+0.17° 1.24+0.14°
Glucose (mg/dl) 78.5£10.7 80.2+11.2, 76.8+9.9, 773 +105° 79.8+11.14
Creatinine (mg/dl) 0.60£0.10 0.61x0.09, 0.59 £0.11, 0.59£0.10° 0.60£0.11¢
TP (mg/dl) 7.43+0.75 7.33£0.72, 7.52£0.76, 7.36 +0.70° 7.57 +0.84°
Ferritin (ng/ml) 37.95+21.32 36.72+16.83, 39.12+24.86, 37.29£21.47° 40.29 £21.29°
Leptin (ng/ml)°® 10.08 £ 11.12 7.71+£9.17, 12.30 £12.30, 5.27 £ 6.32° 18.99 + 12.57¢
Insulin (uU/ml)° 6.88+£9.58 6.74+12.58, 7.01£5.48, 5.29+4.36° 9.84 +14.69"
Homa-IR 1.29+1.20 1.17£1:104 1.40£1.29, 1.04 +0.88° 1.78 +1.56¢

Bold values highlights the statistically significant differences between groups

#According to World Obesity/Policy and Prevention

PAge in days was converted into age in years to compare groups. Distributions (mean ranks) vary between groups with different letters: subscript a,

subscript b (P <0.05)

“Distributions (mean ranks) and medians are the same between groups (P> 0.05)

dDistributions are different between groups (P < 0.05). Test of significance adjustment was performed using the Dunn-Bonferroni correction

°n =330, 160, 170, 211, 119 for overall, male, female, normal weight, overweight/obese, respectively

Apo Al apolipoprotein Al, Apo B apolipoprotein B, HDL-c high-density lipoprotein cholesterol, LDL-c low-density lipoprotein cholesterol, 7C

total cholesterol, 7G triglycerides, TP total proteins

normal weight children are presented in Table 3. No sta-
tistical differences were found in allele/genotype fre-
quencies between overweight/obese (case) and normal
weight (control) subjects for all polymorphisms (P> 0.05).
The absence of a positive association was extensive, even
when the polymorphism effect was analyzed by gender
(Table S1) (P> 0.05). Genotype frequencies in both over-
weight/obese and normal weight were in accordance with
Hardy—Weinberg equilibrium, except for the LEPR poly-
morphism in the control group (P = 0.0058) (Table 3).
The mean contribution of different genotypes of each
polymorphism (mean (mean 95% CI)) were analyzed for the
observed BMI, zBMI, %BF, and biochemical parameters.
LEPR rs1137110 was associated with significantly lower
BMI (—0.89 (—1.68, —0.09)) and zBMI (—0.24 (—0.50,
0.01)) in the GG genotype, and higher zBMI (0.13 (—0.09,
0.35)) in the heterozygous genotype (Table S2A). The FTO
1s9939609 AG genotype was associated with significantly
lower TC (—9.35 (—16.44,—-2.25)), and the PPARG-2

@ Springer

rs1801282 GG genotype was associated with lower zZBMI
(=0.24 (=0.50, 0.01)) (Tables S2A and S2B). No other
traits were associated with any statistical differences (P>
0.05) (Tables S2A and S2B).

To indirectly account for the childhood obesity pro-
pensity of each SNP, association analyses between the
selected SNPs and zBMI/BMI were conducted (Table 4).
Additive effects (half of the divergence between major and
minor allele, homozygous outcome) of each selected SNP
on zBMI resulted in the homozygous alleles for these
selected SNPs were, on average +0.12 (FTO rs9939609),
+0.34 (MC4R rs17782313), —0.30 (LEPR rs1137101) and
—2.24 (PPARG rs1801282) zBMI units different than major
allele homozygous. Conversely, the dominant effects of all
SNPs for zBMI are in the opposite direction of the additive
ones, reflecting a recessive zBMI inheritance pattern for
these SNPs. LEPR rs11371101 and PPARG-2 rs1801282,
on average, reduced zZBMI / BMI (kg/m?) by —0.09/—0.25
and —0.15/—0.21, respectively, with an average decreasing
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Table 3 Allele and genotype frequencies of genetic variant polymorphisms in all subjects, overweight/obese subjects, and normal weight control

subjects
Gene SNP Allele P Genotype Hardy—Weinberg
equilibrium test
LEPR rs11371101 A G AA AG GG
Overall 653 (0.53) 581 (0.47) 190 (0.31) 273 (0.44) 154 (0.25) 0.006™
Overweight/obese 190 (0.56) 152 (0.44) 0.189 52 (0.3) 86 (0.5) 33 (0.19) 0.88
Normal weight 395 (0.51) 375 (0.49) 115 (0.3) 165 (0.43) 105 (0.27) 0.0058™
FTO 1rs9939609 T A” TE AT AA
Overall 557 (0.44) 483 (0.46) 159 (0.3) 259 (0.49) 112 (0.21) 0.73
Overweight/obese 183 (0.55) 151 (0.45) 0.752 86 (0.3) 137 (0.47) 68 (0.23) 0.88
Normal weight 346 (0.54) 298 (0.46) 93 (0.29) 160 (0.5) 69 (0.21) 1.00
MC4R 152229616 G A GG GA AA
Overall 865 (0.99) 9 (0.01) 428 (0.98) 9 (0.02) 0 (0.00) 1.00
Overweight/obese 242 (0.99) 2 (0.01) 0.600 120 (0.98) 2 (0.02) 0 (0.00) 1.00
Normal weight 557 (0.99) 7 (0.01) 275 (0.98) 7 (0.02) 0 (0.00) 1.00
MC4R rs17782313 H (o TT Hie CcC
Overall 554 (0.79) 150 (0.21) 222 (0.63) 110 (0.31) 20 (0.06) 0.2
Overweight/obese 186 (0.82) 42 (0.18) 0.261 76 (0.67) 34 (0.3) 4 (0.04) 1.00
Normal weight 330 (0.78) 94 (0.22) 132 (0.62) 66 (0.31) 14 (0.07) 0.16
PPARG-2 rs1801282 € G CE CG GG
Overall 495 (0.91) 44 (0.09) 225 (0.83) 45 (0.17) 2 (0.01) 1.00
Overweight/obese 131 (0.9) 15 (0.1) 0.539 58 (0.79) 15 (0.21) 0 (0.00) 1.00
Normal weight 342 (0.91) 32 (0.09) 157 (0.84) 28 (0.15) 2 (0.01) 0.63

