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RESUMO
Oliveira VCM. Associacdo entre tempo de sono e perfil inflamatdrio em criangas sul-americanas
SAYCARE Cohort Study [dissertagdo] S&o Paulo: Faculdade de Saude Publica, Universidade de
Sédo Paulo; 2022.

Introducéo: Quando a crianga ndo dorme a quantidade de horas recomendadas pela National Sleep
Foundation(1), a restri¢do de sono pode ser um gatilho para o desenvolvimento de problemas como
cognicdo prejudicada, problemas comportamentais, problemas cardiovasculares e obesidade. Além
disso, o perfil infamatdrio de criancas também pode ser influenciado pela restri¢cdo de sono e/ou a
obesidade. Objetivo: Testar a associagdo entre o tempo de sono e o perfil inflamatério em criangas
sul-americanas. Métodos: Usei dados da linha de base de um acompanhamento de coorte de 24
meses. Este projeto foi desenvolvido em Sdo Paulo e em outras cinco cidades da América do Sul:
Buenos Aires (Argentina), Lima (Peru), Medellin (Colémbia), Fortaleza (Brasil), Teresina (Brasil).
A amostra foi recrutada por selecédo de amostras em escolas publicas e privadas com faixa etaria de
5 a 7 anos. Avaliei: tempo de sono [(questionario e acelerdmetro ActiGraph)]; amostras de sangue
(Proteina C-reativa (PCR)] e a média da circunferéncia de cintura. Realizei as analises descritivas,
analise de associacdo e adicionalmente construi um modelo tedrico para analise de mediacéo, o qual
X: Exposicdo (Sleep Time); Y: Desfecho (perfil inflamatdrio); M: Mediador (Obesidade).
Resultados: Participaram do estudo 199 criancas, as quais possuem a média de tempo de sono de
5.72h (5.23- 6.22 95% IC) e B 0.02 e média de circunferéncia de cintura de 59.61 cm (58.53-60.69
95%IC) e 17% de mediac¢do da circunferéncia de cintura na associacdo entre tempo de sono e perfil
inflamatorio. Concluséo: Existe uma associa¢do negativa significativa entre o tempo de sono e o
perfil inflamatorio, sendo essa associacdo mediada pela circunferéncia da cintura em criancgas.
Descritores: criancas, tempo de sono, perfil inflamatério, obesidade, salde cardiovascular,
SAYCARE Study.



ABSTRACT
Oliveira VCM. Association between sleep time and inflammatory profile in South American
children SAYCARE Cohort Study [dissertation] Sao Paulo: ‘’Faculdade de Satde Publica,
Universidade de Sdo Paulo’’; 2022.

Introduction: Sleep restriction in children can trigger the development of problems such as
impaired cognition, behavioral problems, cardiovascular problems, and obesity. In addition, the
inflammatory profile of children can also be influenced by sleep restriction and obesity.
Objective: To test the association between sleep time and inflammatory profile in South American
children. Methods: | used baseline data from a 24-month cohort follow-up. This study was carried
out in S&o Paulo and Fortaleza (Brazil). The sample was recruited by sample selection in public
and private schools aged 5 to 7 years. | evaluated: sleep time [(questionnaire and ActiGraph
accelerometer)]; blood samples (C-reactive protein (CRP)] and average waist circumference. |
performed descriptive analysis, association analysis and additionally built a theoretical model for
mediation analysis, which X: Exposure (Sleep Time); Y: Outcome (inflammatory profile); M:
Mediator (Obesity) Results: 199 children participated in the study, with a mean sleep time of
5.72h (5.23-6.22 95% CI) and B 0.02 and mean circumference of waist circumference of 59.61
(58.53-60.69 95%CIl) and 17% waist circumference mediation in the association between sleep
time and inflammatory profile. Conclusion: There is a negative significant association between
sleep time and the inflammatory profile, and this association is mediated by waist circumference
in children.

Descriptors: children, sleep time, inflammatory profile, obesity, cardiovascular health,
SAYCARE Study.
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1. INTRODUCAO

Ha cada vez mais evidéncias de que a qualidade do sono e a hora de dormir irregular das
criancas contribuem para o surgimento de problemas, como: cognicdo prejudicada(2-4),
dificuldades comportamentais (por exemplo, agressao, dificuldades na regulagdo da emogéo)(5),
prejudicando o funcionamento normal do organismo(6), redugéo do desempenho académico(7) e
0 maior risco para desenvolvimento da obesidade(8,9).

De acordo com as National Sleep Foundation (1) criancas de 3 a 5 anos recomenda-se de
10-13 horas de sono/dia e para criancas de 6 a 10 anos é orientado de 9-11 horas de sono/dia.
Esrudos revelaram uma correlacédo transversal entre a curta duragdo do sono e risco de obesidade
em adolescentes(10,11), sendo que a estimativa mostrou para cada hora adicional da perda do sono
do adolescente as chances do aumento da obesidade cresciam em até 80%.

A patologia da obesidade interfere ndo apenas no aumento de peso do individuo, mas altera
as funcbes do sistema imunoldgico gerando processos inflamatorios crénicos como a produgdo de
quimiocinas, leucdcitos ativacdo, ativacdo de receptores de reconhecimento de padr@es inatos e
ativacdo da imunidade adaptativa(12,13). E a inflamacdo desempenha um papel fundamental na
mediacdo de todos os estagios da aterosclerose, desde seu inicio até a doenca cardiovascular, com
evidéncias de que o risco potencial de sindromes coronarianas agudas e 0 risco de outras
complicagdes ateroscleroticas é definido em parte por altos niveis da proteina C-reativa (PCR)(13).

Segundo essas evidéncias, 0 objetivo deste estudo foi utilizar modelos contemporaneos de
mediacdo para investigar a associacdo entre 0s comportamentos e biomarcadores inflamatorios e
0s possiveis mecanismos da adiposidade envolvidos nessa associa¢do, que sdo pouco utilizados
para estimar essas associacdes. Hipotetizamos que ha associa¢do negativa entre padrdo saudavel
dos comportamentos relacionados ao gasto energético por meio do questionario e os biomarcadores
inflamatdrios, e que essa associacao € parcialmente mediada pelos indicadores antropométricos de
adiposidade.

2. PROJETO DE PESQUISA: OBJETIVOS E METODOS
2.1 OBJETIVOS

e Descrever o padrdo de (duracdo) sono em criangas sul-americanas;
e Descrever o perfil inflamatdrio em criancas sul-americanas;
e Testar a relacdo entre o tempo de sono e biomarcadores inflamatérios;

e Testar indicadores de obesidade como potenciais mediadores desta associagao.
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2.2. METODOS
2.2.1. Desenho do SAYCARE Cohort Study

O presente projeto € parte de um estudo maior, denominado “Novas fronteiras em saide
nutricional e cardiovascular pediatrica: Desenvolvimento de métodos para avaliar a dupla carga
de ma-nutricdo e a saude cardiovascular ideal em paises de baixa-média renda — SAYCARE
Cohort Study” , aprovado pela Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Séo Paulo (FAPESP;
processo #2017/20317-0).

2.2.2. Populacédo e Tamanho da Amostra do SAYCARE Cohort Study

Os participantes foram os alunos do pré-escolar e do ensino primario, matriculados em
escolas publicas e privadas em suas respectivas cidades. A amostra foi distribuida
proporcionalmente ao tamanho dos estratos (sexo e idade) em quatro cidades na América do Sul,
com base na presenca de um centro de pesquisa especializada, com experiéncia nesta area de
pesquisa, com mais de 500.000 habitantes, localizados em diferentes cidades: Buenos Aires
(Argentina), Lima (Peru), Medellin (Colémbia), Fortaleza, Sdo Paulo e Teresina (Brasil).
Diversidade da amostra em todos os aspectos culturais e socioecondmicos foram contemplados por
uma distribuicdo aleatoria proporcional tendo em conta as suas caracteristicas e sua localizacdo
dentro das diferentes zonas em cada cidade.

