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RESUMO

Fenotipos cardiometabdlicos como doengas cardiovasculares, obesidade, resisténcia a insulina,
diabetes, alteragdo nos niveis lipidicos sdo responsaveis por elevada mortalidade e outras
complicacBes. A predisposicdo genética influencia diversos aspectos do metabolismo que
elevam o risco, e, consequentemente, contribui para o aumento da prevaléncia desses fenétipos,
sendo uma das areas promissoras na descoberta da etiogénese das doencgas cronicas. Portanto,
0 objetivo do estudo foi investigar potenciais associacdes genéticas - utilizando diferentes
estratégias de analise - com fendtipos cardiometabdlicos por meio da estimativa da
herdabilidade em populacéo rural e da estimativa de ocorréncia do polimorfismo do receptor
de leptina (LEPR) GIn223Arg em populacdo urbana, ambas em Minas Gerais. Para tal, foram
utilizados dois estudos transversais. O primeiro foi realizado nas areas rurais de Virgem das
Gracas, Caju e S&o Pedro do Jequitinhonha, no qual 931 individuos pertencentes a 89 pedigrees
foram fenotipados. Nesse estudo foi utilizada a estratégia de estimativa de herdabilidade (h?),
correlagdes genéticas e ambientais e sua associacdo com niveis lipidicos, indice de massa
corporal, circunferéncia abdominal e pressdo arterial. No segundo estudo foi utilizada a
avaliacdo da frequéncia do polimorfismo do LEPR GIn223Arg e potenciais associagfes com
sobrepeso, obesidade, obesidade abdominal e gordura corporal. As estimativas de h? para 0s
fendtipos avaliados variaram de 28 a 60%, e correlagbes genéticas (pg) significativas foram
encontradas para a maioria dos pares de fenotipos avaliados (considerando os modelos
ajustados): triglicérides - VLDL (pg=0,99), colesterol total - LDL (pg=0,90), pressdo arterial
diastolica - triglicérides (py=0,63), pressdo arterial diastolica - VLDL (py=0,59), além do
triglicérides-colesterol total (pg=0,58). De forma geral, as correlagcBes genéticas foram
superiores as correlagdes ambientais. Foram encontrados efeito household para HDL (¢? =
0,21; p<0,001), VLDL (c? =0,10; p=0,010) e hipertensdo (¢ = 0,14; p=0,015). Por fim, foi
encontrada pleiotropia incompleta para a maioria dos pares de fendtipos avaliados e pleiotropia
completa para triglicérides - VLDL, o que significa que esses fendtipos sdo controlados por
um Unico gene ou determinado conjunto de genes. Por outro lado, no estudo em area urbana
foram observadas elevadas frequéncias de fendtipos cardiometabdlicos, sendo 19,4% de
obesidade, 26,8% de circunferéncia abdominal e 49,1% de gordura corporal elevada, além de
34,90% com niveis pressoricos alterados. A prevaléncia dos genotipos AA, AG e GG do
polimorfismo LEPR GIn223Arg foi de 38,4%, 49,3%, 12,3%, respectivamente. Tanto nas
analises univariadas quanto nos modelos de regressdo propostos, o polimorfismo LEPR
GIn223Arg ndo foi associado com os fendtipos cardiometabdlicos avaliados. Em suma, foram
encontradas herdabilidades significativas e pleiotropia em area rural, o que pode direcionar
possiveis mecanismos genéticos no desenvolvimento de fendtipos cardiometabdlicos.
Entretanto, o polimorfismo LEPR GIn223Arg nédo se associou aos indicadores de excesso de
peso em area urbana.

Palavras-chave: Predisposicdo genética para doenca. Polimorfismo genético. Pleiotropia
genética. Endtipos cardiometabdlicos. Herdabilidade. Particionamento de
variancia. Receptor de leptina GIn223Arg. Polimorfismo Q223R.



ABSTRACT

Cardiometabolic phenotypes such as cardiovascular diseases, obesity, insulin resistance,
diabetes, high level of lipids were responsible for high mortality and its complications. Genetics
could influence metabolism in many aspects and it could contribute to the high prevalence of
these phenotypes. Therefore, the objective of this study was to research the cardiometabolic
phenotypes with different strategies of genetic analyses using the estimate of heritability in a
rural area, in Vale do Jequitinhonha and to associate the leptin receptor polymorphism (LEPR)
GIn223Arg in an urban area, in Minas Gerais. Both studies were cross-sectional. The first study
was conducted in the rural area of Virgem das Gracas, Caju and S&o Pedro do Jequitinhonha,
in which 931 individuals of 89 pedigrees were phenotyped. In the first study, the strategy of
estimating heritability (h?), pleiotropy and its association with lipid levels, body mass index,
waist circumference and blood pressure was evaluated. In the second study, the frequency of
the LEPR GIn223Arg and the potentials associations with overweight, obesity, abdominal
obesity and higher body fat was evaluated. The h? estimates for the phenotypes evaluated
ranged 28 to 60% and significant genetic correlations (pg) were found for most pairs of
phenotypes evaluated mainly among triglycerides - VLDL (pg = 0.99), total cholesterol - LDL
(pg = 0.90), diastolic blood pressure - triglycerides (pg = 0.63) and diastolic blood pressure -
VLDL (pg = 0.59), total cholesterol - triglycerides (pg = 0.58). In general, genetic correlations
were higher than the environmental correlations. Household effects have been found for HDL
(c2=0.21, P <0.001) and VLDL (c?=0.10, P = 0.010) and hypertension (c? = 0.14, P = 0.015).
Finally, to complete pleiotropy found between VLDL - triglycerides, it means that these
phenotypes are controlled by a single gene or by a set of genes. Moreover, in the urban area,
high levels of cardiometabolic phenotypes were observed: 19.4% of obesity, 26.8% of
abdominal obesity, 49.1% of high body fat and 34.9% of high blood pressure. The prevalence
of AA, AG and GG polymorphism LEPR GIn223Arg genotypes were 38.4%, 49.3 %, 12.3%,
respectively. The LEPR GIn223Arg polymorphism was not associated with cardiometabolic
phenotypes evaluated in the univariate analyses nor in the multivariate regression models. The
significant heritabilities and pleiotropy were found in the rural area, which can direct potential
genetic mechanisms of cardiometabolic phenotypes. However, LEPR GIn223Arg
polymorphism was not associated with indicators of overweight in the urban area.

Key-words: Genetic predisposition to disease. Polymorphism genetic. Genetic pleiotropy.
Cardiometabolic Phenotypes. Heritability. VVariance partitioning. Leptin receptor
GIn223Arg, Q223R polymorphism.
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1 INTRODUCAO

Fenotipos cardiometabdlicos como resisténcia a insulina, diabetes mellitus (DM) tipo 2
e obesidade sdo os maiores determinantes das doencgas cardiovasculares (DCV), responsaveis
por elevada mortalidade e outras complicagfes (BO et al., 2012; CAMERON et al., 2013).

Ainda, fatores ambientais tais como o sedentarismo e dieta com alto teor calérico
também contribuem para o diabetes (BHOPAL, 2013; HE et al., 2012). Estudos tém indicado
que as alteracbes no metabolismo da glicose podem refletir a inflamac&o crénica associada a
expressdo do tecido adiposo (BASTARD et al.,, 2006). Em geral, uma maior atividade
metabdlica e a expansdo do tecido adiposo aumentam a producéo de acidos graxos livres e 0s
fatores inflamatérios (GREENBERG; OBIN, 2006). Assim, 0 excesso de peso leva a perda do
controle homeostéatico ou deterioracdo do estado metabolico, tal como resisténcia a insulina,
hipertenséo, inflamac&o crénica e estado pré-trombotico, os quais contribuem para a aceleracéo
do desenvolvimento de aterosclerose (SCHMIDT et al., 1996).

Em geral esses fatores podem agir juntos como importantes determinantes genéticos ou
podem ser dependentes dos diferentes fatores ambientais. Além disso, estudos tém identificado
influéncia genética nos fendtipos associados com desordens metabdlicas que incluem multiplas
medidas de adiposidade (RICE et al., 1999), hiperinsulinemia e resisténcia a insulina (MAYER
et al., 1996). Esses resultados sdo consistentes com os estudos de populagédo de gémeos e
pedigrees com elevado nimero de membros, mostrando moderada e alta herdabilidade de varios
tracos associados a antropometria, niveis de glicemia e lipideos séricos (RAO et al., 2012,
SOUREN et al., 2007, SUNG et al., 2009; VALLE et al. 2011).