Bold values highlights the statistically significant differences between groups

CI confidence interval
“Polymorphic allele
“P<0.05

effect of change to minor allele (AECME) of —0.48 and
—2.34 kg/m2 on BMI, and —0.17 and —1.68 on zBMI,
respectively. By contrast, FTO 1rs9939609 allele con-
tributed, on average, an increase in our sample BMI by
+0.06 kg/m® and zZBMI by +0.03, with an increase in
AECME of +0.12 kg/m2 and +0.06 for BMI and zBMI,
respectively. The MC4R rs17782313 allele, on average,
reduced BMI by —0.12 kg/mz, with a decrease in AECME
of —0.57 kg/m2 on BMI, and accounted for an increase in
effect of +0.06 zBMI units with an associated increase in
zBMI AECME of +0.26. In general, LEPR and PPARG-2
polymorphisms had weak and medium negative (decreas-
ing) effects on zZBMI, respectively, whereas FTO rs9939609
and MC4R 1s17782313 had very weak and weak positive
(increasing) effects, respectively. However, the effect of
PPARG-2 polymorphism was determined by screening only
two polymorphic homozygous for ZBMI / BMI (kg/m?), due
to the low relative frequency of the PPARG-2 polymorphic
allele in the study population (9%). LEPR and PPARG-2
major alleles (wild type) showed overdominance and partial
dominance for zBMI while the major alleles showed

complete dominance for zZBMI outcome in FTO rs9939609
and MC4R rs17782313 (Table 4).

We performed an association analysis of anthropometric
traits, %BF, and biochemical parameters (dependent vari-
ables) on the three different genotypes (independent vari-
able) of the selected genes using zZBMI case-control groups
(Tables 5 and 6). Significant differences were detected
between anthropometric parameters and %BF in the LEPR
polymorphism, where homozygous polymorphic normal
weight children had significantly lower %BF than wild type
homozygous and heterozygous (P <0.05) (Table 5). Sig-
nificant associations were observed for the MC4R
1517782313 CC genotypes in the overweight/obese group,
with significantly higher mean scores for weight, zZBMI,
WC, WHR, and WHtR, and significantly lower mean scores
for BMI, MUAC, CC, and %BF (P<0.05) (Table 5).
Higher mean scores in anthropometric parameters (height,
BMLI, zBMI, WC, HC, WHR, WHtR, MUAC, and CC) and
%BF were also found for the FTO rs9939609 AA genotype
in the overweight/obese group, whereas lower mean values
of BMI, zBMI WC, WHtR, and %BF were observed for the
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Table 4 Effects of polymorphisms on BMI and zZBMI

Polymorphism

LEPR rs11371101

FTO 159939609

MCH4R 1517782313 PPARG-2 51801282

BMI (kg/m?)

Dominant effect 0.52 —0.01 0.05 1.45

Additive effect —0.43 0.12 —0.54 -1.15

Population mean 18.56 18.7 18.37 18.3

Minor allele average effect —0.25 0.06 —0.12 —0.21

Average effect of changing —0.48 0.12 —0.57 —2.34

to minor allele

zBMI

Dominant effect 0.28 —0.07 —0.16 0.68

Additive effect —0.15 0.06 0.17 -1.12

Population mean 0.81 1.27 1.63 1.24

Minor allele average effect —0.09 0.03 0.06 —0.15

Average effect of changing —0.17 0.06 0.26 —1.68

to minor allele

Major allele Dominance Overdominance Complete Complete Partial dominance
type on zBMI dominance dominance

SNP effect size on Weak decrease Very weak Weak increase Medium decrease*
population zZBMI increase

Bold values highlights the statistically significant differences between groups

BMI body mass index, zBMI BMI z-score
“Based on two minor homozygous alleles

LEPR rs1137110 GG genotype; however, these differences
were not statistically significant (P> 0.05).

Regarding the biochemical parameters, children with
LEPR rs1137110 AG and GG genotypes in the normal
weight group had significantly higher glucose levels than
children with AA genotype (P <0.05). Children with FTO
1s9939609 AT and AA genotypes in the overweight/obese
group had significantly lower TG levels (P <0.05) (Table
6). For the same polymorphism, normal weight subjects
with the AA genotype had significantly higher levels of
HDL-c (P <0.05) (Table 6).

Discussion

Ethnicity and environmental factors (i.e., modifying the
gene expression but not it’s structure) may affect specific
genetic variants under specific conditions, which may dis-
tinctly affect obesity-related phenotypes. Obesity can be
associated with different metabolic phenotypes of athero-
genic lipid profiles and insulin resistance and several studies
have investigated the links between obesity, biochemical
traits, and polymorphisms to establish possible mechanisms
of action [29, 32-34]. This genetic information could be
useful to identify children at risk, plan early interventions,
and reduce the life-long burden of obesity-related diseases.
However, most studies of obesity-SNP associations have

@ Springer

yielded controversial results, and the mechanisms under-
lying the increased risk of obesity conferred by specific
alleles remain unclear.

LEPR rs11371101

The LEPR rs11371101 variant is one of the most frequent
LEPR gene polymorphisms and the most likely to have
functional consequences [35]. Previous studies reported
conflicting results with either positive [21-23] or no asso-
ciation [36] with obesity traits and metabolic parameters.
For example, Pyrzaket et al. analyzed a cohort of 101 obese
children (12—18 years old) and found that the LEPR gene
variant was not associated with obesity, leptin, insulin
resistance, or other metabolic abnormalities [36]. Similarly,
Endo et al. verified that the LEPR GIn223Arg (rs11371101)
polymorphism was not associated with obesity in 553
Japanese school children aged 9—15 years [37]. A meta-
analysis of case-control studies and a systematic review also
reported that there was no association between the LEPR
gene polymorphism and obesity [35, 38]. By contrast,
Shabana and Hasnain reported that the LEPR polymorph-
ism was associated with weight, BMI, plasma glucose
levels, TC, TG, HDL-c, and LDL-c, whereas it was not
associated with WC, HC, and WHR in 475 Pakistani sub-
jects (10-78 years) [39]. Our results show no statistical
association  between the LEPR  polymorphism,
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anthropometric, and metabolic parameters in normal and
overweight/obese children, potentially due to a recessive
weak effect on zZBMI despite his high frequency (47%) in
the studied population.