A amostra foi selecionada por amostragem aleatéria em duas fases: Tipo de escola (unidade
de amostragem primaria) e salas de aula. Primeiro se contou o nimero de escolas que tinham alunos
na faixa etaria estudada e, em seguida, selecionaram aleatoriamente as escolas respeitando a
proporcionalidade de tamanho e tipo (Publica ou privada). Na segunda etapa, as classes em cada
escola foram selecionadas por amostragem estratificada ao acaso, com alocacgéo proporcional, de
modo que a proporcao de estudantes em cada grupo etario sera respeitada. Calculos de tamanho da
amostra foram realizados usando estes parametros: um nivel alfa de 5%, um poder estatistico de
80%, de prevaléncia resultado de 13,9% (ldeal satde cardiovascular) como a maioria dos esperados
(% 4 pontos percentuais) 10, com um efeito de criacdo de 2,0 (fase de amostragem multipla). Como
este estudo € um grande inquérito de satde e outros resultados necessarios amostras maiores, um
extra de 10% para possiveis perdas e recusas ocasionais, € um extra de 10% para analise
multivariada, pelo menos 690 individuos serdo necessarios. O tamanho da amostra obtidos
permitiram detectar 4.67 razOes de risco como estatisticamente significativo a 5% e 80% de
poténcia para 22,2% exposi¢cdes prevaléncia com a idade.

15



Entretanto, participaram desse estudo apenas alunos da cidade de S&o Paulo e Fortaleza, os
outros centros ndo iniciaram as coletas devido a pandemia do Corona Virus que impediu a coleta
de dados nas escolas.

2.2.3. Consideracdes éticas

Diretores das escolas selecionadas receberam um pedido formal e detalhado sobre a
importancia, objetivos e métodos do estudo, o qual se pode consentir para colaborar com o projeto
voluntariamente. Além disso, pareceres favoraveis das criancas e consentimentos dos pais foram
obtidos antes da coleta de dados. O projeto seguiu 0s principios éticos para pesquisa com seres
humanos da Declaracdo de Helsinki e sua revisdo em 2008, em Seoul-Coreia(14). Aprovacao dos
Comités de cada uma das cidades envolvidas Etica em Pesquisa sera pedida. No Brasil, o projeto
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sdo Paulo (CAEE: 04900918.4.1001.0065). Além disso, ele garante as hormas
vigentes em matéria de investigacdo humana em cada pais participante e sera aprovado por um
comité de bioética em cada pais.

2.2.4 Equipes de campo e treinamento do avaliador

O treinamento ocorreu entre os dias 1 a 5 de junho de 2019, na cidade de Fortaleza, Ceara,
na Universidade Estadual do Ceara — UECE. Nesse treinamento, cinco equipes de pesquisadores
que foram previamente treinados, recolheram os dados, um em cada cidade. Estas equipes
realizaram medi¢des antropomeétricas [altura, peso, dobras cutaneas (triceps, subescapular, biceps
e suprailiaca)], e a entrega de questionarios. Cada equipe teve um responsavel e foi composto por
pesquisadores, um médico e uma enfermeira. O numero final de pesquisadores nessas equipes
dependeu das possibilidades de cada cidade, com um minimo de cinco.

Essas equipes de trabalhadores de campo participaram de um programa de treinamento com
40 horas de trabalho para obter as qualificaces exigidas para a realizacdo de trabalho de campo
com (grau minimo o ensino médio). O treinamento foi padronizado em todos os seus
procedimentos e consistiu em duas sessdes, teodricas e praticas, com um intervalo de uma semana
entre cada sessdo. Medigdes triplicadas forma feitas em 10 criangas por trabalhador de campo,
simulando o trabalho de campo. Estas sessdes anteriores incluiram a versao final dos questionarios,
antropometria, pressao arterial, logistica do trabalho de campo e avaliacdo do trabalho dos
entrevistadores. Todas estas medidas foram feitas em triplicado. Uma vez que a terceira medigéo

foi feita, testes estatisticos apropriados foram realizados para descobrir se um segundo treinamento
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seria necessario. Para isto, a medicédo de erro técnico (ETM), que € o indicador mais utilizado para
estimar com precisdo tanto consisténcia intra e inter-observadores, foi usado.

Os dados obtidos neste treinamento foram excluidos da analise final do estudo, j& que teve
0 Unico proposito de formacdo de pesquisadores. No entanto, estes dados foram avaliados e um
relatorio entregue aos participantes. O coeficiente de estabilidade (R) relativa a variagdo medida
entre individuos também foi calculada. Este coeficiente é independente do erro de medicédo e é
usado em paralelo com o SEM para coincidir com a fiabilidade relativa das medidas
antropomeétricas. Os valores considerados aceitaveis para a variabilidade intra-observador seguido
da diretriz da OMS(15).

Se estas condi¢bes ndo fossem cumpridas, o avaliador seria substituido. Medidas de R
foram utilizadas para fazer corresponder a confiabilidade relativa das diferentes medidas
antropométricas. Para o desenvolvimento deste projeto, as responsabilidades como mestranda foi
participar no planejamento logistico da coleta de dados, ou seja, organizacdo dos questionarios no
laboratério, entrega dos questionarios para as criancas e recolhimento dos mesmos assinados pelos
pais e digitacdo destes na plataforma RedCap, treinamento das medidas antropométricas da equipe
de campo. Auxilio na coleta de dados: transporte dos materiais utilizados nas avaliagdes.
Calibracao, afericdo, programacéo dos acelerémetros, exportacdo de dados do sono e analise no
software de estatistica para obtencéo dos resultados das variaveis propostas no projeto. Auxilio nas
aliquotas das amostras de sangue para os marcadores inflamatérios e andlise e entrega dos

resultados dos exames de sangue para 0s pais.

2.3 RECORTE DO PROJETO DE PESQUISA DO MESTRADO

2.3.1 Desenho, Populacdo e Amostra

O desenho deste projeto baseou-se na estrutura do SAYCARE Cohort Study, previamente
explicado (secdo 2.2). Contudo para esta pesquisa analisei os dados do BASELINE da coorte (como
se fosse um estudo transversal), cuja coleta de dados iniciou em setembro de 2019, porém foi
interrompida em Margo de 2020 devido a pandemia do Corona Virus e, apenas as criangas
coletadas nesse periodo entraram no estudo.

2.3.2 Procedimentos e Instrumentos

Todos os métodos descritos abaixo e que foram aplicados durante a coleta de dados ddo os

mesmaos aplicados e validados durante a fase piloto do SAYCARE Study, que foi aprovado pelo
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Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de So Paulo, sob o
protocolo de pesquisa n°232/14 em 17 de Setembro de 2014.

Foram utilizados para esta coleta de dados os instrumentos de medicdo para 0 presente
projeto de mestrado: tempo de sono [exposicdo principal (questionario e acelerdmetro
ActiGraph)]; amostras de sangue [desfecho principal (Proteina C-reativa)]; circunferéncia de
cintura (mediador).

2.3.3 Visitas as escolas: Trabalho de campo

Os dados foram coletados em quatro visitas: Primeira visita: Explicacdo do projeto e

entrega de consentimento informado a ser assinado pelos pais/tutores; Sequnda visita: Entrega de

questionarios as criancas e realizacdo de medidas antropomeétricas (pressdo arterial). Neste dia, uma
consulta para a coleta de amostras de sangue foi agendada e os participantes se concentraram nos

procedimentos a serem adotados no dia anterior a coleta de sangue.; Terceira visita: Receber 0s

questionarios, coleta de sangue; coleta dos acelerdmetros. E importante notar que uma empresa
especializada realizou a coleta de sangue e seu posterior condicionamento para o0 transporte.
Quarta visita: Entrega dos resultados e relatorios para as criangas, no caso de algum dos resultados
ser anormal, este relatorio pode ser utilizado para apresentacdo em uma unidade
béasica de salde para atencao primaria a saude.