A avalicdo da herdabilidade dos fendtipos antropométricos, clinicos e bioquimicos pode
providenciar a base para anélises e mais evidéncias para a deteccao da ligacdo dos mecanismos
metabdlicos no desenvolvimento de doencas cronicas. Contudo, muitos aspectos da
contribuicdo genética dessas doencas permanecem inconclusivos, particularmente em
populagdes miscigenadas, tais como a do Brasil (PARRA et al., 2003; PIMENTA et al., 2006).
Permanecem também pouco conhecidos a magnitude dos efeitos pleiotrépicos e quais e como
0s genes estdo envolvidos nas doencas (PIMENTA et al., 2006).

A estimativa da herdabilidade e as correlagBes genéticas tém sido pouco investigadas
nas populagbes brasileiras, particularmente em &reas rurais onde as populagdes s&o
razoavelmente homogéneas e a variagdo ambiental pode ser reduzida, sendo considerada
relativamente uniforme (HEUTINK; OOSTRA, 2002).
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Adicionalmente, o Brasil é um pais onde o répido e intenso fenémeno de transicao
nutricional em areas rurais, nas quais coexistem condi¢des tais como desnutri¢do, obesidade e
elevada prevaléncia de sindrome metabdlica (ABALLAY et al., 2013; VELASQUEZ-
MELENDEZ et al., 2007a), as quais providenciam um conjunto atrativo de tragcos quantitavos
para estimativas de herdabilidade, além da investigacdo das correlagcdes genética e ambiental.

Por outro lado, a leptina € um horménio especifico expresso pelo gene que regula o
balanco energético e acdes bioldgicas diversas agindo através de diferentes sistemas
neuroendocrinos (TRAYHURN, et al., 1999). Existem vérias evidéncias da associacdo entre
variantes do gene que codifica o receptor da leptina e sua influéncia no metabolismo do
hormdnio, afetando tanto a funcdo biolégica quanto os niveis séricos desse hormoénio
(ROSMOND et al., 2000; WAUTERS et al., 2001a; MATTEVI et al., 2002).

Nesse sentido, especificamente o polimorfismo do receptor de leptina (LEPR
GIn223Arg) tem sido mencionado como um dos fatores de predisposi¢do genética para o
sobrepeso e outros eventos cardiometabdlicos (WAUTERS et al., 2001a; WAUTERS et al.,
2001b; CHAGNON et al., 1999; CHAGNON et al., 2000; QUINTON et al., 2001;
YIANNAKOURIS et al., 2001a). Uma vez que o LEPR GIn223Arg tem importancia funcional
na obesidade, 0 mesmo pode gerar outras complica¢Ges, como a resisténcia a insulina e a0 DM
tipo 2 (TRAYHURN, et al., 2006).

Estudos com o receptor de leptina sdo importantes para elucidar o impacto das variantes
genéticas no metabolismo, uma vez que diversos trabalhos tém encontrado associagdes com
variados fenotipos da obesidade, diabetes e peso corporal (SALOPURO et al., 2005). Para
nosso conhecimento, ndo existem dados que avaliem a prevaléncia do LEPR GIn223Arg em
estudo de base populacional.

Contudo, o principal objetivo do estudo foi estimar a herdabilidade, correlagdes
genéticas e ambientais de fendtipos associados a indicadores de excesso de peso e niveis
lipidicos em &rea rural e a estimativa de ocorréncia do polimorfismo do LEPR GIn223Arg e
potenciais associa¢des com indicadores de excesso de peso em populacdo urbana de Montes
Claros.
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1.1 Epidemiologia dos Fendétipos Cardiometabdlicos

Fenotipos cardiometabolicos tém causas multifatoriais e sofrem agdo de uma complexa
rede de causas e fatores de risco relacionados (LANDER; SCHORK, 1994; LANDER;
KRUGLYAK, 1995; WRIGHT et al., 1999; LOOS; BOUCHARD, 2003). Mesmo levando em
consideracdo a influéncia de diversos fatores ambientais, a genética muitas vezes é a
responsavel pela variabilidade fenotipica encontrada nas popula¢des (SPEICHER et al., 2010).

Assim, nas ultimas décadas, o conceito de fatores cardiometabdlicos foi evoluindo em
torno de um conjunto de condi¢des que favorecem o desenvolvimento de fendtipos
intermediérios, como resisténcia a insulina, alteragdo dos lipideos séricos, circunferéncia
abdominal elevada ou inflamacgéo cronica que, consequentemente, acarretam doencas cronicas,
como hipertensdo, DM tipo 2, DCV e obesidade (BLACKETT; SANGHERA, 2013), sendo
considerados os maiores determinantes das DCV e suas complicacdes (CAMERON et al.,
2013).

Portanto, o termo fenotipos cardiometabdlicos refere-se a todo fator de risco para
doencas cronicas ou a propria doenca, justificado pela complexidade do envolvimento nas rotas
metabolicas. Por exemplo, as DCV estdo relacionadas aos fen6tipos complexos de etiologia
multifatorial, como obesidade, pressdo arterial ndo controlada, aumento da circunferéncia
abdominal, e nas fragdes de LDL e triglicerideos, diminui¢do do HDL (PERUSSE et al., 1989;
EDWARDS et al., 1999; HOKANSON et al., 2003; JOHN; AMIR, 2003; KRAUSS, 2004;
FEITOSA et al., 2005; MARCOPITO et al., 2005), presencga da sindrome metabdlica (LAWS
et al., 1989; SCHUMACHER et al., 1992; TANG et al., 2006), do diabetes (MALHOTRA,;
WOLFORD, 2005), ou, ainda, presenca de polimorfismos genéticos (SHAH, 2007).

Apesar dos avangos nos estudos epidemiologicos sobre os fatores de risco
cardiometabdlicos, muitas variaveis que contribuem para o seu desenvolvimento permanecem
ndo compreendidas, tendo os estudos genéticos um grande potencial para futuras pesquisas
(HOKANSON et al., 2003; FEITOSA et al., 2005; SHAH, 2007).

Reforcando a potencial contribuicdo da genética nas doencas crénicas, estudos afirmam
que a histéria familiar para DCV é um fator de risco relevante (DAVIGNON; GENEST, 1998;
GENEST, 2003), esclarecendo que os fenotipos cardiometabdlicos possuem componentes
hereditarios (RUST et al., 1999; BODZIOCH et al., 1999).
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Portanto, a genética pode contribuir substancialmente para o desenvolvimento dos
fendtipos cardiometabdlicos (WARDLE et al., 2008), sugerindo que o efeito dos genes depende
também da exposi¢do ambiental o que implica interacdes geneambientais (ROKHOLM et al.,
2011).

Os estudos genéticos sobre obesidade, por exemplo, mostram elevada herdabilidade do
indice de massa corporal (IMC), mesmo que a contribuicdo ambiental das sociedades
industrializadas atuais aumente a suscetibilidade a obesidade (WARDLE et al., 2008). Nesse
caso, as contribuicdes genéticas sdo evidentes, mesmo considerando a influéncia do ambiente
obesogénico.

Assim, por conta da relevancia das doencas cronicas de elevada prevaléncia (descritas
a seguir) e a potencial contribuicdo genética para o seu desenvolvimento, sdo importantes
estudos que investiguem diferentes estratégias de analise para melhor compreender as relaces
genéticas ainda nao totalmente entendidas.

Quanto a epidemiologia das doengas cronicas e fatores de risco de maior relevancia, as
doencas cardiovasculares (DCV) lideram a causa de morte global, representando 30% da carga
global de doencas e sendo responsaveis por 17,3 milhdes de mortes. Por outro lado, 0 DM tipo
2 afeta 347 milhGes de pessoas, e 80% de suas mortes ocorrem em paises subdesenvolvidos ou
em vias de desenvolvimento, ocupando o sétimo lugar por causas gerais de mortalidade (WHO,
2013a). O sobrepeso e a obesidade, por sua vez, sdo fendtipos de risco intermediario para varias
doencas cronicas ndo transmissiveis (DCNT), considerados os maiores fatores de risco para o
DM além das DCV, influenciando também no risco global de mortes (WHO, 2013a; WHO,
2013b, LIM et al., 2012).

A obesidade praticamente dobrou desde os anos 80, sendo que aproximadamente 500
milhdes de adultos estdo obesos e 65% da popula¢do do mundo vive em paises onde o sobrepeso
e a obesidade sdo maiores que o baixo peso (WHO, 2013b).

No Brasil, 12,5% dos homens e 16,9% das mulheres estdo obesos de acordo com 0s
ultimos dados da Pesquisa de Orcamentos Familiares (IBGE, 2010a). Segundo dados mais
atuais do estudo de Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doencas Cronicas por
Inquérito Telefénico — VIGITEL - realizado em 2012, 17,4% estdo obesos, sendo 16,5%
homens e 18,2% mulheres (BRASIL, 2012), estando mais da metade (51%) com sobrepeso, 0
que reforca a necessidade de estudos que avaliem a contribui¢do genética e ambiental desses
fatores.
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De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (2006), no relatério de Prevencéo de
Doencas por meio do Ambiente Saudavel, os aspectos ambientais sdo responsaveis por 23% da
carga global de doencas, o que pode contribuir para a elevada prevaléncia de DCNT ou
fendtipos cardiometabdlicos intermediarios (WHO, 2006a).