FTO rs9939609

FTO functions have not yet been fully established. In an
in vitro study, Wu et al. reported that FTO is a co-activator
of the CCAAT enhancer-binding protein (C/EBP) family of
transcriptional regulators, required in combination with
PPARG for adipocyte differentiation, suggesting a role for
FTO in the epigenetic regulation of adipose tissue devel-
opment and maintenance [40]. Several studies reported a
positive association between this polymorphism and BMI or
other obesity traits in Caucasian populations [8, 10-12],
including a study of a few anthropometric parameters by
Albuquerque et al. in a cohort of 730 Portuguese children (6
—12 years old) [9]. The frequency of the polymorphic allele
described by Albuquerque et al. is within the range of our
reported values, although the effect of the minor allele on
BMI was higher (0.6 kg/m?) in the previous study. Studies
in Oceanic [41], African [42], and Asian [43] populations
found no association between the FTO variant and BMI. By
contrast Wu et al. studied Han Chinese adolescents and
reported that this FTO variant was positively associated
with BMI and metabolic traits such as fasting glucose,
insulin, TG, and TC [44]. Conversely, Li et al. found no
association between this FTO variant and BMI, WC, %BF,
fasting levels of plasma glucose, hemoglobin A1C, insulin,
or p-cell function (estimated by homeostasis model assess-
ment) in an adult Han Chinese population [43]. Mangee
et al. also found no associations between this FTO variant
and the previous biochemical parameters, HDL-c, oxidized
LDL, insulin, Homa-IR, and leptin in Austrian (Styrian)
adolescents [45]. Consistent with these results, the results of
the current study suggest that this polymorphism has no
effect, or eventually a recessive very weak increasing one,
on zBMI, despite being present at a high frequency (46%)
in the studied population.

MC4R rs2229616 and rs17782313

The MC4R variant is expressed in the central nervous
system, and is part of the melanocortin pathway that con-
trols food intake and energy homeostasis [21]. The most
common coding MC4R polymorphism is MC4R 152229616
(V1031 missense variant) and it was the first described as
showing no association with BMI, plasma insulin, and
glucose levels in white British males [46]. Another study
reported similar heterozygous frequencies in lean and obese
individuals (4.2 vs. 4.5%, respectively), and found no
homozygous frequencies for the polymorphic allele [26].

These results are consistent with our findings and indicate
that the MC4R 152229616 polymorphic allele is rare. By
contrast, Geller et al. performed a meta-analysis of 7000
individuals and reported that the MC4R polymorphic allele
was negatively associated with obesity [47], consistent with
the results of other studies [26, 27]. A possible mechanism
underlying the protective effect of the MC4R V103I poly-
morphism could be an increase in energy expenditure [47].
Consistent with others, our results indicate that the MC4R
rs17782313 variant is positively associated with obesity
traits in overweight/obese children [22-25]. This gene
variant may facilitate obesity by increasing the intake of
high-energy or fatty foods or promote overeating in
response to emotional eating [48]. We did not identify any
differences in biochemical parameters associated with dif-
ferent genotypes of this polymorphism.

Garcia-Solis et al. studied 580 children (8—13 years old)
and found that heterozygous subjects for this polymorphism
risk allele were significantly associated with obesity but not
with TC, HDL-c, or insulin levels [22]. Furthermore, Loos
et al. confirmed that BMI in children (7—11 years old) was
positively associated with each additional copy of the
polymorphic allele, with a BMI increase of 0.10 kg/m2 and
0.13 z-score units (P < 7.3 x 10'6), twice of that observed in
adults (P =0.001) [23] and in agreement with the results of
the present study (0.26 zBMI units increase for changing to
minor allele). In our population, this recessive increasing
effect polymorphism for zBMI yielded a weak effect size.
The results from populations of African-American children
remain controversial [49].

PPARG-2 rs1801282

PPARG isoforms 1 and 2 are transcription factors that
activate adipocyte differentiation and mediate the expres-
sion of specific fat cell genes [28]. However, PPARG-2
rs1801282 may not be associated with obesity and type 2
diabetes mellitus [50]. Although we did not detect sig-
nificant associations, the results showed a trend toward
reduced mean BMI in heterozygous overweight/obese
children than in homozygous wild type. Furthermore, our
results also suggest the presence of a recessive medium
decreasing effect on zBMI, although there was a low fre-
quency (9%) of this minor allele in the studied population,
which is a limitation to this finding. This is consistent with a
study of 194 premenopausal Caucasian Portuguese females,
which also found no significant differences in BMI between
the control and case groups for this polymorphism [51].
However, a meta-analysis concluded that PPARG variants
contributed to human adiposity variation and predisposition
for obesity [29]. These inconsistencies may suggest that
PPARG polymorphisms may be labeled differently in
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different ethnic populations, or that there are dissimilar
gene-environment interactions.

Conclusion

We did not detect statistical associations between LEPR
rs11371101, FTO 1s9939609, MC4R 152229616, and
PPARG-2 rs1801282 polymorphisms and most obesity-
related phenotypes and metabolic parameters. Possible
explanations could be low statistical power, low carrier
frequency, or moderate sample size for some variants. Age
differences and genetic environment background could also
explain the effect of genes influence in a trait at different
developmental stages or the same genes may have a larger
impact on a trait as it develops. A longitudinal study may
potentially disclose this point, allowing an exploration of
the life course genetic associations with clinical and bio-
chemical parameters. Despite these limitations, our data
identifies the BMI and zZBMI effects of genetic traits that are
likely related to obesity, although with modest impact in
younger ages, which is in agreement with other authors [9,
23]. This study demonstrates that it is possible to detect and
measure the influence of genetic variants on clinical and
metabolic characteristics in childhood, reinforcing the
concept that there is an important interaction between genes
and environment (even if the role of environmental cues
may not have much impact in such younger ages) in the
development of excessive weight gain and its related
complications.

The current study also collected data of weight and
height since child birth (Personal Child Health Record) until
9 years of age, which allowed us to determine the adiposity
rebound (AR) [52] and permitted us to conclude that over
50% of children (data not shown) had an AR prior to the
age of 6 years, suggesting that negative environmental
factors (e.g., nutritional) are already present in early ages
which may explain the high rate of overweight/obesity in
our population. Another strength of this study is the char-
acterization of five gene SNPs that were cross-matched with
an extensive panel of anthropometric and biochemical
parameters. To our knowledge this is the first study trying to
establish an association between clinical, metabolic phe-
notypes and LEPR rs11371101, MC4R 152229616 and
rs17782313 and PPARG-2 rs1801282 in Portuguese chil-
dren and the first association between biochemical para-
meters dependent from obesity and FTO rs9939609 in the
same population.