2.3.4 Mensuracdo do Tempo de Sono (Métodos Subjetivos e Objetivos) = Exposicao

Principal

Tempo de Sono: Utilizei um questionario apresenta dados do tempo de sono e a rotina da
semana anterior (7 dias)(16). Os dados do tempo de sono foram avaliados através de perguntas
sobre o tempo gasto dormindo (duracéo), e o tempo do relégio para a rotina de sono durante a
semana e dias de fim de semana. O questionario abordou o tempo de despertar (0 momento em que
a crianca acorda), a hora de dormir (o tempo em que a crian¢a vai para cama), o tempo de sesta
(soneca depois do almogo) e o tempo de sono noturno (duracdo do sono relatada durante a noite)
da semana anterior(17). Os dados do tempo de sono foram avaliados através de perguntas sobre o
tempo gasto dormindo (duracdo), e o tempo do relégio para a rotina de sono durante a semana e
dias de fim de semana. Um total de 8 perguntas foram solicitados, incluindo informagdes sobre o
tempo de despertar (0 tempo em que a crianga acorda), a hora de dormir (o tempo em que a crianga

vai para a cama), o tempo de sesta (soneca depois do almogo) e o tempo de sono noturno (duracéo
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do sono relatada durante a noite)(18) e comparei com as recomendacfes da National Sleep
Fondation posteriormente(1).

Acelerdmetro: O uso e a analise do acelerémetro seguiram o protocolo padronizado para
populagdes jovens(17). Um acelerdmetro MTI da ActiGraph (modelo GT9X; Manufacturing
Technology Inc., FortWalton Beach, Florida) foi usado preso a cintura do voluntario por sete dias
consecutivos por 24 horas. Pais ou responsaveis, assim como criancgas, foram instruidos a colocar
0 acelerdmetro e néo retirar para nenhuma atividade, exceto se quisessem remover para tomar
banho, mas nao € necessario porque o modelo GT9X ¢ a prova d’agua. Eles também receberam um
relatorio diario com as instrugdes do acelerémetro e foram solicitados a preenché-lo com o dia,
hora e duracdo de qualquer remocéo e/ou substituicdo do acelerometro. Os acelerdmetros foram
configurados com 30 Hz, uma época de cinco segundos e um eixo para medidas. Para analise dos
dados, exclui os periodos de monitoracdo com contagem zero por minuto (CPM) por mais de 20
minuto e com mais de 20.000 CPM. O tempo total de uso do dispositivo foi calculado pelo total de
um dia subtraido de o periodo de ndo uso. Os dados do acelerémetro considerados validos apenas
quando foram registrados por pelo menos 8 horas por dia e por um periodo minimo de 3 dias (pelo
menos duas semanas da semana e um dia do final de semana)(17), excluindo os dias da entrega e
do retorno dos acelerémetros(19).

Tempo de Sono Adequado: Os participantes foram classificados como alcangado ou ndo o

tempo de sono recomendado de acordo com a sua idade de acordo com os pontos de corte da
National Sleep Foundation: criancas de 3 a 5 anos é recomendado de 10-13 horas de sono e criancas
de 6 a 10 anos é recomendado de 9-11 horas de sono, porém entre 8 a 12 horas pode ser apropriado,

os valores maiores ou menores segundo a faixa etéaria sdo considerados ndo recomendados(1).

2.3.5 Antropometria = Mediador

As variaveis antropométricas foram medidas de acordo com o manual de referéncia da
padronizacdo antropométrica da OMS(20), da seguinte forma: peso, altura, circunferéncia da
cintura, circunferéncia do quadril, circunferéncia do pescoco e dobras cutaneas (biceps, triceps,
subescapular, suprailiaca). Todas as variaveis antropométricas foram medidas uma vez nessa
ordem e, em seguida, as medidas repetimos uma ou duas vezes mais na mesma ordem. A terceira
medida foi realizada apenas se algum par de leituras exceder a diferenca maxima permitida para
uma dada variavel (peso 100 g; circunferéncias 5 mm; altura 7 mm; dobras cutaneas 2 mm), o0s

observadores novamente medidos e gravados independentemente. um segundo e, se necessario, um
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terceiro conjunto de leituras para a (s) variavel (s) afetada (s). As avaliacGes foram realizadas pelo
mesmo pesquisador em cada cidade, em uma sala privada da escola. Todas as medidas foram
realizadas com o minimo de roupas possivel e sem sapatos.

Obesidade: Para a deteccdo da obesidade foi utilizado o calculo da média da circunferéncia
de cintura das criancas como variavel continua.

2.3.6 Procedimento de Coleta de Amostras de Sangue

A coleta de amostras de sangue foi conduzida pelo sistema Vacutainer (Becton Dickinson,
UK). As condicdes experimentais incluiram a amostragem no inicio da manha (por acordo com a
escola), apés um jejum de 10-12 horas. As familias foram orientadas a manter os pacientes em
jejum na manha do dia da coleta e informados de que, apds a coleta de sangue, seria oferecido um
café da manha para as criancas. Todos os procedimentos foram estandardizados padronizados e
testados durante a fase piloto do estudo.

Enfermeiros de cada equipe de pesquisa coletaram 15 ml de sangue da veia antecubital dos
participantes. Estes 15 ml de sangue foram distribuidos em um tubo de 5 ml com EDTA a 1 mg/ml
como anticoagulante, tubo de 5 ml de heparina e 5 ml de tubo de soro. Apds a extracdo do sangue,
seguiu-se o0 seguinte protocolo:

e As amostras descansaram por 10 minutos em temperatura ambiente.
e As amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 3000 rpm.

e As amostras foram armazenadas a -70°C.

Perfil inflamatdrio: Os niveis séricos de PCR foram quantificados por turbidimetria (AU 2700,

Olimpus, Rungis, Franca). O colesterol total sérico (CT) e as concentracdes de colesterol

lipoproteina de alta densidade (HDL-c) e medidos em um sistema de quimica clinica Dimension

RxL (Dade Behring) com métodos enziméticos usando os reagentes do fabricante e instrugdes.
2.3.7 Variaveis Demograéficos e Socioecondmicos

e Sexo e data de nascimento.

e Renda familiar (3)

A renda familiar mensal foi coletada em cinco categorias e com base no salario minimo no
pais no momento do inicio da coleta de dados.
e Caracteristicas socioeconémicas da familia

Este questionario foi adaptado para cada pais, com base nos critérios de classificacao
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socioecondémica da Associacdo Brasileira de Empresas de Pesquisa (ABEP), que considera a
presenca e os tipos de ativos ou caracteristicas do domicilio: a crianga tem quartos pessoais (sim
/ndo); numero de banheiros (com chuveiro e vaso sanitario); nimero de aparelhos de televisdo
(0/1/2/3+); numero de veiculos (0/1/2+); propriedade (sim / ndo) de ativos: radio, refrigerador,
DVD ou videocassete (videocassete), linha telefénica e computador.

Também se perguntou sobre o acesso a computadores portateis, internet (banda larga ou
discada), videogames (tradicionais e / ou mdveis) e empregadas domésticas.
e Educacéo parental

A educacdo foi classificada como ensino médio ou menos, em alguma faculdade, mas nédo
em grau, ou em bacharelado ou mais, de acordo com os anos de educacao formal na escola.
2.3.8 Anélise Estatistica

Para a andlise estatistica de dados utilizei o programa Stata versao 15.1. Apliquei diferentes
métodos estatisticos e para todos os testes de hipoteses estabelecemos o critério de significancia
estatistica em o = 5%.