Dentre os principais fatores de risco para DCNT destacam-se o tabagismo, 0 consumo
excessivo de bebidas alcodlicas, dietas inadequadas e o sedentarismo como parte dos fatores
ambientais que modulam o risco de desenvolvimento de fen6tipos cardiometabdlicos (WHO,
2006a).

Essas divergéncias sobre o nivel de contribuicdo da genética e do ambiente podem ser
discutidas a luz das interagGes geneambientais, ou seja, compreender que a genética sofre acéo
da exposicdo ambiental. Por exemplo, alguns estudos mostram baixa herdabilidade para
obesidade em individuos fisicamente mais ativos (HEITMANN et al., 1997, KARNEHED et
al., 2006).

Ainda no que diz respeito a relacéo entre fatores genéticos e ambientais, essa pode tanto
diminuir o efeito observavel das estimativas genéticas como evidencia-lo, permitindo a
observacao do fendtipo de risco (WARDLE et al., 2008, ROKHOLM et al., 2011).

Para melhor compreender os diferentes niveis de influéncia genética versus ambiente,
podem-se considerar trés niveis diferentes de suscetibilidade genética para obesidade
(determinado pela genética, com moderada/leve predisposicdo genética e resistentes
geneticamente). Assim, individuos com forte predisposicdo genética a obesidade em um
ambiente que ndo seja obesogénico provavelmente seriam pessoas com excesso de peso, mas
se tornam obesos severos em um ambiente obesogénico. No outro extremo, individuos
geneticamente resistentes a obesidade permanecem com peso normal ou quase normal em
varios niveis de exposicao a ambientes obesogénicos (LOOS; BOUCHARD, 2003).

Tomados juntos, diante da elevada prevaléncia das DCNT e indicios de contribuigdo
genética consideravel nos fendtipos cardiometabdlicos, hd& um grande potencial nas

investigacdes utilizando-se diferentes estratégias de analise genética.
1.2 Estratégias de Anélise Genética: Herdabilidade e Andlise de Polimorfismos Genéticos
O objetivo principal da analise genética é compreender as rela¢des causais que ligam a

variacdo observada em fenotipos pela variacdo genética subjacente na populacdo (SPEICHER
et al., 2010).



Analise Genética de Fenotipos Cardiometabdlicos 21

Os fatores genéticos muitas vezes podem contribuir para o desenvolvimento de doencas
cronicas, entretanto, até recentemente, a identificacdo de variantes genéticas que contribuem
substancialmente para as doencas complexas tem sido relativamente pouco expressiva
(HARDY; SINGLETON, 2009), sendo um potencial campo para futuras investigacdes, apesar
do grande nimero de artigos publicados sobre genética e DCNT atualmente.

A melhor compreensdo dos processos moleculares devido ao desenvolvimento de
tecnologias permitiu analise mais detalhada do DNA (Deoxyribonucleic acid), que permitiu a
melhoria dos procedimentos nas investigacOes cientificas e ampliou as estratégias de analise
genética (SPEICHER et al., 2010).

Os estudos de familias tém varias caracteristicas favoraveis para a descoberta de genes,
nos quais pedigree com grande niamero de membros ou de nucleos familiares sdo capazes de
representar um conjunto mais homogéneo e limitado de genes “causadores de doengas”,
aumentando o poder estatistico para as investigacdes e permitindo a descoberta de novos loci e
seus respectivos mecanismos (BORECKI; PROVINCE, 2008).

Por outro lado, a avaliacdo de polimorfismos de Unico nucleotideo (Single Nucleoteide
Polymorphism — SNP) é uma ferramenta util, amplamente utilizada, relativamente prética e de
custo moderado, comparada a outros métodos. Ela permite observar variagdes nas sequéncias
do DNA que afetam o metabolismo e o desenvolvimento dos fen6tipos de risco.

Os SNP ainda s&o Uteis como marcadores genéticos em estudos de associacdo ampla de
genoma, 0os Genome wide association studies (GWAS), por causa da sua quantidade de SNP
avaliada e da heranca estavel ao longo de geracdes (NACHMAN, 2001).

Portanto, pela possibilidade de utilizacdo de diferentes estratégias de analise genética,
nos proximos topicos serdo apresentados os principais trabalhos encontrados na literatura
pertinentes ao foco do presente estudo.

1.2.1 Fatores Cardiometabdlicos em Estudos de Herdabilidade

A herdabilidade é a proporgdo da variagdo fenotipica devida a variagdo genética
(SPEICHER et al., 2010), isto é, mede o nivel da correspondéncia entre o fendtipo e a genética
(ALMASY; BLANGERO, 1998). A func¢do da herdabilidade no estudo genético refere-se ao
seu papel preditivo, expressando a confianga do valor fenotipico como um guia para justificar
investigacdes genéticas mais avancadas, como, por exemplo, os estudos GWAS (THOMPSON,
2013).
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Esse tipo de andlise genética se baseia no fato de que as geracdes subsequentes sdo
influenciadas pelo valor genético herdavel, assim, com o fen6tipo e as informagdes das relacdes
familiares (pedigree), pode ser mensurada a herdabilidade (SPEICHER et al., 2010). A partir
desses dados, heredogramas podem ser elaborados para melhor visualizagdo dos tragos e do
comportamento da segregacdo fenotipica entre geragdes, conforme exemplo apresentado pela
Figura 1.

A herdabilidade, portanto, é calculada baseada na teoria da genética quantitativa, que
define a herdabilidade como a proporcdo da variancia total fenotipica resultante de efeitos
genéticos aditivos calculada por meio da formula h? = 6%/, sendo a oy, variancia genética e
o’r, a variancia do fen6tipo, sendo o principal objetivo da analise genética o entendimento das
relacdes observadas no fenétipo de acordo com a varia¢do genética da populacdo (SPEICHER
et al., 2010).

Apos o calculo da herdabilidade, o particionamento da variancia € um dos maiores
objetivos dos estudos nesse contexto para a observagdo da contribuicdo genética e ambiental
nos tragos avaliados.

Assim, as correlagbes genética (pg) e ambiental (pa) representam o efeito aditivo
poligénico de genes compartilhados (pleiotropia) e, desse valor, fatores ambientais (nédo
genéticos) na variancia fenotipica de cada traco. A estimativa da correlagdo fenotipica (total)
entre dois tracos é obtida através da formula pr= v (h? h%) pg + \ (1- h?1) V (1- h%)pa, onde h%
and h?; sdo as herdabilidades de traco um e do traco dois, respectivamente (SPEICHER et al.,
2010).

Adicionalmente, correlagdes significativas entre pares de fendtipos séo indicativos de
efeitos pleiotropicos, ou seja, quando um dnico gene ou conjunto de genes controla diversas
caracteristicas do fenoétipo (ALMASY et al., 1997). Contudo, apesar de diversas doencas
cronicas e tracos complexos serem observados no mesmo cluster familiar (HARDY;
SINGLETON, 2009), até o presente momento nao sdo completamente entendidos (MANOLIO
et al., 2009). A herdabilidade e a pleiotropia, portanto, podem auxiliar no entendimento da
complexa interacdo dos fatores genéticos e ambientais na etiogénese das mesmas.

Inicialmente, a maioria dos estudos foi realizada em gémeos e demonstrou a
interferéncia da carga genética nas condigdes metabolicas de propensdo aos fatores de risco
cardiometabdlicos (GARVEY et al., 2003; GENEST, 2003), demonstrando que a populagéo de
alta similaridade genética, possivelmente, possui um potencial de risco mais elevado que as
populacdes mais miscigenadas. Posteriormente, muitos estudos foram realizados, ampliando os

desenhos de estudo e tipo de parentesco avaliado.
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Figura 1 - Exemplo de heredograma em Virgem das Gracas do estudo da area rural,
Vale do Jequitinhonha, Minas Gerais

E Homem falecido

P
N2 R @ Mulher falecida
N1B9 N1p0
IH Homem afetado
L J) 0 Mulher afetada
@ Mulher nio fenotipada
P1 P1 P1 P1 P1 P1
F12 F12 F12 F12 F12 F12
N141 N142 N143 N144 N145 N146

Fonte: Elaborado para fins deste estudo.

Nota: Familia nimero 12. P: Populacdo; F: Familia; N: Ndmero do individuo.

O heredograma apresenta individuos afetados ou ndo afetados para o fendtipo colesterol total elevado
(< 200mg/dL néo afetado e >200mg/dL afetado).