Finally, this study showed that MC4R rs17782313 and
FTO 159939609 were positively associated with zBMI, with
weak and very weak effects, respectively, suggesting a very
scarce contribution to childhood obesity at this age. LEPR
rs1137101 and PPARG-2 rs1801282 had weak and medium

@ Springer

negative effects on zBMI, respectively, and may slightly
protect against childhood obesity. Considering that, in our
prepubertal children, the impact on obesity of the SNPs of
the genes included in this study is very modest, so we think
that, at this age, a clinical application is not justified.
Therefore we recommend further research on this topic,
with longitudinal design studies or cross-sectional studies
including children at a more advanced stage of development
taking in account the impact of environmental factors
(specially nutritional and physical activity).
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Director Clinleo
Luis Amiunes

Exmo Senhor
Presidents do Consslho de Administragio
Hospital Garcia de Orra

Caparica, 4 de Agoso de 2008

Junta enviamos o nosso projscto de investigagdo intitulado "Estudo Nutricional Bioquimico e
Genético de uma populagdo infanti) pré-obesa ¢ obesa da regido Sul" Assim, vimos salicitar
aprovagao para este trabalho de investigagio decorra na vossa instituigdo, visto um dos seus
médicos, a Dr.* Teresa Alves ir participar neste projecto, efectuando inquéritos nutricionais a
criangas com idade de 9 anos.

D notar que & £ua participago neste estudo nio implicard qualquer despesa para

esse Hospital,

Aguardando o vesse parecer, subscrevo-me com a mais elevada cons ideragda.

’——--'
QO Coordenador do ' )
Projecto Prof. Doutor

Femando Ferrgz
Departameno de Genética Médica ¢ Nutrigdo Pediétrica Clinica Univessitéria EgasMoniz
Campue Unid 81100 » Quinty do Onidja

2328 MONTE DACAPARICA, POUAJOAL- TELSF . (350)21 2946 13-FA: (361121 29468 00-Eornails D clumiNsgpaoniedy o
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Exmo. Senhor s Mo
e Y W &
Dr. Alvaro de Carvalho o
Presidente do Conselho de Administragio do Hospital Garcia de Orta EPE '/v4
Piso 0 SU
Almada, 06-08-2008 A

Assunto: Parecer sobre o pedido de Realizagio do Trabalho de Investigagio
denominado: “ESTUDO NUTRICIONAL BIOQUIMICO E GENETICO DE UMA
POPULACAO INFANTIL PRE-OBESA E OBESA DA REGIAO SUL”, a realizar em
parte no Servico de Cirdrgia Pediatrica, sendo investigadora principal a Dr.". Teresa

Alves.

« Trata-se de um trabalho de investiga¢do cujo o pedido de licenciamento preenche
todos os requisitos exigidos por lei.

« O trabalho de investigagdo a decorrer nesta institui¢do, implica a realizagdo de
inquéritos nutricionais a uma amostra de criangas com idade de 9 anos.

« Nio envolve qualquer intervengdo terapéutica extra nem encargos para o hospital.

« O impresso para o Consentimento Informado esta escrito de forma completa e
compreensivel.

« Os dados dos doentes serdo colhidos de forma anénima e sob estrita confidencialidade

N Do ponto de vista ético nio vemos qualquer obstaculo ao inicio do estudo.

O estudo pode prosseguir.

Com os melhores cumprimentos,

A Comissdo de Etica

N
V/M(/\\"‘ — T
m'”/ﬂ“: ¢ TJorge Fonseca)

Av. Torrado da Silva, 2801 - 951 Aimada - Portugai Tel: +351 21 294 02 94 Fax: +351 21 295 70 04
geral@hgo.min-saude.pt
-
-
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CONSENTIMENTO INFORMADO

Centro de Genética Médica e Nutri¢do Pediatrica Egas Moniz
Campus Universitério - Quinta da Granja

2829-511 MONTE DA CAPARICA, PORTUGAL

TELEF.: (351) 21 294 68 41 — FAX: (351) 21 294 68 09

E-mail: cgmnp@egasmoniz.edu.pt

| NUTRICAO E OBESIDADE EM CRIANGAS

Aos Pais/Encarregados de Educagdo

A obesidade representa um verdadeiro problema de Satide Publica cuja frequéncia tem
vindo a aumentar. Na Unido Europeia, Portugal é um dos paises com uma percentagem de
obesidade infantil das mais elevadas.

Este Centro no ambito do Programa Nacional de Combate a Obesidade e com o patrocinio
do Ministério da Satide, Ministério da Educacdo e Confederagdo Nacional das Associagdes de
Pais, esta a realizar um estudo com o objectivo de melhor conhecer os factores envolvidos na
origem da obesidade e assim contribuir para um melhor bem-estar e satide da crianca.

Julgamos ser muito importante que os Pais/Encarregados de Educa¢do compreendam o
interesse em que os seus filhos participem neste estudo, e a enorme importancia da colheita
de sangue que a experiéncia mostrou que muitas vezes ird revelar valores fora do normal.
Esses dados deverdo ser comunicados ao Pediatra/Médico de Familia para que este possa
tomar as medidas julgadas adequadas.

A experiéncia tem demonstrado que, para além do referido, um niimero importante de
criangas com peso e altura adequados a idade podem apresentar valores fora do normal.

Este Projecto sera efectuado em criangas nascidas entre 01/09/2002 e 30/06/2004.

Julgamos ser muito importante para as criangas a sua participagdo neste estudo.

A Coordenadora da Escola

Educaclo de Lisboa 8 Vale do Telo
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Centro de Genética Médica e Nutricdo Pediatrica Egas Moniz N° Processo
Clinica Universitaria Egas Moniz

Campus Universitirio - Quinta da Granja

2829-511 MONTE DA CAPARICA, FORTUGAL

Tebef- (351)21 204 68 41 —fac (351) 21 204 68 00 - E-mail: cgmnp@egasmoniz.edu.pt

CONSENTIMENTO DE PARTICIPACAQ NO ESTUDO

Aluno (a) [nome e apelido),
Encarregado de Educacgao (nome e apelido),
Escola ano, turma, .

O Professor Doutor Fernando Ferraz, responsavel pele Centro de Genética Médica e Mutrigdo Pediatrica Da Clinica
Universitaria Egas Moniz, propds-nos participar num estudo de investigagdo intitulado “Estudo Mutricional, Bioquimico e
Genético de uma Populagdo Infantil Pré-obesa e Obesa da Regido Sul”, elaborado por este Centro, com o apoio financeiro
da Direcgdc Geral da Saude e em colaboragdo com as Direcgdes Regionais de Educacdo de Lisboa e do Alentejo e ainda
com a Confederacdo Nacional das Associagdes de Pais.

Fomos informados que somos livres de aceitar ou de recusar participar no referido estudo, sem que isso altere as nossas
relagdes no que diz respeito aos cuidados a serem prestados pelo Centro de Sadde.

A fim de esclarecer a nossa decisdo, recebemos e bem compreendemos as seguintes informacgdes:

. A investigagdo tem como objective o estudo sob o ponto de vista nutricional, antropométrice, bioguimico e
genético de uma populagdo infantil Pré obesa efou obesa;

. A participacdo consiste em:
- recolha de antecedentes pessoais e familiares;
- recolha de dados antropomeétricos (peso, altura, pregas cutdneas, perimetros);
- determinagdo da bio impedancia;
- preenchimento de um inquérito alimentar;
- recolha de dados sobre a pratica do exercicio fisico;
- recolha de dados para preenchimento de uma Escala de Graffar;
- exame oral;
- recolha de sangue periférico e de saliva para a determinagio de certos pardmetros bioguimicos,

genéticos e epigenéticos.