Estatistica Descritiva: Inclui o calculo da média, desvio padrdo, percentuais e intervalo de

confianca de 95% (1C95%) estratificado por tipo de escola.
Estatistica inferencial: Diferentes métodos estatisticos foram aplicados. A correlagdo entre

tempo de sono (X) e perfil inflamatdrio (Y) os coeficientes de correlagdo de Spearman (nédo
paramétricos) e de Pearson (paramétricos).

Magnitude do Efeito: Quando analisarmos o(s) resultado(s) como varidveis continuas,
apliquei modelos de regressao linear multinivel para estimar o(s) coeficiente(s) 3 das exposi¢des

de interesse.
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Equacédo 1

Efeito total (caminho c)

Tempo de Sono

(X)

Inflamacdo (YY)

Obesidade (M)

Equagéo 2 (caminho a) Equagdo 3 (caminho b)

Equacéo 3 — Efeito direto (caminho ¢”)

Tempo de Sono
(X)

Inflamacao ()

Efeito indireto (a’b)

Figura 1. Modelo Tedrico para Analise de Mediacgéo

Na figura 1, na Equacdo 1, a variavel dependente (Y — Inflamacédo) pode ser regredida na
variavel independente (X — Tempo de Sono) — caminho c¢; na Equacdo 2, o mediador (M —
Obesidade) pode ser regredido na variavel independente (X) — caminho a; Equacdo 3, a variavel
dependente (Y — Inflamacéo) pode ser regredida na variavel independente (X) e o mediador (M) —
caminho b e caminho ¢’. O caminho ¢ quantifica o efeito diretor de X em Y através do M. A
associacao entre Tempo de Sono (X) e Inflamacéo () foi representada no caminho ¢, que é apenas
a soma dos efeitos diretos e indiretos [c = ¢’ + (a*b)]. Para ser incluido no modelo final simples de
mediador, o0 mediador presumido precisava atender a dois requisitos: (1) (X) deve estar associado
significativamente a M (caminho a); e (2) M deve estar significativamente associado a Inflamagéo
(Y) (21).

3. FINANCIAMENTO

Para a realizacdo do mestrado, eu recebi a Bolsa TT-3 (processo: 2019/26864-8) da
Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP) durante um més que foi
encerrada, pois fui contemplada com a bolsa de mestrado do Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) até 28/02/2022 (processo: 130961/2020-5).
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4. CRONOGRAMA

Durante os 24 meses do mestrado, planejei junto com o0 meu orientador um cronograma
atividades para realizar:

1° a0 6° més: Realizacdo de disciplinas concedentes ao mestrado, curso para escrita do
artigo de revisdo sistemética, treinamento para realizacdo da coleta de dados, treinamento dos
acelerdbmetros e aliquotas de sangue.

7° ao 13° més: Realizacdo do curso YCARE de capacitacdo em bioestatistica, escrita do
artigo de revisdo sistematica, analise do banco de dados, qualificacéo.

14° ao 24° més: Submissao do artigo de reviséo, volta da coleta de dados, treinamento dos
acelerdbmetros e aliquotas para os novos integrantes do laboratdrio, elaboracdo da dissertacdo e

defesa.
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5. ARTIGO DE REVISAO SISTEMATICA

Are sleep time and quality associated with inflammation in children and

adolescents? a systematic review
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The University of Texas at Austin, UTHealth School of Public Health at Austin, Department of Epidemiology, Human

Genetics and Environmental Science, Austin, TX, USA.

Palavras-chave: tempo de sono, qualidade do sono, biomarcadores inflamatérios, criancas,
adolescentes

RESUMO

Fundamento: Os estudos tém demonstrado associagdo entre tempo e qualidade do sono e com
biomarcadores inflamatdrios em criancas e adolescentes, contudo a forca dessa associacao segue
incerta. O objetivo deste é revisar a literatura sobre a associacdo entre o tempo e a qualidade do
sono com biomarcadores inflamatoérios em criancas e adolescentes.

Métodos: As buscas foram realizadas nas bases de dados eletronicas MEDLINE, SCOPUS e Web
of Science para artigos publicados até 30 de agosto de 2021. A estratégia de busca foi usada com
0s seguintes descritores: criangas, adolescentes; sono e inflamacdo; estudos epidemioldgicos
observacionais. A triagem do estudo, extracdo de dados e avaliacdo dos resultados foram
conduzidas de forma independente por dois revisores. Os artigos potencialmente elegiveis foram
selecionados de acordo com os seguintes critérios: (a) artigos publicados em portugués, inglés e
espanhol; (b) amostra criangas ou adolescentes (3-19 anos); (¢) uma mensuracdo do tempo ou
qualidade do sono; e (d) mensuragdo de ao menos um biomarcador inflamatorio.

Resultados: N6s encontramos 2.724 artigos potencialmente elegiveis e dentre esses, dez artigos
revisamos completos e apenas cinco atenderam aos critérios elegibilidade, os quais mensuraram o
tempo do sono por meio de acelerdmetros em pelo menos sete dias consecutivos no brago ndo

dominante para registro do tempo de sono. Quatro avaliaram a qualidade do sono via Pittsburgh
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Sleep Quality Index. Os resultados indicam associacéo inconsistente entre tempo sono e a Proteina
C-Reativa. Em relagdo aos biomarcadores mensurados por amostra salivar, cortisol e IL-1p:
apresentaram associacgéo significativa com tempo de sono.

Conclusdo: O tempo de sono e o baixo nivel de qualidade de sono apresentou associacao
inconsistente com a biomarcadores inflamatorios, principalmente com a Proteina C-Reativa. A
associacao entre tempo e qualidade do sono e com biomarcadores inflamatorios em paises de baixa-
média renda é desconhecida.

INTRODUCAO

De acordo com as National Sleep Foundation (1) criancas de 3 a 5 anos devem ter 10-13 horas de
sono por dia e entre criangas de 6 a 10 anos de 9-11 horas de sono/dia. A literatura apresenta
evidéncias de que o tempo irregular de sono em criancas e adolescentes esta associado com diversos
desfechos em salde como: cognicdo prejudicada (2-5), dificuldades comportamentais (por
exemplo, agressdo, dificuldades na regulacdo da emocao) (5), reducdo do desempenho académico
(6) e 0 maior risco para desenvolvimento da obesidade (7,8) e saude cardiometabdlica (9,10).

A plausibilidade bioldgica do efeito do tempo de sono indica que o ciclo sono-vigilia regula a
producdo e ativacdo das células responsaveis pela regulacdo de imunidade e que as células do
sistema imune estdo mais altas no inicio da noite e mais baixos pela manhd em seus niveis
sanguineos (11-13). Embora o mecanismo fisiolégico dessas variagBes diurnas ainda seja
desconhecido, estudos demonstram (14,15) que a interrupcao do ciclo normal de sono e vigilia via
privacdo de sono pode afetar significativamente a funcdo do sistema imunologico.
Consequentemente, essa diminuicdo do tempo e qualidade do sono geram alteracdes de marcadores
inflamat6rios como a Proteina C-Reativa (PCR) (14,15), como uma resposta do organismos as
alteracOes acima mencionadas. Portanto, € racional hipotetizar que pouco tempo de sono e/ou baixa
qualidade de sono possa estar associado com aumento dos biomarcadores inflamatdrios em
populacdes pediatricas.