Nesse sentido, apesar da grande quantidade de estudos genéticos sobre doengas crénicas
(ELKS et al.,, 2012; BLACKETT; SANGHERA, 2013; HEBEBRAND et al., 2013), os
desenhos dos estudos e, consequentemente, a forma de coleta de dados sdo diversos. Por
exemplo, existem estudos genéticos que comparam os fendtipos entre irmaos gémeos, irmaos
consanguineos, adotivos, ou ainda avaliam outros niveis de parentesco, como, por exemplo, a
relacdo pai-filho, o que pode modificar o efeito encontrado para a herdabilidade, como
superestima-la, no caso dos estudos com gémeos (RISCH; TENG, 1998, TANG et al., 2006).

Portanto, por um lado, nem sempre o estudo que estima a herdabilidade o faz em estudos
de familia, por comparar somente alguns membros relacionados, ou entdo o faz somente em
nivel da relacdo pais-filhos, sendo considerados pedigrees pequenos (ZABANEH et al., 2009).

Além do contexto do tipo de relagdo parental nos estudos, a maioria faz a coleta dos
dados de familia a partir de um probando, ou seja, o individuo com o fen6tipo de interesse é
identificado e avaliado, e entdo sua familia é chamada para participar e os dados dos parentes
sdo entdo coletados. Para compor o grupo comparativo, familias de individuos que ndo possuem
o fendtipo de interesse sdo selecionadas a fim de compor o grupo controle, resultando em
estudos caso-controle baseados em probandos.

Por outro lado, existe o tipo de estudo baseado em familias completas na populacéo
geral, nas quais ha maior potencial de verificacdo do valor “verdadeiro” dos dados genéticos,

uma vez que as familias estdo representadas da forma ubiqua.
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Adicionalmente, o estudo de pedigrees com grande nimero de membros tem maiores
possibilidades de identificacdo de variantes raras que tendem a ser mais bem captadas
(IONITA-LAZA; OTTMAN, 2011).

Adicionalmente, por causa da elevada prevaléncia das DCV e fatores cardiometabdlicos
relacionados, bem como a associagdo com os fatores de risco ambientais, como uso do tabaco,
ingestdo excessiva de alcool, dieta ndo saudavel e sedentarismo (HUNTER; REDDY, 2013),
estudos tém sido conduzidos para avaliar o nivel de herdabilidade e a diferenca, muitas vezes,
se da pela diversidade do impacto de cada um desses fatores e pela especificidade de cada
populacdo (PILIA et al., 2006, OLIVEIRA et al., 2008).

Como existem evidéncias para o aumento dos fatores de risco cardiometabdlicos,
incluindo dislipidemias e fendtipos relacionados a obesidade, justificam-se os esforgos para o
conhecimento desses tracos (HASSELBALCH et al., 2010, ODEGAARD et al., 2012).

Estudo que avaliou a herdabilidade dos fatores de risco para DCV nas fragGes lipidicas,
pressdo arterial e IMC em brasileiros demonstrou que a herdabilidade para DCV é elevada e
semelhante a outras populagdes do mundo (OLIVEIRA et al., 2008).

Entretanto, do nosso conhecimento, ndo foram encontrados estudos nacionais na area
proposta pelo presente estudo que possuam caracteristicas importantes, como isolamento
geografico e alto nivel de parentesco.

Contudo, para melhor visualiza¢do da variacdo da estimativa da herdabilidade, os dados
do Quadro 1 (niveis lipidicos) e do quadro 2 (antropometria e niveis pressoricos) sumarizam a
variacdo dos fenotipos investigados dos principais estudos encontrados na literatura.

A maioria dos estudos que investigaram fendtipos cardiometabdlicos, como obesidade,
pressao arterial, frequéncia cardiaca elevadas e niveis de lipideos séricos alterados constataram
niveis diversificados na estimativa de herdabilidade (MITCHELL et al 1996; HSU et al., 2005;
PILIA et al., 2006; NORTH et al 2006; BOSY-WESTPHAL et al 2007; BASTARRACHEA
et al 2007;VELASQUEZ-MELENDEZ et al., 2007b).

A contribuicdo dos estudos genéticos pode ser observada do ponto de vista da estimativa
da herdabilidade, conforme supracitado, como também analisada juntamente com fatores de
risco ambientais (PILIA et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2008), existindo grande potencial para
identificar possiveis genes interferentes no desenvolvimento de DCV (PILIA et al., 2006). Por
outro lado, também pode ser investigado em relacdo a presenca de variantes genéticas
(MATTEVI et al., 2002, SHAH, 2007), reforcando a necessidade de diferentes estratégias de

analise para maior compreensdo dos fatores cardiometabdlicos.
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Nesse interim, é importante investigar a proporcéo da suscetibilidade as doencas quanto
aos fatores genéticos e o entendimento de sua variagdo, que poderdo melhor contribuir para
prevencdo, diagndstico e tratamento de doencas (MANOLIO et al., 2009).

Além da aplicabilidade dos estudos genéticos discutida anteriormente, as areas rurais
avaliadas pelo presente estudo possuem elevada prevaléncia de doengas crbnicas, como
obesidade, hipertensdo e sindrome metabdlica (VELASQUEZ-MELENDEZ et al., 2007a;
PIMENTA et al.,, 2008; MENDES et al., 2009). Além disso, essa populagdo possui
caracteristicas especificas, como dificuldade de acesso, sendo mais isoladas geograficamente e
compostas por grande nimero de familias com alto grau de parentesco entre si, tornando
interessante a investigacao do nivel de contribui¢do genética dos fatores cardiometabdlicos que
podem explicar, pelo menos em parte, a elevada prevaléncia de doengas cronicas encontradas

nessa populacéo.



Quadro 1 - Resumo dos principais estudos de familia que continham a estimativa de herdabildiade de fen6tipos cardiometabdlicos

relacionados ao nivel lipidico
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Colesterol

Northern Manhattan Family Study

AUTOR (ANO) POPULACAO total HDL LDL TGL

375 individuos/ 21 familias mexicanas GEMM Study

BASTARRACHEA etal. (2007) Genética de las Enfermedades Metabdlicas en México 0,39 i i 0,23

PILIA et al. (2005) 6148 italianos, Sardenha 0,42 0,48 0,42 0,32
950 participantes/ 35 familias,

NORTH et al. (2006) The Strong Heart Family Study 0,39 0,50 0,39 0,40
1236 participantes

MITCHELL et al. (1996) The San Antonio Family Heart Study 0,39 0,46 0,40 0,40
1666 individuos/ 81 familias brasileiras

OLIVEIRA et al. (2008) Estudos de familias de Baependi-MG i 0,32 i 0.28
492 individuos/ 90 famiilias alemas

BOSY-WESTPHAL et al. (2007) Kiel Obesity Prevention Study - 0,39 - 0,31
537 participantes/ 89 pedigrees

FREEMAN etal. (2002) Community-based study of healthy families i 0,44 0,33 0.19

ZABANEH et al (2009) 1534 individuos/ 180 familias Familias indianas que 0,53 0,40
viviam na Inglaterra

CHIEN et al. (2007) 35$ participantes/ 1356 mgmbros no pedigree 0,32 0,29 0,40 0,26
Chin-Shan community family study
190 participantes/ 445 familias norte-americanas

TANG et al. (2006) National Heart, Lung, and Blood Institute (NHLBI) - 0,63 - 0,48
Family Heart Study

McQUEEN et al. (2005) 1617 participantes/ Framingham Heart Study - 0,62 - 0,56

VATTIKUTI et al. (2012) giljdlypartlmpantes Atherosclerosis Risk in Communities 0,48 0,47

LIN et al. (2005) 803 participantes/ 89 familias hispano-caribenhas 0,60 0,47

Fonte: Elaborado para fins deste estudo.