& A consequéncia deste estudo serd a possibilidade de poder correlacionar todos os dados obtidos para a
caracterizagdo da populagdo infantil na tentativa de definir grupos de risco em termos de obesidade;

. 0 protocolo de estudo recebeu a aprovacio da Comissdo de Etica do Hospital Garcia de Orta.

O nosso consentimento ndo liberta em nada os Investigadores das suas responsabilidades. Conservamos todos os nossos
direitos garantidos pela Lei.

Poderemos a todo o momento, se o desejarmos, parar a nossa participacdo, sem suportar alguma responsabilidade.
Os dados recolhidos sdo estritamente confidenciais. Autorizamos a recolha, a escolha e tratamento dos dados contidos no
processo pelas pessoas sujeitas ao segredo profissional. Os resultados das colheitas serdo utilizados para fins de

investigagdo médica, clinica ou fundamental. Em nenhum caso, 0 nosso nome aparecera na publicagdo dos resultados.

Poderemos a todo o momento pedir informacg&o complementar.

O signatario declara gque leu, compreendeu e aceita [1/ndo aceita [1, participar nesta Investizacdo nas condicdes acima
descritas.

Assinatura do Médico ou do

Assinatura do E do de Ed ]
Investigador que o representa fnatura do Encarregado s Educacan

Data: / 20
B.l. n2:
DINCH*?N"G?.':':SIMHI
7 DRELVT
Dircghio Regional de Ministério da Saice

Educarho de Lisboa & Vale do Telo

Apainda
Fnmuse i ikt G5
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FICHA DE AVALIACAO ANTROPOMETRICA E DE BIOIMPEDANCIA
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ANEXO 8
QUESTIONARIO DE FREQUENCIA ALIMENTAR

285



286



QUESTIONARIO DE FREQUENCIA ALIMENTAR

Centro de Genética Médica e Nutrigdo Pediatrica Egas Moniz
Campus Universitano, Quinta da Granja, Monte de Caparica

2829511 Caparica

Telef.: (351) 21 29468 41 - Fax: (351) 21 294 68 08 - E-mail: cgmnp@egasmoniz.edu pt

Nome:

Agrupamento:

Ano:

Turma:

PSe um X na fila que indica o nimero de vezes por semana que tomas esse alimento.
Procura ser verdadeiro nas tuas respostas.

Tipo de Alimentos

Frequéncia Alimentar

Nunca

1-3 dias por
semana

4-6 dias por

Todos os
semana dias

Agua

Leite simples

Leite com chocolate

Leite com café

logurte simples

logurte aromas ou frutas

Pdo com manteiga/margarina

P3ao com fiambre

Pdo com queijo

Pao com doce

Torradas

Cereais

Sobremesas lacteas / outros
produtos lacteos

Came

Peixe

Sopa de legumes / hortaliga

Vegetais (legumes, salada)

Fruta fresca

Sumos de fruta (100%)

Refrigerantes / chas agucarados

Refrigerantes diet ou light

Batata frita pacote / snacks /
pipocas / aperitivos salgados

Pizza

Batata frita (caseira)

Hamburguer (caseiro)

Hamburguer McDonalds

Salsichas

Cachorro

Biscoitos / Bolachas doces /
Bolos / Donuts

Rebugados / gomas / chocolates

Assinatura

r@orew |

h o COUCHTEO 08 LIDON & Vil 00 Tao
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QUESTIONARIO DE ATIVIDADE FiSICA

Centro de Genética Médica e Nutrigdo Pediétrica Egas Moniz
Campus Universitario, Quinta da Granja, Monte de Caparica

2829511 Caparica

Telef : (351) 21 294 68 41 - Fax: (351) 21 294 68 09 - E-mail: cgmnp@egasmoniz.edu.pt

Questio 5: Participas em competigdes desportivas?
Faz uma cruz no quadrado correspondente

Nunca O Nao participo, O Sim, a nivel O Sim, ao nivel de O
participei mas ja participei interescolar um clube

Sim, nivel nacional e/ou internacional [

Pensa nas actividades que realizaste fora da Escola durante a semana passada (antes e
depois da Escola e no fim-de-semana).

Por cada actividade que efectuaste durante 15 ou mais minutos num dia, marca com um
X para mostrares em que dia foi realizada essa actividade.

Actividade | Segunda | Terga | Quarta | Quinta | Sexta | Sabado | Domingo

Andar
Ginastica
Voleibol

Dangar
Escalar
Ténis
Basquetebol
Badminton

Correr

Saltar a corda
Futebol
Nadar

Surfar
Bicicleta
Patins / skate
Gin. Aerobia

Outras

(*) Pediatric Exercise Science, 2002, 14, 269-176

Assinatura Data /[ '{i?’%
[t ¥
Wt
[Pz e
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Centro de Genética Médica e Nutrigido Pediatrica Egas Moniz

Campus Universitério, Quinta da Granja, Monte de Capanca

2829511 Caparica Processo N.°
Telef.: (351) 21 294 68 41 - Fax: (351) 21 294 88 08 — E-mail: cgmnp@egasmoniz edu pt

Nome:

Agrupamento: Ano: Turma:

QUESTIONARIO DE ACTIVIDADE FiSICA (¥)

O presente questionario pretende identificar o nivel de actividade fisica das criangas,
por isso, serdo propostas questdes sobre os vossos habitos de educagdo fisica. Procura
ser sincero nas tuas respostas.