Contudo, até o presente momento, nenhuma revisdo sistematica foi conduzida com o objetivo de
verificar associacdo entre tempo e qualidade do sono e com biomarcadores inflamatorios em
criancas e adolescentes. Sendo assim, o0 objetivo deste estudo foi revisar e analisar a literatura sobre
a associagdo entre o tempo e a qualidade do sono com biomarcadores inflamatorios em criancas e

adolescentes.
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METODOS

Estratégia de busca

Esta revisdo sistemética foi conduzida e preparada seguindo a estrutura PECO (Populacéo de
interesse, Exposicdo, Comparador, Desfecho) (tabela 1) e utilizamos check-list PRISMA para
reportar os resultados encontrados. Realizamos as pesquisas eletronicas nas bases de dados
MEDLINE (PubMed), Web of Science e SCOPUS desde o dia 15 de julho de 2020 até 30 de agosto
de 2021. E também revisamos as referéncias dos artigos encontrados nesses bancos de dados, por
ultimo entramos em contato com os autores correspondentes para identificar outros estudos
relevantes, artigos-chave e avaliacGes anteriores. A presente revisao esta registrada no PROSPERO
(CRD42020188969). Utilizamos para buscas os descritores MeSH e ajustamos para cada bases de
dados. Dividimos os descritores em duas listas independentes, uma lista para criangas (A) e a outra
para adolescentes (B):

Lista A: child OR children OR childhood OR school OR preschool OR preschoolers AND short
sleep duration OR long sleep duration OR sleep OR sleep time OR sleep duration AND
inflammatory profile OR inflammation OR inflammatory biomarker OR C-reactive protein OR
CRP OR interleukin 6 OR IL-6 OR adiponectin OR TNF alpha OR TNF-a AND cross-sectional
studies OR case-control OR prospective cohort study, OR prevalence studies OR survey.

Lista B: adolescent OR adolescents OR adolescence OR teen OR teenager OR youth AND short
sleep duration OR long sleep duration OR sleep OR sleep time OR sleep duration AND
inflammatory profile OR inflammation OR inflammatory biomarker OR C-reactive protein OR
CRP OR interleukin 6 OR IL-6 OR adiponectin OR TNF alpha OR TNF-a AND cross-sectional
studies OR case-control OR prospective cohort study, OR prevalence studies OR survey.

Critério de elegibilidade

Os critérios de inclusdo foram: i) a populacéo do estudo composta por criangas e/ou adolescentes
de acordo com a Classificacdo da Organizacdo Mundial da Salude (2 a 19 anos)(16) ii) estudos
epidemioldgicos observacionais e pesquisa original, iii) O estudo deveria ter o tempo de sono ou
qualidade de sono; iv) estudos que relataram biomarcadores inflamatdrios (IL-6; TNF o, PCR).
Nos definimos esses critérios para aumentar a comparabilidade entre estudos. Excluimos os artigos
de revisdo, livros ou estudos com assuntos externos a faixa etaria (2 a 19 anos) (tabela 1).

Protocolo de selecéo e extracdo de dados

26



Revisamos os artigos de acordo com as seguintes etapas: (1) artigos publicados em inglés, espanhol
e portugués; (2) triagem de titulos; (3) resumos e (4) textos completos. As triagens de literatura
foram realizadas por dois autores (Medeiros de Oliveira e Vianna, R) de forma independente,
usando os critérios acima descritos e uma ficha de extracdo de dados, posteriormente os resultados
foram comparados. Se ocorresse alguma discordancia, o artigo foi avaliado por um terceiro
pesquisador De Moraes AC, para decidir se o artigo seria incluido ou ndo nesta revisao.

A ficha de extracdo de dados tinha as informacdes sobre a caracteristica de cada estudo: primeiro
autor, ano, local de publicacao, tamanho da amostra, faixa etaria, tipo de exposicéo (tempo de sono
e qualidade de sono), mensuracdo das exposicdes (acelerdmetro e questionarios) e mensuracao dos
biomarcadores inflamatérios e confundidores ajustados.

Avaliacéo e analise das associacOes

Extraimos os coeficientes 3 e seus respectivos intervalos de confianca de 95% dos estudos que
estimaram a associacdo entre as exposicdes e o biomarcador inflamatorio (9,17-19) . Em alguns
casos, relatamos os resultados apenas por subgrupos e ndo por toda a amostra do estudo; nesses
casos, nao incluimos esses estudos na meta-analise. Neste estudo, as associagdes entre a exposicao
e os desfechos independentemente de significancia estatistica sao relatadas; no entanto, as diversas
definicbes e medidas utilizadas nos estudos impediram a comparacdo dos resultados. Como
resultado, ndo foi possivel realizar uma meta-analise (20,21).

RESULTADOS

A revisdo sistematica de literatura considerou artigos publicados até 30 de agosto de 2021 e
obtivemos 2.724 resultados de artigos com titulos potencialmente relevantes (fig. 1). Nos
excluimos dezesseis por cento dos artigos por serem duplicatas, 84.3% foram excluidos apés leitura
do titulo e 0.9% foram estudos de revisdes sistematicas ou livros didaticos (0.9%) (fig. 1). Seis
estudos foram incluidos nesta revisdo sistematica totalizando 1.119 criancas e adolescentes com
idade entre 3 a 19 anos, todos foram conduzidos nos Estados Unidos e apenas um artigo com
populacdo de criangas (18) cumpriu os critérios inclusdao (Tabela 2). Ndo identificamos nenhum
estudo que testou a associacdo entre tempo e qualidade do sono e com biomarcadores inflamatérios
em paises de baixa-média renda (20).

A tabela 3 apresenta a descri¢do da associagéo entre tempo e qualidade de sono com biomarcadores
inflamatdrios. Para mensuracdo do tempo de sono, todos os estudos incluidos utilizaram

acelerdmetros no pulso ndo dominante na hora de dormir por no minimo sete noites consecutivas
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e consideraram o0 tempo medio de sono entre esses dias. Os biomarcadores inflamatdrios
mensurados por amostras sanguineas nos estudos foram: PCR; (17,21,22) e fator nuclear kappa
beta (NFK-B); (19) e Interferon Response Factors (IRF; (19) por meio de coleta sanguinea. A
interleucina-6 (IL-6) foi mensurada por amostra salivar em dois artigos (9,18).

Dois artigos utilizaram IL-6 e TNFa para analisar a relagdo entre sono ¢ inflamagdo, todavia um
artigo (9) ndo apresentou o coeficiente beta para tempo e qualidade do sono ajustado para a
inflamacéo. Dos trés artigos que avaliaram essa relagéo pelo PCR (17,21,22), um ndo descreveu
qual foi o método de mensuracéo da exposicao (17). Dois artigos do mesmo grupo de pesquisa
realizaram pesquisas na mesma populacdo em tempos diferentes (23,24) e os resultados indicam
associacdo inconsistente entre tempo sono e a PCR. Sessenta por cento dos estudos (19,21,22)
utilizaram Pittsburgh Sleep Quality Index (PSQI) para avaliacéo subjetiva da qualidade do sono e
de possiveis distarbios do sono. Os resultados também sdo inconsistentes, sendo que apenas um
apresentou associacdo significativa entre (Tabela 3) qualidade do sono e PCR.

DISCUSSAO
Realizamos uma revisdo sistematica abrangente sobre estudos que abordam a associagdo entre
tempo e qualidade de sono com biomarcadores inflamatorios em criancgas e adolescentes. O tempo
de sono e o baixo nivel de qualidade de sono apresentou associacdo inconsistente com a
biomarcadores inflamatorios. Para melhor conhecimento da literatura cientifica, esta é a primeira
revisdo sistematica que analisa a associacao entre tempo e qualidade de sono com biomarcadores
inflamatdrios em populaces pediatricas (3 a 19 anos). Em nossas buscas, ndo encontramos
nenhuma pesquisa conduzida em paises de baixa-média renda (20), provavelmente, 0s custos
elevados dos acelerdbmetros, exames e andlises bioquimicas, podem ser um fator limitante na
mensuracao desses indicadores nos paises com essas caracteristicas de renda.