Nota: HDL-Lipoproteina de densidade muito alta; LDL-Lipoproteina de densidade baixa; TGL: Triglicerideos. Foram consideradas as herdabilidades dos modelos ndo ajustados

quando estavam disponiveis.
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Quadro 2- Resumo dos principais estudos de familia que continham a estimativa de herdabildiade de fenétipos cardiometabdlicos
relacionados aos fatores antropométricos e niveis pressoricos

AUTOR (ANO) POPULACAO CA PAS PAD HAS IMC

ADEYEMO et al. (2002) 1825 participantes em 528 pedigrees - 0,31 0,25 - -
375 participantes / 21 familias mexicanas GEMM Study

BASTARRACHEA etal. (2007) Genética de las Enfermedades Metabdlicas en México 0,33 0,46 0,29 i 0,36

BIINO et al. (2013) 9845 familias italianas (> 18 anos) - 0,36 0,27 - -

BOCHUD et al. (2005) 314 participantes/ 76 pedigrees - 0,37 0,24 - -

BOSY-WESTPHAL et al. (2007) 492 individuos / 90 familias alemas 0,54 0,18 0,27 - -

CHIEN et al. (2007) 358 participantes / 1356 membros no pedigree 0,17 0,32 0,23 - 0,21

OLIVEIRA et al. (2008) 1666 participantes/ 81 familias brasileiras 0,40 0,25 0,26 0,32 0,51

FREEMAN et al. (2002) 537 participantes / 89 pedigrees - 0,19 - - 0,37

LIN et al. (2005) 803 participantes/ 89 familias hispano-caribenhas 0,46 0,16 0,21 0,30 -
1617 participantes

McQUEEN et al. (2005) Framingham Heart Study - 0,48 - - 0,51

NORTH et al. (2006) 950 participantes, 32 pedigrees i 023 | 034 i 0,44
The Strong Heart Family Study

TANG et al. (2006) 190 participantes, 445 familias 0,42 0,34 0,33 - 0,46

VATTIKUTI etal. (2012) 8451 participantes, i 0,30 i i 0,34
Framingham Heart Study

ZABANEH et al. (2009) 1534 individuos/ 180 familias Familias indianas que i 0,29 i i 0,31
viviam na Inglaterra

Fonte: Elaborado para fins deste estudo. )
Nota: CA: Circunferéncia abdominal; PAS: Pressdo arterial sistlica; PAD: Pressdo arterial diastolica; HAS: Hipertensédo (sim/ndo). IMC: Indice de Massa Corporal. Foram
consideradas as herdabilidades dos modelos ndo ajustados quando estavam disponiveis.
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1.2.2 Fatores Cardiometabolicos, Leptina e Polimorfismo do Receptor de Leptina GIn223Arg

Se, por um lado, a estimativa da herdabilidade ¢ um primeiro passo para o
direcionamento de estudos genéticos; por outro, a identificacdo de variantes genéticas, tais
como as analises de polimorfismos, pode permitir ou aprofundar os conhecimentos sobre
potenciais associa¢es com fenotipos cardiometabolicos em contextos ambientais e estilos de
vida diferenciados.

Polimorfismo genético, por sua vez, é a variagdo genotipica com frequéncia maior ou
igual a 1% na populacdo. Polimorfismos de um dnico nucleotideo, como o polimorfismo do
LEPR GIn223Arg, sdo substituicbes nas quais ha troca de uma base na sequéncia do DNA,
acarretando modificagdes na estrutura da proteina expressa pelo gene polimdrfico,
influenciando no seu potencial enzimatico, de ligacdo, ou qualquer outro nivel de alteracdo
metabdlica (SPEICHER et al., 2010).

A leptina € um horménio (adipocina) secretado primariamente pelo tecido adiposo, mas
expressa também em menor propor¢do por uma variedade de tecidos, como placenta, ovarios,
epitélio mamario e medula 6ssea (MARGETIC et al., 2002), tendo o hipotalamo e as células
alfa e beta do pancreas como tecidos-alvo.

Essa adipocina circula em pequenas quantidades em sua forma livre e em maior
quantidade ligada a pequenas proteinas especificas que tém uma importante fungdo no
transporte da leptina pela barreira hematoencefalica (HILEMAN et al., 2002).

O mecanismo de sinalizacdo da leptina é considerado um dos mais importantes na
regulacdo da homeostase de energia no metabolismo humano (TRITOS; MANTZOROS,
1997), relacionando, portanto, os polimorfismos do gene da leptina com a regulacdo do peso
corporal, obesidade, distribuicdo da massa gorda, nivel de leptina sérica, homeostase da glicose,
diabetes, entre outros (CHAGNON et al., 1999; CHAGNON et al., 2000, ROSMOND et al.,
2000; QUINTON et al., 2001; WAUTERS et al., 2001a; YIANNAKOURIS et al., 2001,
MATTEVI et al., 2002; LAKKA et al., 2004).

O gene do receptor de leptina é expresso no cromossomo 1p31, sendo o polimorfismo
do LEPR GIn223Arg uma substituicdo de adenina por uma guanina em nivel do DNA, no qual
gera uma modificacdo de glutamina para uma arginina na estrutura proteica, conforme

visualizado na Figura 2.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Fen%C3%B3tipo
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Essa substituicdo de glutamina para arginina acarreta modificagdes tridimensionais na
proteina, pois se localiza na regido de codificagdo do dominio extracelular do receptor de leptina
(QUINTON et al., 2001). Portanto, o polimorfismo tem potencial para modificar a sua atividade
bioldgica (ZHANG et al., 1997).

De forma simplificada, em situa¢Ges normais, a leptina € secretada, chega aos receptores
em nivel hipotalamico, liga-se a eles e ativa as vias de sinaliza¢do, o que resultard em menor
ingestdo alimentar, maior saciedade (HILEMAN et al., 2002), ativa¢do do crescimento celular,
da imunidade e da sensibilidade a insulina, aumentando também o gasto energético total
(BATES; MYERS, 2003).

Figura 2 — Representacao do gene do receptor da leptina e polimorfismo GIn223Arg
mostrando a troca de bases e de aminoacidos nas respectivas posi¢des

[ 656152352 e [&72L076E
RPZ29P7 LEFROT FDE4E SGEIFL A
LOCE45149% - - LOC1i00422694 RP11-397C12.1 HIRZ117
AK4 L EFR se—
ONAICE
mRNA Protein
Function
Accession Paosition Allele change Position Residue change
missense HNM 001198687 1 B18 AG = LG 23 Q [GIn] = R [Arg] B
missgense M 01003679 3 B53 AL = UG Pt Q [GIn] = R [Arg]

Fonte: A) Disponivel em <http://www.nchi.nlm.nih.gov/gene/3953>;

B) Disponivel em: <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.rs=1137101 >.

Nota: A) O gene do receptor da leptina LEPR esta representado em vermelho. As outras letras correspondem aos
outros genes no cromossomo 1. B) Polimorfismo LEPR GIn223Arg que mostra em vermelho a direita a
substituicdo das bases de A para G como também a substituicdo final dos aminoécidos glutamina por
arginina.

Nos individuos portadores das variantes do polimorfismo LEPR GIn223Arg, a ligacéo
da leptina pode ser afetada diminuindo o potencial de agéo celular de forma que a expresséo de
genes orexigenos € ativada, aumentando a ingestdo alimentar e, consequentemente, a
lipogénese, contribuindo para o aumento da resisténcia a insulina, obesidade, hipertrofia
ventricular e outros fendtipos cardiometabdlicos, como pode ser observado na Figura 3
(AHIMA et al., 1996; SADER et al., 2003; LAKKA et al., 2004; SALOPURO et al., 2005;
DUARTE et al., 2007; MANTZOROS et al., 2011; JACKSON et al., 2012; BECER et al.,
2013).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3953
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Portanto, as variantes do gene que codifica o receptor da leptina podem interferir no
metabolismo do horménio, afetando em determinado grau a fungéo bioldgica e os niveis séricos
de leptina (ROSMOND et al., 2000; WAUTERS et al., 2001a; MATTEVI et al., 2002). Nesse
sentido, especificamente o polimorfismo do gene LEPR GIn223Arg tem sido apontado como
um dos fatores de predisposi¢do genética ao excesso de peso e outros eventos cardiometabdlicos
(CHAGNON et al., 1999; CHAGNON et al., 2000; QUINTON et al., 2001; WAUTERS et al.,
2001a; YIANNAKOURIS et al., 2001).

Conforme discutido na primeira secdo, a obesidade é um fendtipo multifatorial,
constituindo-se um problema de saude publica mundial e causa principal de muitas doengas
crbnicas no mundo, além de ser um evento crescente (WAGENKNECHT et al., 2003;
GIGANTE et al., 2011; WHO, 2013a).

Quanto a Montes Claros, em 2008 a populagdo adulta da regido urbana apresentava
elevada prevaléncia de sobrepeso e obesidade, de 32,6% e 18,2%, respectivamente, sendo
associada a pior qualidade de vida (CAMPQOS; NETO, 2009).

Para melhor exemplificar os possiveis fatores intervenientes entre genotipo e fatores
cardiometabdlicos e como podem ser complexas essas relagbes (Figura 4), a variagdo genética
influencia a preferéncia alimentar, apetite e saciedade, impactando na composic¢do da dieta.
Uma vez consumida, algum componente em particular é absorvido e metabolizado para os
tecidos, gerando impacto na regulacdo génica. Posteriormente, a influéncia das concentragoes
teciduais dos componentes da dieta € novamente impactada pelo genétipo como, por exemplo,
influenciando a variabilidade de mecanismos de sinalizacdo. Além desses possiveis fatores, ha
uma complexidade adicional no fato de que a influéncia do gen6tipo na homeostase metabdlica
e bioatividade dos componentes dietéticos ndo é homogéneo (MINIHANE, 2013).