Questio 1: Fazes actividades desportivas extra-escola (num clube ou noutro sitio)?
Faz uma cruz no quadrado correspondente

Nunca O Menos de uma O Uma vez por O Quase todos os dias O
vez por semana semana
Questdo 2: Participas em actividades de lazer (ocupagio do tempo livre) sem integrares

um clube? Faz uma cruz no quadrado correspondente

Nunca O Menos deuma O Uma vez por O Quase todos os dias O
Vez por semana semana

Questio 3: Para além das horas lectivas, quantas vezes praticas desportos durante, pelo

menos, vinte minutos? Faz uma cruz no quadrado correspondente
Nunca O Pelo menos deuma O Entre uma vez por més O
vez por més € uma vez por semana
Entre 2a3 vezes O Entre 4 a 6 vezes O Todos os dias O
por semana por semana

Questio 4: Fora do tempo escolar, quanto tempo por semana dedicas & pratica de
actividades desportivas ao ponto de ficares ofegante (respirar depressa e com

dificuldade) ou transpirando? Faz uma cruz no quadrado correspondente
Nunca O Entre meia-hora O Entre 2 a3 horas O Entre 4 a 6 horas O
e uma hora
Sete ou mais horas [J 1 ;
\
F 7 orewt ﬁl
V m‘:l.rxbmmm m:,:.:‘m
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SUPORTE ENVIADO AOS PAIS/ENCARREGADOS DE EDUCACAO
RESULTADOS ANALITICOS

CENTRO DE GENETICA MEDICA E NUTRIGAO PEDIATRICA EGAS MONIZ
Campus Universitario, Quinta da Granja, Monte de Caparica

2829-511 Caparica

Telef - (351) 21 284 68 41 - Fax: (351) 21 284 68 09 - E-mail: camnp@egasmoniz edu pt

Ex. mo(a) Senhor(a) Encarregado de Educacio do Aluno

Escola

No @mbito do projecto “Estudo Nutricional, Bioquimico e Genético de uma Populagdo
Infantil Pré-obesa e Obesa da Regido Sul”, foi efectuado pelo Centro de Genética Médica e
Nutricdo Pediatrica Egas Moniz, um certo niimero de determinagdes analiticas.

Em anexo juntamos os dados jd obtidos.

Caso haja necessidade de mais algum esclarecimento, queira contactar o secretariado
do Centro, pelo telefone 21 294 68 13/41, das 10H00 as 14HO00 e das 15H00 as 19H00 em
qualquer dia util.

Com os melhores cumprimentos,

O Coordenador do Projecto

Prof. Doutor Fernando Ferraz

?
DRELVT e
Direcgio Regional ge :ﬁ:
Educacio de Lisbos & Vaie 90 Teo ¥
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Centro de Genética Médica e Nutricdo Pediatrica Egas Moniz

Nome: Idade & data de observagdo: anos
IMC: 16.65™ Escola: EB 1/ JI Bairro Novo - 4 - 42 - 2010/2011
imi Analise n.#1
Resultado Unidades Valores desejéveis*
Glicose 59 mg/di 60-100
Creatinina 0.68 mg/dl 0.4-1,0
Proteinas Totais 10.1 mg/dl 6,0-8.2
Ferritina 219 ng/mi 20,0-140,0
Colesterol Total** 224 mg/di <170
Colesterol LDL™* 88 mg/di <110
Colesterol HDL** 71 mg/d! = 40
Colesterol Total/Colesterol HOL 3.15
Colesterol LDL/Colesterol HDL 1.24
Triglicéridos** 66 mg/di =100
Apo A1** 152 g >1.2
Apo B™ 0.95 gl <12
Apo B/Apo A1 0.62 <08
Mg++ 23 mg/di 1228
P 45 mg/di 4556
Na+ 1428 meg/l 135-145
K+ 4.2 meg/ 34-50
cl- 109.1 meg/l 98- 107
Ca++ 109 mg/dl 84-104

* Para criangas com 9-10 anos de idade e pressupondo um jejum de 12 horas.
** A avaliacéo do perfil lipidico deve ser repetida no minimo duas vezes, com um intervalo de duas semanas, antes que qualquer
medida diagnéstica ou terapéutica seja recomendada.
" Valores normais de IMC para a idade (9-10 anos):
Sexo masculino: >13,60 - <19,40
Sexo feminino: >13,25 - <19,10

O Patologista Clinico
Data: __/__/
—

Centro de Genética Médica e Nutricdo Pedidtrica Egas Moniz aF
- Campus Universitirio - Quinta da Granja F
Q 2829511 Monte de Caparica, Portugal | tc
R.Bﬁkmelo Telel.: (351) 21 204 B8 41 - Fax: (351) 21 204 68 09 A

E-mail: cgmnp & egasmoniz.edu.pt R —
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Table S2. Physical characteristics distributed by adiposity grades.

Adiposity Grades
Underfat Normal Overfat Obese

Characteristic Mean (n) Mean (n) Mean (n) Mean (n)
Age¥ 9.84 (58)a 9.72(2333)a 9.69 (286)a 9.78 (145)a
Weight (kg) 26.71 (58)a 33.56 (2327 43.68 (284)c 52.28 (144)4
Height (cm) 137.2 (58)ap 137.9 (2327)a 139.7 (284)bc 141.4 (144).
BMI (kg/m?) 14.09 (58)a 17.52 (2327 22.2 (284). 25.99 (144)q4
BMI z-score -1,34 (58)a 0.43 (2327w 1.91 (284) 2.58 (144)q
WC (cm) 55.99 (58). 63.24 (2284) 74.78 (276). 84.71 (142)4
HC (cm) 62.6 (44), 70.3 (1831 79.9 (223), 86.9 (101)4
WHR (WC/HC) 0.89 (44). 0.89 (1831), 0.92 (223 0.94 (101 ).
WHIR (WC/height) 0.408 (58)a 0.458 (2284) 0.535 (276)c 0.599 (142)4
MUAC (cm) 17.6 (58)a 20.6 (2284 24.1 (276)c 26.6 (142)q
CC (cm) 25.5(58)a 28.5 (2284 32.1(276)c 35.0 (142)q
TSF (mm) 6.51(11)a 12.11 (499) 19.48 (61)c 25.61 (28)4
SSF (mm) 5.11(11)a 8.63(499), 18.16 (61) 27.13 (28)c
BF (%) 7.145 (58)a 19.849 (2333) 32.464 (286)c 38.081 (145)
SM (%) 33.37(58)a 32.39(2333), 29.83 (286), 28.81 (145)
RMR (Kcal/day) 1098 (58)a 1191(2333) 1306 (286). 1388 (145)a

¥ Age in days were converted in years for a better comparison between groups. Distribution (mean ranks) are
different between groups with different letters: a, b, ¢, d (Mann-Whitney). The test of significance adjustments
were made using Dunn-Bonferroni cormrection. BF (body fat), BMI (body mass index), CC (Calf
Circumference), HC (hip circumference), MUAC (mid upper arm circumference), RMR (resting metabolic
rate), SM (skeletal muscle), SSF (subscapular skinfold thickness), TSF (triceps skinfold thickness), WC (waist

circumference), WHR (waist-hip ratio), WHtR (waist circumference-to-height-ratio).

Table S3. Anthropometric correlations with obesity indices.