Dois estudos em criancas (9,18) avaliaram a associacao entre o tempo e qualidade de sono com
biomarcadores inflamatdrios mensurados por amostras salivares. Segundo a literatura, em adultos,
0s niveis aumentados de IL-6 salivar, € um método valido para essa estimativa porque estariam
associados com interrupcGes na quantidade e na qualidade do sono(23,24), pois a citocina é um dos
principais mediadores que estimulam o eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal durante o estresse
inflamatorio gerado pela privagéo de sono (25).

Os resultados dos estudos apontam que o tempo de sono ndo tem uma associacao significativa com

0 PCR ou associagOes fracas moderadas por fatores demograficas (sexo e idade). Esta descoberta
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pode oferecer alguns insights da inconsisténcia na literatura sobre o papel da duracdo do sono na
inflamacéo. A pesquisa em populac6es adultas levou ao entendimento de que a associacdo entre
sono duracao e inflamacéo € inconsistente, porque ha variacdes de métodos de avaliacdo do sono,
e também o tempo de seguimento em estudos de coorte (26-28), e provavelmente este também seja
0 caso da nossa revisdo uma vez que a associacdo entre tempo de sono e inflamacdo pode ser
relacionada pelo tempo de seguimento dos estudos, os quais, os adolescentes foram acompanhados
por apenas um ano (21,22), e esse periodo ndo seja suficiente para observar o efeito negativo da
restricdo de sono no sistema inflamacéo nessa faixa etaria.

Por outro lado, encontramos associac¢des inconsistentes entre os scores do questionario PSQI para
qualidade de sono; um método valido para essa populacdo (29); e os niveis séricos de PCR (21,22).
Essa inconsisténcia nos resultados indicada pela comparacéo dos estudos pode ser explicada porque
os distarbios na qualidade do sono tem efeito cronicos no sistema inflamatorio (30) e parcialmente
pela incapacidade do PCR de quantificar uma inflamacdo cronica (31,32). Portanto, sugerimos para
estudos futuros a analise de um conjunto de marcadores inflamatérios (adiponectina, IL-1, IL-6,
TNFa, além do PCR) mais sensiveis para mensurar associagdes entre sono e inflamag&o. Assim
sendo, futuros estudos longitudinais com alta qualidade metodoldgica sdo necessarios para
identificar relagdes temporais entre exposicdes e desfechos.

Limitagdes da revisio

Esta revisdo pode ter limitacdo metodoldgica dos estudos primarios, ou seja, as limitacbes que 0s
métodos de mensuracdo de tempo e qualidade de sono e biomarcadores inflamatérios podem
apresentar e ndo existe um consenso em qual o biomarcador inflamatoério deve ser utilizado em
pesquisa com populacdes pediatricas. Quatro dos seis artigos elegiveis eram estudos transversais.
Os estudos transversais apresentam limitagdes, principalmente a incapacidade de identificar
relaces temporais entre exposicdes e desfechos; essa limitacdo pode explicar parcialmente o baixo
nimero de associacBes encontradas nos estudos (33). No entanto, pesquisas transversais sao
viaveis, de baixo custo, e realizadas com populacGes supostamente saudaveis em um ambiente.
Essas séo questdes importantes a serem consideradas, principalmente ao estudar a saude pediétrica,
gue € um sistema complexo de interagdes que pode ser dificil de avaliar com uma abordagem de
teste linear de medicamentos, como a usada em ensaios clinicos (33). No entanto, quando 0s
estudos transversais sdo inconsistentes e se houver recursos financeiros disponiveis, estudos de

coorte prospectivos bem conduzidos que monitorem criangas e adolescentes durante os periodos
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de acompanhamento devem ser realizados para inferir a causalidade com maior grau de certeza
(34).

CONCLUSAO

Acelerdmetros sdo métodos mais utilizados para mensuracao objetiva do tempo de sono, enquanto
que o questionario PSQI é o método subjetivo mais utilizado para mensurar qualidade de sono. O
tempo de sono ndo apresenta associacdo significativa com os biomarcadores inflamatorios,
entretanto a baixa qualidade de sono (maior escore no PSQI) apresentou associagdo positiva com
PCR, contudo a magnitude é baixa. A associacdo entre tempo e qualidade do sono e com

biomarcadores inflamatdrios em paises de baixa-média renda é desconhecida.
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Tabela 1. Descrigédo dos estudos incluidos

Criancas
) Tamanho da
Média
) ) amostra )
Referéncia  Ano Pais Titulo do artigo de ) Tipo de estudo
] Total Meninas
idade
(n) (%)
Sudeste o ]
ELSheikh et g The association between children
-Sheikh e 0s
s sleep disruption and salivary 8.74 64 NI Estudo transversal
al. (2007) Estados ) )
) interleukin-6
Unidos
Adolescente
chi al Los Daily interpersonal stress, sleep Estudo
iang et al. -
(20919) Angeles,  duration, and gene regulation 18.37 91 56.18 longitudinal
CA during late adolescents
Estudo
Los . . N
Parketal.  2011- Sleep and Inflammation During longitudinal
Angeles, 16.39 315 57
(2016) 2012 CA Adolescence (acompanhamento
de 1 ano)
. Sleep and Inflammation During Estudo
0s -
Park et al. 2013- Adolescents’ Transition to longitudinal
Angeles, 16.40 350 57
(2020) 2014 CA Young (acompanhamento
Adulthood de 1 ano)
Sleep duration during the school Estudo
Halletal.  2008- Pittsburgh, week is associated with C- longitudinal (3
_ o 1571 244 525
(2015) 2011 PA reactive protein Risk Groups in anos de
healthy adolescents acompanhamento)
Criancas e Adolescentes
Bidirectional relationships
LaVoy et al. Houston, )
between sleep and biomarkers of  12.20 55 53 Estudo transversal
(2020) TX

stress and immunity in youth.

NI: Nao Informado
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CRIANCAS
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1

Artigos excluidos sem
associacio
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Figura 1. Fluxograma PRISMA da pesquisa bibliogréfica
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Tabela 2. Caracterizagdo dos estudos que utilizaram método de avaliacdo do sono e biomarcadores inflamatorios como desfecho

b-
Referéncia Método de avaliacdo do sono Biomarcador Resultado ) Covariaveis no modelo ajustado
ajustado
Uso do acelerébmetro IL-6: Preé- Idade, sexo, etnia, IMC, sonoléncia,
) Actigraph no pulso nédo o laboratorial = 3,23 manhé/noite, pai/mae com sonoléncia,
El-Sheikh ) ~ Reatividade de o o .
dominante na hora de dormir pg/mL distdrbio do sono, pai/mée respiratorio,
etal. ] _ IL-6elL-6 ] 0.27 . _
por 7 noites consecutivas; _ IL-6: Pos- sono total, eficiéncia do sono, min
(2007) salivar _ o o _
escalas SSHS; A Escala laboratorial = 2,98 acordado, indice de atividade, linha de
Manhd / Tarde e CSHQ pg/mL base de IL-6, reatividade de IL-6
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Chiang et
al. (2019)

Hall et al.
(2015)

Park et al.
(2016)

Park et al.
(2020)

Acelerdbmetro Actigraph no
pulso ndo dominante na hora
de dormir por 8 noites
consecutivas e PSQI

Actigraphy Actiwatch-16 use
no pulso por 7 dias

consecutivos

Relégio MicroMotionlogger
usado no pulso ndo dominante
na hora de dormir por 8 noites

consecutivas e PSQI

Relégio MicroMotionlogger
usado no pulso ndo dominante
na hora de dormir por 8 noites

consecutivas e PSQI

NF-kB e duragéo
do sono e

eficiéncia do sono:

log 0,596 + 0,187
NF-kB, IRF
IRF e duracéo do
sono e eficiéncia
do sono: log -

1,249 + 0,368

PCR: >3 mg/L

Grupo de risco.