Em suma, a influéncia do gendtipo no fendtipo ndo é homogéneo e pode ser mais ou
menos pronunciado, dependendo de caracteristicas individuais, como estado nutricional, dieta
e outros fatores ambientais (MANOLIO et al., 2009).

Um dos possiveis efeitos genéticos pode ser observado por meio da genotipagem, pois
muitas variacOes estaveis no genoma ocorrem na forma de SNP e sdo responsaveis por 90% das
variagbes genéticas comuns (DORIS, 2002), abundantemente encontradas no genoma,
interferindo no metabolismo, na resposta a medicamentos, e, consequentemente, no risco de

desenvolvimento de doengas e terapéutica instituida.
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Figura 3 - Consequéncias metabdlicas da deficiéncia ou resisténcia a leptina
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Fonte: Adaptado de SADER et al. (2003). Tradugéo nossa.

Figura 4 - Possiveis fatores intervenientes entre genotipo e fatores cardiometabolicos
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Fonte: Adaptado de MINIHANE, 2013.
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Ainda, essas variagdes no genoma sdo muito exploradas na literatura, e o polimorfismo
LEPR GIn223Arg é muitas vezes relacionado aos desfechos cardiometabdlicos, como
sobrepeso e obesidade, sendo os resultados ainda controversos (BIENERTOVA-VASKU et al.,
2010; HUUSKONEN et al., 2010; MURUGESAN et al., 2010; SILVA, 2010; ANGELI et al.,
2011; LABAYEN et al., 2011; PEREIRA et al., 2011; BECER et al., 2013). Muitas vezes,
esses achados se diferenciam, dependendo da populacéo e do desfecho avaliado, conforme pode
ser observado no Quadro 3.

Contudo, até a presente data ndo foram encontrados estudos do nosso conhecimento em
populacdo brasileira que tenham determinado a amostragem a partir da prevaléncia do
polimorfismo LEPR GIn223Arg com fendtipos cardiometabdlicos com estimativas da sua
associacdo com a obesidade e a outros fatores de risco cardiometabdlicos em estudo de base
populacional. Tomados juntos, ha um potencial para a investigacdo das associacdes entre 0s
indicadores de excesso de peso com o polimorfismo LEPR GIn223Arg.
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Quadro 3 - Resumo dos principais estudos que avaliaram a associa¢do do receptor de leptina GIn223Arg com fenotipos de excesso de
peso em adultos

TIPO DE POPULACAO Frequéncia o
AUTOR (ANO) ESTUDO N / Etnia ou local LEPR GIn223Arg (%) Destecho Associagao
Obesos Né&o obesos
615 / aborigenes AA-83,3 AA-879 .
WANG et al. (2006) Caso-controle Tailandeses AG - 167 AG-121 Obesidade NS
GG-0,0 GG-0,0
Obesos Nao obesos
MATSUOKA et al. (1997) Caso-controle 115/ Japonesa A-128 A-16,2 Obesidade NS
G-87,2 G-838
HFC Sem HFC .
éﬁg'G)DER VLEUTEN etal- | cs0-controle 644 /Holanda | AA- 26,0 AA-358 Resiggf;‘:?gsu“na mg
AG+GG -64,2 AG+GG- 74,0
Caso-controle AA~19
PEREIRA etal. (2011) 4193/ Japonesa AG ~ 23,1 Sobrepeso NS
GG ~ 75,0
AA-274 x
SILVA (2010) Intervengao | 2+0 Mulheres obesas | )\~ g5, Composicdo corporal, NS
/ Séo Paulo variaveis clinicas
GG -17,9
. AA-27,0 IMC NS
WAUTERS et al. (2001) Transversal Zggésigluéaésl'ﬁggs AG - 50,0 CA NS
g GG - 21,0 MG NS

(Continua)
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(Concluséo)

TIPO DE POPULACAO Frequéncia o
AUTOR (ANO) ESTUDO N/Etniaoulocal | LEPR GIn223Arg (%) Destecho Associagao
375 /quilombolas/ N&o sobrepeso Sobrepeso
S&o Paulo GG-14 GG-12
ANGELLI et al. (2011) Transversal e caucasianos/ AG - 16 AG - 51 Sobrepeso NS
Porto Alegre AA-40 AA - 37
Né&o sobrepeso  Sobrepeso
200 obesos / AA-150 AA-14,0
DUARTE et al. (2007) Caso-controle Rio de Janeiro AG — 47.0 AG — 600 Sobrepeso S/ AG+GG
GG -38,0 GG -26,0
AA-314
QUINTON et al. (2001) Transversal 220/ Reino Unido AG - 48,8 IMC STAATAG
MG S/ AA+AG
GG-171
N&o sobrepeso Sobrepeso
AA-8,0 AA-19,0 Sobrepeso S/GG
MATTEVI et al. (2002) Transversal 336 / Porto Alegre AG — 53,0 AG — 530 CA S /GG
GG -139,0 GG-8,0
AA-440
YIANNAKOURIS et al. (2001) Transversal 120/ Grécia AG - 47,5 Sobrepeso S/AA
IMC S/ GG
GG -85
Transversal Caucasianos  Negros
. . 841/ Diversas AA-32,0 AA-23,0 IMC S/ Caucasianos
CHAGNON et al. (2000) Herltggdeamlly Homens canadenses AG-45,0 AG-51,0 MG S/ Caucasianos
y GG - 23,0 GG - 26,0

Fonte: Desenvolvido para fins deste estudo.

Nota: CA: Circunferéncia abdominal; IMC: Indice de Massa Corporal; MG: Massa Gorda.

ndo significativa seguido do gendtipo considerado de risco.

HFC: Hipercolesterolemia familiar combinada.S: associacéo significativa; NS:




Analise Genética de Fenotipos Cardiometabdlicos 35

1.3 Apresentacéo dos Estudos

O presente estudo apoiou-se na hipotese de que existe variagdo genética na expressao
dos fendtipos cardiometabdlicos, baseando-se em duas estratégias diferentes de andlise
conforme esquematizado na Figura 5.

Assim, a analise genética de fendtipos em populacdo rural sob o ponto de vista da
herdabilidade e em populacgdo urbana, por meio da analise de polimorfismo genético do receptor
da leptina, se justifica a fim de abranger diferentes estratégias de analise da associa¢do desses
fendtipos sobre diferentes contextos geogréficos e socioecondémicos em populagdo que possui

elevada prevaléncia de fendtipos cardiometabdlicos.

Figura 5 — Esquema proposto para varidveis potencialmente associadas a ocorréncia
de desfechos relacionados aos fatores cardiometabdlicos complexos em area rural (a
esquerda) e urbana (a direita) em Minas Gerais.
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Circunferéncia Circunferéncia Excesso de Peso
Abdominal Abdominal Obesidade
Lipideos Obesidade Excesso de
Gordura

Hipertensao

Fonte: Elaborado para fins deste estudo.
Nota: LEPR GIn223Arg: Polimorfismo do receptor de Leptina GIn223Arg
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar a contribuicdo genética para a distribuicdo dos fenétipos cardiometabdlicos
utilizando diferentes estratégias de anélise genética em populagdes adultas residentes em Minas
Gerais.

2.2 Objetivos Especificos

e Estimar a herdabilidade, correlagbes genéticas e ambientais dos fendtipos
antropométricos (indice de massa corporal, circunferéncia abdominal e niveis de
lipideos séricos) e bioquimicos (niveis de LDL, HDL, VLDL e colesterol total) na
populacdo rural de comunidades no Vale do Jequitinhonha, Minas Gerais.

e Estimar a prevaléncia do polimorfismo do receptor da leptina GIn223Arg e suas
possiveis associacdes com fatores cardiometabdlicos como os indicadores de excesso
de peso (sobrepeso, obesidade, circunferéncia abdominal e percentual de gordura) na

populacdo adulta de Montes Claros, Minas Gerais.
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3 METODOS

A presente secdo sera descrita em duas etapas conforme as diferentes areas estudadas

(rural e urbana).

3.1 Estudo em Area Rural

3.1.1 Delineamento e Area do Estudo

Foi realizado estudo observacional, de delineamento transversal e analitico em areas
rurais pertencentes ao Vale do Jequitinhonha, MG. Foram avaliados moradores de trés
localidades, sendo Virgem das Gragas pertencente ao municipio de Ponto dos Volantes,
enquanto Caju e Sdo Pedro do Jequitinhonha pertencem ao municipio de Jequitinhonha,
conforme demonstrado na Figura 6.