Spearman correlation

BMI BMI WC HC WHR WHIR MUAC CC TSF SSF SSF/TSF BF SM RMR
(kglmz) z-score_(cm) (cm) (WC/HC) (WC/height) (cm) (cm) (mm) (mm) (%) (%)  (Kcal/day)
BF (%) 0902 0945 0.777 0.759 0307 0.838 0.822 0.705 0.781 0.777 _ 0.250 ----  -0.462 0.613

Study sample depends on the anthropometric parameter that is used [Spearman correlation between: %BF and: BMI z-score (2825); WC,
WHIR, MUAC and CC (n = 2912); HC and WHR (n = 2236); TSF and SSF (n = 603); %SM and RMR (n = 2825)]. BF (body fat), BMI
(body mass index), CC (Calf Circumference), HC (hip circumference), MUAC (mid upper arm circumference), RMR (resting metabolic
rate), SM (skeletal muscle), SSF (subscapular skinfold thickness), TSF (triceps skinfold thickness), WC (waist circumference), WHR (waist-
hip ratio), WHItR (waist circumference-to-height-ratio).
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Table S4. Anthropometric fitting models of %BF.

Anthropometric variable

vs BF (%) Model r

BMI z-score Cubic 0.83
BMI (kg/m?) Cubic 0.83
WHtR (WC/height) Quadratic 0.74
SSF (mm) Cubic 0.72
MUAC (cm) Cubic 0.67
WC (cm) Quadratic 0.66
TSF (mm) Quadratic 0.64
HC (cm) Quadratic 0.61
Weight (kg) Quadratic 0.61
CC (cm) Quadratic 0.52
SSF/TSF Cubic 0.25
WHR (WC/HC) Quadratic 0.10

BF (body fat), BMI (body mass index), CC (Calf
Circumference), HC (hip circumference), MUAC (mid
upper arm circumference), SSF (subscapular skinfold
thickness), TSF (triceps skinfold thickness), WC (waist
circumference), WHR (waist-hip ratio), WHtR (waist
circumference-to-height-ratio).

Table S5. Importance of predictors for %BF

Predictors Importance Predictors Importance
BMI z-score* 0.1114 Weight (kg) 0.0448
WHIR *(WC/height) 0.0842 CC_Q* 0.0420
WHtR_Q 0.0807 CC* (cm) 0.0415
MUAC (cm) 0.0661 TSF_Q 0.0389
MUAC_Q 0.0646 SSF_Q 0.0376
WC#* (cm) 0.0573 WHR_Q 0.0107
WC_Q 0.0559 WHR (WC/HC) 0.0104
HC_Q* 0.0529 Height (cm) 0.0008
HC* (cm) 0.0524 Age (y) 0.0007
SSF (mm) 0.0516 Ethnicity 0.0004
TSF (mm) 0.0500 Gender 0.0001
BMI z-score_Q 0.0451

* Selected a posteriori by stepwise forward linear regression modeling. BF (body
fat), BMI (body mass index), CC (Calf Circumference), HC (hip circumference),
MUAC (mid upper arm circumference), _ Q (squared variable), SSF (subscapular
skinfold thickness), TSF (triceps skinfold thickness), WC (waist circumference),
WHR (waist-hip ratio), WHItR (waist circumference-to-height-ratio).
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TABELAS E FIGURAS SUPLEMENTARES

RESULTADOS

S1 Table. Descriptive characteristics of the study population of children by ethnicity

Caucasian African Others
Characteristic (n =1309) (n=171) (n=16)

Mean + SD Mean + SD Mean + SD
Age !t 9.71.+0.6 9.9, 0.7 9.79.6 £ 0.5
Anthropometry
Weight (Kg) 35.6.+8.8 36.3. + 8.87 34.6.+ 7.51
Height (cm) 138.0.+7.3 141.1, = 7.8 37.1ab% 7.5
BMI (Kg/m?) 18.5.+ 3.27 18.1.+ 3.28 8.3.+293
zBMI 0.69, %+ 1.07 0.46n+ 1.2 0.63.0 £ 0.94
WC (cm) 65.5.+9.28 63.5n+ 8.64 63.4.5 £ 6.95
HC (cm) 72.0.+7.8 712.£9.1 69.3,+8
WHR (WC/HC) 0.89, + 0.05 0.88, + 0.05 091.+0.04
WHIR (WC/height) 0.47. %+ 0.06 0.45, % 0.054 0.46.1 + 0.04
MUAC (cm) 21.2,£29 212.+£29 204, +2.3
CC (cm) 292, +34 28.6.+ 3.3 282.+3
Bioelectrical impedance
BF (%) 22.2,+7.7 20.2p+ 8.3 208up £ 5.5
SM (%) 31.8.+28 32.60+2.7 313025
RMR (Kcal/day) 1211, 117 1219, £ 110 1170, £94
Biochemical Parameters
Glycemia (mg/dl) 77.8.+ 10.7 78 7.+ 11.1 78.3.+ 134
TC (mg/dl) 170.4, = 29 170.5, + 33.1 182.5, + 26.2
LDL-¢c (mg/dl) 94.0. % 23.9 93.2,+28.3 102.3, + 25.8
HDL-c¢ (mg/dl) 56.4.%+11.2 56.2.+11.1 58.7.+13.3
TG (mg/dl) 62.7.+27.1 59.5.+243 75.5.+28.8
APO Al(g/L) 1.36, +0.19 1.34, £ 0.19 1.41.+0.15
APO B (g/L) 0.74,£0.16 0.72.£0.17 0.88r+ 0.3
APO B/APO Al 0.6a+0.1 0.5, £0.1 0.6, £0.2
LDL-c/Apo B 1.27.+ 1.5 1.27.+ 1.7 1.23,+£2.7
TC/HDL 3.1.+0.6 3.1.+0.7 3.2, %08
N_ HDL-c (mg/dl) 114.+ 26 114, + 30 124, + 23
LDL/HDL 1.73.+0.55 1.72.+ 0.6 1.82, % 0.59
Total Proteins (mg/dl) 7.28.+0.7 7426+ 0.7 746 0.8
Ferritin (ng/ml) 39.4. + 20.6 36.3.+22.1 52.5p+ 55.8
Creatinine (mg/dl) 0.59, % 0.1 0.61, 0.1 0.6, £0.1
Insulin (uU/ml)! 7.1.+11.15 9.48,+ 15.48 4.24,%+0.15
Homa-IR 1.38.+243 1.97.+ 3.45 0.75. + 0.04
Leptin (ng/ml)? 10.9, + 10.7 109, 133 149, +9.6
oxLDL (mU/)? 6.6a+ 1.8 6.3, £2.0 6.6

8Age in days were converted in years for a better comparison between groups. '(Cauc-471/Afr-45/0th-2). 2(Cauc-458/Afr-50/Oth-8). ¥(Cauc-
245/Afr-16/Oth-1). Ethnic group means are compared between each characteristic through Bonferroni-adjusted t-tests. Statistical differences are
reported as different associated letters: a, b (p < 0.05). APO A1l (apolipoprotein A1): APO B (apolipoprotein B): BMI (body mass index): CC
(calf circumference): HC (hip circumference): HDL-¢ (high-density lipoproteins cholesterol): LDL-¢ (low-density lipoproteins cholesterol):
HOMA-IR (homeostatic model assessment-insulin resistance): MUAC (mid-upper arm circumference): N_HDL-c¢ (non-HDL cholesterol):
oxLDL (oxidized low-density lipoprotein): RMR (resting metabolic rate): TC (total cholesterol): TG (triglycerides): WC (waist circumference):
WHR (waist-hip ratio): WHtR (waist circumference-to-height-ratio): zZBMI (BMI z-score): %BF (percentage body fat): and %SM (percentage

skeletal muscle).
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S3 Table: Adjusted correlations between biochemical parameters.