PCR

PCR: 1-3 mg/I
Baixo risco,
PCR: >3 mg/I
PCR de alto risco:

PCR

acima de 10 mg/I

Onda 1: 0,69 mg/I
Onda 2: 0,89 mg/I
Onda 3: 1,36 mg/I

CRP

NFkb:

0.23
IRF:
-0.69

-0.04

-0.01

-0.04

Sexo, idade, etnia, escolaridade dos
pais), indice de massa corporal (IMC),
comportamento de fumar e consumo de

alcool

Sexo, raca, maior escolaridade dos pais e
IMC

Sexo, etnia, educacdo dos pais, estresse

percebido e percentil de IMC

Idade, sexo, circunferéncia da cintura,
sintomas depressivos,

e uso de substancias
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SAA: 42.81U/mL

. Cortisol: 9.36
Relogio de pulso ) Idade, sexo, IMC z-score e
LaVoy et ) _ SAA, cortisol, nmol/L o .
Motionlogger Micro para 7 NI caracteristicas do estudo (horario e
al. (2020) _ IL-6, and IL-1B IL-6: 24.95 pg/mL )
dias e escalas SSHS estacdo da coleta)
IL-1B: 713.70
pg/mL

SSHS: Pesquisa de Hébitos de Sono Escolar; CSHQ: Questionario de Habitos de Sono Infantil, PSQI: indice de Qualidade do Sono de
Pittsburgh, RCP: Proteina C-Reativa, SAA: a-amilase; IL-6: interleucina 6; IL-1p: interleucina 1 beta; IMC: indice de Massa Corporal;
IRF: Fatores de Resposta ao Interferon; NI: Nao informado.
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6. RESULTADOS PROJETO SAYCARE

Para a elaboragéo do estudo SAYCARE, nosso grupo de pesquisa coletou dados de criancas
do estado de Séo Paulo entre Setembro de 2019 até Marco de 2020 devido as condicbes da
pandemia do Corona Virus que por medidas de seguranca fecharam as escolas. Participaram da
anélise 199 criancas, sendo 76 pertencentes a escola particular e 123 de escola publica. A
andlise descritiva da amostra estdo apresentadas na tabela 1 estratificada pelo tipo de escola e
dividida por idade, sexo, educacdo materna, tempo de sono, circunferéncia da cintura, série
branca do hemograma, biomarcadores inflamatorios e perfil lipidico.

A média de idade das criancas foi entre 6 e 7 anos, entretanto, os resultados mostram que
as maes das criancas de escola particular possuem mais escolaridade (ensino superior = 73,21%)
do gque as mées das criancas de escola publica (ensino superior = 10,42%). Além disso, as horas
de sono noturno das escolas variou entre uma hora, contudo, as criangas de escola publica
dormem menos (34 minutos) de tarde quando comparado com as criancas de escola particular
(aproximadamente 6h) (tabela 1).

39



Tabela 1. Distribuicéo da caracterizacdo das criancas de escola publica e particular de Sdo Paulo e
Fortaleza — SAYCARE Study

Escola Particular (n=76) Escola Publica (n = 123)
n  Média (95% IC) n Média (95% IC)
Idade 107 7,09 6,94 7,24 62 6,78 6,56 —7,0
Sexo
Feminino 54 50,47 0,37 -0,62 31 50 0,41-0,59
Masculino 53 49,53 0,37 -0,62 31 50 0,40 - 0,58
Educacdo Materna
Sem Estudo 0 0 0 1 1,04 0,0-0,71
Ensino
cundamental | 1 1,79 0,17-0,17 8 833 0,04 -0,15
Ensino
Fundamental 11 2 3,57 0,35-0,24 19 19,79 0,12-0,29
Ensino Médio 7 12,50 0,12-0,44 54 56,25 0,46 — 0,65
Ensino Técnico 5 8,93 0,89 -0,38 4 417 0,15-0,10
Ensino Superior 41 73,21 0,73-0,59 10 10,42 0,05-0,18
Horas de Sono Noturno 76 5,20 4,25-6,14 123 6,01 5,44 — 6,57
Horas de Sono da Tarde 76 585 1,76 — 9,93 123 0,34 0,25-0,44
Tempo acordado de noite
(min) 76 1,62 1,30 -1,94 123 1,92 1,71-2,12
Circunferéncia de Cintura
cm) 76 57,97 56,46 — 59,49 123 60,61 59,17 — 62,05
Leucograma (mms3)
Leucocitos 76 7,68 6,93 - 8,15 123 7,68 7,21-8,15
Neutrofilos 76 3,86 3,17-454 123 4 3,57 -4,43
Eosindfilos 76 0,27 1,94 -0,35 123 0,32 0,27 -0,36
Basofilos 76 0,60 0,46 - 0,11 123 0,46 0,34-0,86
Linfocitos 76 2980 2.756,06 —3.204,55 123 2.719 2.559,66 —2.879,55
Mondcitos 76 0,47 0,40 - 0,54 123 0,43 0,39 -0,47
hs-PCR (mg/dL) 76 1,27 0,52 -2,02 123 2,17 0,90 - 3,44
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PCR (mg/dL) 76 1,59 0,64 —2,41 123 2,42 1,11-3,73
Indice Aterogénico? 76 2,92 2,69 -3,14 123 291 2,78 — 3,04

! Indice Aterogénico calculado segundo a relacdo de coleterol total/HDL colesterol - Rendo-Urteaga et al.,
2018.

Para a andlise de associacéo, foi realizado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk para
identificar se as varaveis possuem distribuicdo normal ou ndo paramétrica, em seguida, estimei
o coeficiente de Pearson para verificar a se a as variaveis tempo de sono (estimado pelo
acelerdbmetro e questionario) e circunferéncia de cintura possuem associa¢do com o0s niveis de
inflamacéo indicados pelo PCR (tabela 2).

Com isso, encontrei um valor de 3 de 0,02 para o tempo de sono noturno estimado pelo
acelerometro ¢  de -0,005 para o horario que a crianca foi dormir durante a semana resultado
do questionario de qualidade de sono, portanto, encontramos 0 uma associacao positiva
significativa para ambos métodos de tempo e qualidade do sono, porém uma associacao
significativa, contudo, fraca (tabela 2).

Tabela 2. Associagdo entre sono, circunferéncia de cintura e perfil inflamatérito SAYCARE

Cohort Study
PCR Média (95% IC) B
Horas de sono noturno 5,72 5,23-6,22 0,02
Qual horério que a crianca
vai dormir nos dias de 7,46 7,26 - 7,63 -0,005

semana? (horas)
Circunferéncia de cintura
59,61 58,53 — 60,69 0,20
(cm)

*p<0,05

Realizei uma regressdo multivariadas com as varidveis: horas de sono noturno
contabilizado pelo acelerdbmetro; qual horario que a crianca vai dormir nos dias de semana?
estabelecido pelo questionario de qualidade de sono e a média da circunferéncia de cintura
aferido pela fita meétrica pelo desfecho PCR para prever comportamentos com base na
associacao entre as variaveis e 0s possiveis confundidores educacdo materna e renda familiar
(tabela 3).

Os resultados da regressao multivariada mostraram os seguintes coeficientes ajustados para
0 PCR: 0,19 para horas de sono noturno, 2,38 para ‘’qual horario que a crianga vai dormir nos
dias de semana? (horas)’’, 0,17 para circunferéncia da cintura e para as variaveis confundidoras
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obtivemos -1,01 e 0,71, respectivamente correspondendo a educacdo materna e renda familiar

(tabela 3).