A distancia entre as cidades de Belo Horizonte e Ponto dos Volantes é de
aproximadamente 650 km, e de Belo Horizonte a Jequitinhonha é de 685 km. Em Ponto dos
Volantes, a populacdo total estimada é de 11.345, sendo 7.314 (64,47%) habitantes em &rea
rural (IBGE, 2010b). Essa area mantém o indice de desenvolvimento humano de 0,595, um
dos menores do estado (PNUD, 2010), além de elevada taxa de analfabetismo, baixa qualidade
da agua e servicos de saude precérios.

O local ainda possui construcdes de tijolo de barro; muitas residéncias ndo tém esgoto
encanado assim como agua encanada (somente de nascentes). Utilizam cdrregos para suas
atividades diarias, como lavar vasilhames e roupas, sendo uma importante area endémica de
esquistossomose (GAZZINELLLI et al., 2008). Por fim, as principais atividades econdémicas da
regido sdo comércio, pecuaria de corte, agricultura de subsisténcia, como a plantacdo de
mandioca, milho, feijdo, arroz, além da fruticultura, dando énfase, principalmente, ao plantio
de banana.

Por outro lado, Jequitinhonha pode ser considerada uma cidade com melhor
infraestrutura que Ponto dos Volantes, com menor percentual da populacdo em érea rural:
17.061 (29,3%) pessoas (IBGE, 2010b).
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Mesmo assim, essa area enfrenta problemas sociais e econdémicos semelhante aos de
Ponto dos Volantes, como elevada taxa de analfabetismo, falta de instalagdes sanitarias nas
residéncias, falta de rede de esgoto ou de dgua canalizada. O indice de desenvolvimento humano
é 0,615, também considerado baixo (PNUD, 2010).

Essa populagéo vive principalmente da agricultura de subsisténcia, envolvendo o cultivo
de alimentos bésicos, como milho e mandioca, criagdo de gado ou, ainda, beneficios do governo
através de pagamentos e transferéncia de recursos do programa de governo "Bolsa Familia",
mantendo situacdo econdmica precaria. Portanto, ambas as regibes apresentam limitacdes
socioecondmicas e inseridas no mesmo contexto ambiental (GAZZINELLI et al., 2006, REIS
et al., 2010, PIMENTA et al., 2011).

Figura 6 - Mapa de Minas Gerais mostrando a capital Belo Horizonte e as cidades Ponto
dos Volantes e Jequitinhonha, as quais pertencem a Virgem das Gracas, Caju e Séo
Pedro do Jequitinhonha, respectivamente

Fonte: Elaborado para fins deste estudo.

3.1.2 Populacao Acessivel

O presente trabalho faz parte de um grande projeto iniciado em Virgem das Gragas em
2001, Caju em 2004 e S&o Pedro do Jequitinhonha em 2007, com varias linhas de base.
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Inicialmente foi feita uma triagem objetivando realizar o censo de todas as comunidades rurais
tendo sido coletados os dados familiares para a elaboracéo dos pedigrees. Devido as diversas
coletas ao longo do tempo, foram utilizados os dados mais recentes de 2008, 2009 e 2010 de
Virgem das Gracas, Caju e S&o Pedro do Jequitinhonha, respectivamente.

Assim foram realizadas as avaliagcdes considerando cada local, sendo: 673 individuos
em Virgem das Gragas, 561 em Caju e 939 em S&o Pedro do Jequitinhonha, totalizando 2173
individuos na linha de base. Como o presente estudo objetiva a avaliacdo dos maiores de 18
anos, foram excluidos 385 em Virgem das Gracas, 283 em Caju e 574 em S&o Pedro do
Jequitinhonha, sendo a populagdo estudada de 374 individuos em Virgem das Gracas, 365 em
Caju e 564 em S&o Pedro do Jequitinhonha, totalizando 1.242 individuos (Figura 7). Entretanto,
como nem todos os individuos aceitaram participar do estudo ou estavam na localidade na época
da coleta de dados, a amostra fenotipada foi composta por 931 individuos (288 em Virgem das
Gragas, 278 em Caju e 365 em Sdo Pedro do Jequitinhonha). Portanto, a amostra correspondeu

a 71,45% da amostra adulta total acessivel nessas areas.

3.1.3 Questdes Eticas

Este estudo faz parte de um projeto mais abrangente denominado “Fatores de risco
cardiovasculares, doencas cronicas e herdabilidade em éarea rural de Minas Gerais” que foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG), segundo parecer n. ETIC 144/04 (ANEXO A). O estudo estd em acordo
com os principios éticos de ndo maleficéncia, beneficéncia, justica e autonomia contidos na
resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude (BRASIL, 1996). Todos os participantes
foram informados sobre o objetivo da pesquisa e seus direitos como participantes e solicitados,

caso concordassem, a assinar um termo de consentimento livre e esclarecido.
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Figura 7 — Fluxograma da populagdo de estudo em &rea rural, Vale do Jequitinhonha,
Minas Gerais

Censo de todas as comunidades rurais N=2173 individuos

l l l

Virgem das Gragcas (2008) Caju (2009) Séo Pedro do Jequitinhonha (2010)
N=673 N=561 N=939
v

Exclusdo: Menores de 18 anos ou recusaram ou estavam indisponiveis

l l l

Virgem das Gracas Caju Sé&o Pedro do Jequitinhonha
N=385 N=283 N=574

Amostra estudada

l l l

Virgem das Gracas Caju S&o Pedro do Jequitinhonha
N=288 N=278 N=365

Fonte: Elaborados para fins deste estudo.

3.1.4 Procedimentos para Coleta de Dados

Os dados utilizados no presente estudo foram coletados nos periodos de abril e julho de
2008 e 2009 em Caju e Virgem das Gragas, respectivamente, e julho de 2010 em S&o Pedro do
Jequitinhonha. Foram utilizadas variaveis socioecondmicas, demograficas, clinicas e
antropomeétricas, bem como sobre estilo de vida por meio de questionario face a face (ANEXO
B). Ainda, foi realizada avaliacdo clinica de niveis pressoricos e de medidas antropométricas.

Para maior preciséo das aferigcdes, os entrevistadores foram treinados e supervisionados
em campo durante uma semana para aplicacdo do questionério, afericbes antropometricas e de
niveis pressoricos. Em um segundo momento, as medidas foram replicadas em dias diferentes
em 10 voluntérios, visando a padronizacdo da entrevista e avaliacdo do instrumento de coleta
de dados.
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Todas as medidas antropométricas e clinicas foram aferidas trés vezes de acordo com

recomendacgdes padronizadas (LOHMAN et al., 1988), sendo utilizada a média de todas as

medidas.

3.1.4.1 Variaveis Demograficas e Socioecondmicas

Idade
A idade foi obtida a partir da data de nascimento registrada na carteira de identidade em

anos e devidamente anotada.

Raca/ Cor da pele
O entrevistador classificou a cor da pele das pessoas em: branca; parda/ mulata / morena
/ cabocla; negra; indigena; amarela / oriental. As categorias parda / mulata / morena /

cabocla e negra foram agrupadas como nao brancos.

Estado conjugal

O entrevistador verificou o estado civil dos sujeitos com base nas seguintes categorias:
casado; em unido; solteiro; separado / divorciado; vilvo. Posteriormente, a variavel
estado conjugal foi criada e contemplava duas classes: com conjuge (pessoas casadas

ou em unido) e sem cénjuge (individuos solteiros, separados /divorciados e viluvos).

Escolaridade

O entrevistador questionou o Gltimo ano e a série de estudo formal que o participante
completou. Posteriormente, o entrevistador transformou a informacdo em anos de
estudo. Essa variavel foi categorizada em analfabeto, 1 a 4 anos, 5 a 8 anos e maior ou

igual a 9 anos.

3.1.4.2 Medidas Antropomeétricas

Peso

O peso foi aferido por meio de uma balanga digital previamente calibrada (Modelo PL
150, Filizola Ltda®, S&o Paulo, SP) com aproximac&o de 0,1 kg, estando os participantes
no centro da plataforma da balancga, em posicéo anatbmica, com vestimentas leves e sem

sapatos.
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Altura

A altura foi mensurada com uma fita métrica inextensivel TBW® (S&o Paulo, SP),
precisdo de 1mm, a qual foi fixada em uma parede sem rodapé a uma distancia de 50,0
cm do chdo. Os individuos, sem sapatos, eram posicionados de pé e de costas para a
fita métrica, com os pés paralelos e tornozelos juntos. A regido glutea, ombros e a parte
posterior da cabega tocavam a parede e 0s bragos permaneciam soltos ao longo do corpo
e cabeca no plano de Frankfurt. A leitura se dava com a utilizagdo do esquadro na parte
superior da cabeca na expiragdo  natural com  aproximagcdo de

0,1 cm.