Total Proteins Ferritin Creatinine Leptin oxLDL oxLDL/
(mg/dl) (ng/ml) (mg/dl) (ng/ml) (mU/L) LDL
Glycemia (mg/dl) 0.015 -0.005 0.071 0.137 0.085 0.042
Insulin (mU/L) -0.047 0.033 0.075 0.205 0.093 -0.072
Homa-IR -0.058 0.028 0.124 0.198 0.102 -0.058
TC (mg/dl) 0.310 0.073 0.069 0.079 0.639 -0.146
LDL-c (mg/dl) 0.159 0.097 0.003 0.196 0.696 -0.362
HDL-c (mg/dl) 0.054 -0.007 0.028 0.175 -0.044 0.027
TG (mg/dl) 0.165 0.042 0.033 0.353 0.300 -0.078
APO Al (g/L) 0.084 -0.004 0.032 -0.130 0.063 0.073
APOB (g/L) 0.251 0.099 0.024 0.152 0.602 -0.184
APO B/APO Al 0.160 0.077 -0.001 0.184 0.501 -0.188
LDL-c/Apo B -0.076 0.026 -0.044 0.100 0.169 -0.240
TC/HDL 0217 0.074 0.033 0.248 0.580 -0.157
LDL/HDL 0.097 0.087 -0.015 0.271 0.573 -0.302
N_ HDL-¢ (mg/dl) 0.318 0.079 0.064 0.156 0.700 -0.166

APO Al (apolipoprotein Al): APO B (apolipoprotein B): HDL-c (high-density lipoproteins cholesterol): LDL-c¢ (low-

density lipoproteins cholesterol): HOMA-IR (homeostatic model assessment-insulin resistance): N_HDL-c (non-HDL

cholesterol): oxLDL (oxidized low-density lipoprotein): TC (total cholesterol): TG (triglycerides).
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TRIPOD Checklist: Prediction Model Development and Validation

@ Tiem Checkiist llem
abstract
Title 1 DV Identify the study as developing and/or validating a multivariable prediction model, the
. target population, and the outcome to be predicted.
Abstract 2 DV Provide a summary of objectives, study design, setting, participants, sample size,
o 2 predictors. outcome, statistical analysis. results. and conclusions.
Explain the medical context (including whether diagnostic or prognostic) and rationale
3a D;V | for developing or validating the multivariable prediction model, including references to
Bag?ﬁ’:c‘:iees existing models.
m 3 | D | Specily the objeciives, including whether the study describes the development or
= validation of the model or both.
4a DV Describe the study design or source of data (e.g., randomized t_tial. cohort, or registry
Source of data J dala)_. separately for the devqlopment and validation data sets, if agaheable:
4 | DV Specily the key study dates, including start of accrual; end of accrual; and, il applicable,
"_| end of follow-up.
5a DV Specify key elements of the study senivyg (e.g., primary care, secondary care, general
Participants ’ population) including number and location of centres.
5b D;V | Describe eligibility criteria for participants.
5c DV _| Give details of treatments received, if relevant.
6a DV Clearly define the outcome that is predicted by the prediction model, including how and
Outcome L= ! when assessed.
6b DV _| Report any actions to blind assessment of the outcome to be predicted.
7a DV Clearly define all predictors used in developing or validating the multivariable prediction
Predictors ’ model, including how and when they were measured.
4 Report any actions to blind assessment of predictors for the outcome and other
L oV predictors.
Sample size 8 [PRY Explain how the study size was amived at.
Missing data 9 DV Describe how missing data were handled (e.g., complete-case analysis, single
9 ¥ imputation, multiple imputation) with details of any imputation method.
10a D Describe how predictors were handled in the analyses.
10b D Specify type of model, all model-building procedures (including any predictor selection),
and method for intemal validation.
Statistical 10c Vv For validation, describe how the predictions were calculated.
analysis
methods 10d | ov Specify all measures used to assess model performance and, if relevant, to compare
) multiple models.
10e \ Describe any model updating (e.g.. recalibration) arising from the validation. if done.
Risk groups 11 DV Provide detgils on how risk groups were created, if done. _
Development 12 v For validation, identify any differences from the development data in setting, eligibility
vs. validation criteria, outcome, and predictors.
Describe the flow of participants through the study, including the number of participants
13a | DV | with and without the outcome and, if applicable, a summary of the follow-up time. A
diagram may be heipful.
Participants Describe the charactenistics of the participants (basic demographics, clinical features,
13b | D)V | available predictors), including the number of participants with missing data for
predictors and outcome.
13¢ v For validation, show a comparison with the development data of the distribution of
important variables (demographics, predictors and outcome).
Mode! 14a D Specify the number of participants and outcome events in each analysis.
development 14b D If done, report the unadjusted association between each candidate predictor and
outcome.
Model 15a D Present the full preddio_n model to allow _predicliqns for incjvidgals (i.e._. all regression
specification coefficients, and model intercept or baseline survival at a given time point).
15b D Explain how to the use the prediction model.
:)‘::;' - 16 | DV | Repon performance measures (with Cls) for the prediction model.
Model-updating | 17 v g e‘:"’;?n a':cp:g the results from any model updating (i.e., model specification, model
. . 4 Discuss any limitations of the study (such as nonrepresentative sample, few events per
Limitations 18 DV ediclor, missing data).
19a v For validation, discuss the yesuls with reference to performance in the development
Interpretation data, and any other validation data.
19 | Dv Give an overall interpretation of the results, considering objectives, limitations, results
i from similar studies, and other relevant evidence.
Implications 20 DV | Discuss the potential clinical use of the model and implications for future research.
Supplementary 21 DV Provide information about the availability of supplementary resources, such as study
information , protocol, Web calculator, and data sets.
Funding 22 D.V_| Give the source of funding and the role of the funders for the present study.
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