Tabela 3. Regressédo multivariada do SAYCARE Cohort Study

PCR Coeficiente p-valor (95% IC)

Educacdo Materna -1,01 0,06 -2,07-0,04
Renda Familiar 0,71 0,02 0,89-1,33
Horas de sono noturno 0,19 0,39 -0,24-0,63
Qual horario que a crianca vai

dormir nos dias de semana? 2,38 0,69 -9,60-1,44
(horas)

Circunferéncia de cintura (cm) 0,17 0,03 0,17-0,33

Atraveés da analise de mediacdo, eu descobri que o efeito total entre o tempo de sono e o

perfil inflamatério mensurado pelo PCR tem uma associagdo significativa, contudo negativa de

B -0,36 (caminho c). Ja o efeito do tempo de sono na obesidade (caminho a) e da obesidade no

perfil inflamatorio (caminho b) ndo foi encontrado associacéo significativa, g 0,13 e 0,17,

respectivamente. Além disso, ndo percebi uma associagdo total (caminho ¢’) significativa,

entretanto, os produtos dos coeficientes (a*b) alcancou significancia estatistica, todavia

negativa p -0,06, sugerindo que hé efeitos indiretos entre tempo de sono e perfil inflamatorio

guando a crianca tem obesidade (tabela 4).

Tabela 4. Anélise de mediacdo entre tempo de sono, perfil inflamatério e obesidade

Efeito total do Efeito do Efeito da
tempo de sono tempo de obesidade o o )
P %0 Efeito indireto  Efeito direto  Mediador
(X) sobre sono na na )
. 5 ) ) B (a*b) mediado (c") (a*b/c)
inflamagéo (YY) obesidade inflamac&o
© (3, X->M) (b, M —Y)
p p p p p
95%IC 95%IC 95% IC 95% IC 95% IC %
-0,36 0,13 0,17 -0,06 0,13
-0,79 - 0.07 -0.22 - 0.48 0,40-0,30 -0,15-0,02 -0,22 - 0,48 17

42



7. DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo explorar a associagédo entre o tempo de sono e o perfil
inflamatério em criancas sul-americanas de 5 a 7 anos e resultados atuais confirmaram a
associacao entre tempo de sono e os niveis aumentados no perfil inflamatorio (22) (23,24). As
duracBes de sono muito curtas ou muito longas foram associadas a resultados adversos a saude
e mortalidade por todas as causas com uma relacdo em forma de U. Embora a relacdo da longa
duracdo do sono com desfechos adversos a satde possa ser confundida pelas méas condicdes de
salide que ocorrem em idosos, a associagdo causal da privacao do sono com efeitos negativos a
salde é fundamentada por evidéncias experimentais que fornecem plausibilidade biologica(25).

O sono afeta profundamente as vias enddcrinas, metabdlicas e imunoldgicas, cujas
disfuncdes desempenham papel determinante no desenvolvimento e progressao de doencas
cronicas. Especificamente, em muitas doengas cronicas, uma resposta imune
desregulada/exacerbada muda de reparo/regulacdo para respostas inflamatorias néo
resolvidas(25).

O sono regular € crucial para manter a integridade da funcdo imunolégica e favorecer uma
defesa imunoldgica homeostatica a insultos microbianos ou inflamatorios. A privagdo do sono
pode resultar em respostas imunes desreguladas com aumento da sinalizagdo pré-inflamatoria,
contribuindo assim para aumentar o risco de aparecimento e/ou agravamento de infeccdes, bem
como de doencas cronicas relacionadas a inflamacéo(25).

Em meus resultados entre a associa¢do do tempo de sono aferido pelo acelerometro e o
perfil inflamatério medido pelo PCR, é mediado pela circunferéncia de cintura. A
circunferéncia de cintura alterada, principalmente em criancas, esta relacionada a fatores de
risco associados a eventos cardiovasculares adversos (26,27) aumentando trés vezes a taxa de
mortalidade quando comparado com individuos com peso normal(28). O diagnostico de
obesidade abdominal aferida pela circunferéncia de cintura esta associado a um perfil de risco
mais aterogénico porque aumenta os fatores de risco cardiometabdlicos (perfil lipidico,
hipertensdo sistolica e glicemia de jejum anormal) tanto em criangas quanto em adolescentes.
Além disso, aproximadamente 16 a 18% das criancas e adolescentes tém obesidade abdominal
(29,30).

Entretanto, ¢ importe ressaltar que as varidveis de confusao ‘’educagdo materna’’ e “’renda
familiar’’ variaram mais de 10% sobre o desfecho, indicando dessa forma uma associagdo
significativa entre a associagdo do tempo de sono e qualidade de sono sobre o perfil inflamatério

(tabela 3), resultado similar foi encontrado em pais de criancas chinesas que tinham nivel
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educacional e renda elevadas tinham filhos mais saudaveis (31,32). Além disso, o0 baixo nivel
socioecondémico tem sido associado a pior qualidade do sono em adolescentes (33).
8. LIMITACOES

Esse estudo possui algumas limitacGes, primeiramente em relacdo a amostra devido
interrupcdo da coleta de dados em todos os centros de pesquisa por conta da pandemia do
Corona Virus e a falta de sincronicidade de coleta de dados dos outros paises da América do
Sul.

Além disso, apesar de realizarmos 0 congelamento da série branca das amostras de sangue
coletadas, 0 nosso grupo ndo teve financiamento suficiente para estudar outros marcadores
inflamatorios, como: adiponectina, IL-6, TNFa, por exemplo, por isso, eu fiquei restrita apenas
a andlise da Proteina C-Reativa para analisar o perfil inflamatorio.

9. CONCLUSAO

Existe uma associacdo negativa significativa entre o tempo de sono e o perfil inflamatério,
sendo essa associa¢do mediada pela circunferéncia da cintura em criancas.

10. ANALISE CRITICA DA REVISAO SISTEMATICA E ESTUDO SAYCARE

De acordo com as conclusdes do artigo de reviséo e dos resultados do estudo SAYCARE,
ficou evidente que a qualidade do sono das criangas esta aquém das recomendag6es da National
Sleep Foundation e, podemos ver esses impactos no desfecho do biomarcador inflamatorio

PCR, principalmente em paises de baixa e média renda.

Com esses achados, fica evidente que esse padrdo metabdlico relacionado a quantidade e
qualidade do sono pode influenciar na diminuicdo da sensibilidade a insulina e resisténcia a

insulina levando a obesidade, e a circunferéncia de cintura medeia 17% nessa associacao.
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Abstract

Introduction: Children’s sleep restriction is associated with impaired cognition, behavioral
issues, cardiovascular risk factors, and obesity, according to the National Sleep Foundation.
However, these associations depend on how the sleep time is the measure, and only a few of
questionnaire has been standardized and compared with objective measurements.

Objective: To describe and compare the time and sleep quality in Brazilian children measured
by two methods.

Methods: We will use baseline data from a 24-month cohort follow-up. This project will be
developed only in Sdo Paulo and Fortaleza (Brazil). The sample will be recruited by a
sophisticated sample selection in public and private schools in each city, for which the baseline
sample size will consist of at least 163 children per city, aged between 5 to 7 years. Sleep time
and routine will measure by the questionnaire and ActiGraph accelerometer. Wake-up time,
bedtime, siesta time, night sleep time, sleep period (through the equation: bedtime - wake-up),
and total sleep time (through the equation: sleep time + siesta night time) will measure. For data
analysis, we will use: i) descriptive analyses (mean, median, proportions, 95% confidence
intervals, and interquartile range);ii) Student's t-test for paired samples will be applied to
compare the outcomes.

Expected Results: We expect the time and sleep period reported by the questionnaires to be
higher than those measured by the accelerometers, however, without statistical significance.
Expected Conclusion: To assess whether the association between sleep time questionnaire and
accelerometry and sleep quality among children with health condition is similar or different is
needed to confirm what will be found in this study.

Keywords: children, measurement methods, sleep time, sleep quality, SAYCARE Study.
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