Indice de Massa Corporal

O indice de massa corporal (IMC) foi calculado de acordo com a férmula: IMC = peso
(Kg)/estatura® (m) e classificado conforme os pontos de corte estabelecidos pela
Organizagdo Mundial de Satde, sendo: < 18,5Kg/m? baixo peso, 18,5 a 24,9Kg/m?
eutrofico, 25 a 29,9Kg/m? sobrepeso e > 30Kg/m? obesidade (WHO, 1995).

Circunferéncia abdominal e obesidade abdominal

Para a afericdo da circunferéncia abdominal (CA), o participante permaneceu em pé
com o abdome relaxado e desnudo, bragos soltos e pés juntos. A fita métrica inelastica
TBW® (Séo Paulo, SP), precisdo de 1mm, foi posicionada no ponto médio entre a Gltima
costela e a parte superior da crista iliaca. Aferiu-se a medida no final de uma expiragéo
normal até o milimetro mais proximo. No caso de pacientes no qual ndo era possivel a
afericdo do ponto médio, convencionou-se no local de maior constancia da medida apos
0 ultimo rebordo costal (WHO, 2000; WHO, 2008). A CA foi categorizada de acordo
com 0s seguintes pontos de corte: sem obesidade abdominal (<88 cm para mulheres e <
102 cm para homens) e > 88 cm para mulheres € > 102 cm para homens, com obesidade

abdominal (WHO, 2000; WHO, 2011).

3.1.4.3 Variaveis Clinicas e Habitos de Vida

Pressdo Arterial
A pressdo arterial foi definida pela VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo Arterial e
pelo Joint National Committee (CHOBANIAN et al., 2003; SBC, 2010).
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Na sala de espera da Unidade Basica de Saude, o paciente permaneceu sentado por pelo
menos 10 minutos. Foi entéo realizada a afericdo da presséo com esfigmomandmetro de
mercurio devidamente testado e calibrado, com o braco apoiado na altura do precordio.
Para os individuos com circunferéncia braquial maior que 32 cm, foi utilizada bracadeira

apropriada para obesos.

Hipertensao arterial sistémica
Foram considerados hipertensos os individuos com pressao arterial sistolica>140mmHg
e/ou pressao arterial diastolica >90 mmHg e/ou em uso de medicagdo anti-hipertensiva

autorrelatada no momento da entrevista (CHOBANIAN et al., 2003; SBC, 2010).

Atividade fisica

O nivel de atividade fisica foi avaliado mediante aplicacdo do Questionario Internacional
de Atividade Fisica (IPAQ) na versdo longa. O IPAQ é um questionario proposto pela
Organizacdo Mundial de Saude para avaliacdo da atividade fisica em nivel mundial e
validado no Brasil (MATSUDO et al., 2001).

Esse instrumento contempla os niveis de atividade fisica nos dominios do trabalho, das
atividades domesticas, do lazer e deslocamento referidos a uma semana habitual. Essa
intensidade da atividade fisica pode ser discriminada por meio da distingdo entre
caminhada, outras atividades fisicas moderadas e atividades fisicas vigorosas (CRAIG et
al., 2003).

Atividades moderadas sao consideradas aquelas que promovem um pequeno aumento da
frequéncia respiratdria e um esforco fisico moderado; atividades vigorosas sdo aquelas
que fazem com que o individuo respire bem mais rapido que o normal e dispenda um
grande esfor¢o fisico. O calculo da atividade fisica medido pelo Questionario
Internacional de Atividade Fisica foi realizado para cada dominio e para atividade fisica
total (soma dos quatro dominios), segundo as seguintes formulas:

- Atividades realizadas no trabalho = tempo de caminhada + (tempo de atividades

vigorosas x 2) + tempo de outras atividades fisicas moderadas (min./semana).

- Atividades domésticas = tempo de atividades fisicas moderadas no quintal/roca +
(tempo de atividades vigorosas no quintal/roca x 2) + tempo de atividades fisicas

moderadas dentro de casa (min./semana).
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- Atividades de lazer = tempo de caminhada + (tempo de atividades vigorosas x 2) +

tempo de outras atividades fisicas moderadas (min./semana)*.

- Atividades de deslocamento = tempo de uso da bicicleta + tempo de caminhada

(min./semana).

Atividade Fisica Total = Tempo de atividade fisica de trabalho + tempo de atividade
fisica doméstica + tempo de atividade fisica de lazer + tempo de atividade fisica de
deslocamento (min./sem). O participante foi considerado ativo quando praticava 150
minutos ou mais de atividade fisica semanal (HEALTH AND HUMAN SERVICE/HHS,
2008).

Tabagismo e consumo de bebidas alcodlicas

O tabagismo foi avaliado quanto ao consumo atual ou pregresso, de forma que
participantes que relataram uso de pelo menos 100 cigarros ao longo da vida foram
considerados tabagistas. Os participantes foram categorizados em tabagismo atual, ex-
tabagista e ndo fumantes. O consumo de alcool foi definido por meio da pergunta “O(A)
Sr(a) costuma ingerir bebida alcodlica?”” (sim/ndo) bem como a frequéncia e o nimero

das doses aproximada (autorrelato).

3.1.4.4 Variaveis Bioquimicas

Glicemia, colesterol total e fracdes

Quanto as variaveis bioquimicas, amostras de sangue (soro e plasma) foram coletadas
dos participantes apos jejum de 8 a 12 horas. Para determinar as concentragfes de
colesterol total (CT), triglicerideos (TGL) e glicose, usaram-se métodos enzimaticos
colorimétricos e o analisador Roche Cobas Mira Plus® (Roche Diagnostics, Basel,
Suica). A concentracdo de lipoproteina de alta densidade (HDL) também foi
determinada por ensaio enzimatico-colorimétrico, apos precipitacdo da lipoproteina de
baixa densidade (LDL). Os niveis de LDL foram calculados segundo a equacéo de
Friedewald: LDL= CT - (HDL + TGL/5).

A dislipidemia e hiperglicemia foram classificadas de acordo com IV Diretriz Brasileira
sobre Dislipidemias e Prevencéo da Aterosclerose:consenso brasileiro (SPOSITO et al.,
2007).
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e Diabetes Mellitus
Foi considerado diabético o individuo que apresentou glicemia de jejum acima ou igual
a 126 mg/dL (SBD, 2006) ou que relatou diagnostico prévio ou em uso de medicagdo

como insulina ou, ainda, medicacdo hipoglicemiante.

3.1.4.5 Determinacao Genealogica e Construcao dos Pedigrees

Todos os individuos que residiam na area rural foram indiscriminadamente convidados
a participar do estudo, e, a partir do censo realizado nas areas, foram observadas no total 673
pessoas em Virgem das Gracas, 561 em Caju e 939 em Sdo Pedro do Jequitinhonha, totalizando
2173 moradores nas comunidades rurais. Os menores de 18 anos ou que ndo aceitaram
participar do estudo foram excluidos, sendo 385 em Virgem das Gragas, 283 em Caju e 375 em
S&o Pedro do Jequitinhonha. Portanto, a populacdo elegivel foi de 931 individuos (Figura 7).

Para a coleta dos dados familiares, cada casa foi identificada por um Unico nimero, e
todos os moradores em cada domicilio receberam um nimero pessoal de identificacdo seguindo
a técnica de coleta de dados (WILLIAMS-BLANGERO; BLANGERO, 2006). A data de
nascimento, o sexo e o nome dos parentes de cada participante foram avaliados. Essas
informacdes foram utilizadas na construcdo dos pedigrees. Para tal, os dados geneal6gicos
foram inseridos em um sistema de gestdo baseado em dados de pedigree (PEDSYS). Esse
sistema permitiu a reconstrucdo dos pedigrees e determinagdo do tamanho e a corre¢do dos
possiveis erros (DYKE, 1992).

Por fim, dois programas foram usados com o PEDSYS, o COUNTPED, para identificar
as ligacOes genealdgicas no arquivo para atribuir um nimero a cada individuo correspondente
ao pedigree ao qual pertence, e 0 PEDTRIM, para simplificar o pedigree através da correcédo e

verificagdo dos individuos ndo informativos.

3.1.4.6 Confirmacdo Genética dos Pedigrees

Para confirmagdo genealdgica dos dados informados nas entrevistas, foi realizada
validagdo por genotipagem de marcadores de microssatélites altamente informativos. Em um
trabalho anteriormente realizado, os pedigrees foram validados e confirmaram geneticamente

suas relagdes parentais com os dados informados na coleta de dados (DUTRA et al., 2012).
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3.1.5 Processamento de Dados e Analise Estatistica

Uma vez que os bancos (de pedigrees e de fen6tipos) estavam confirmados e corrigidos
para cada comunidade, o proximo passo foi a jungdo dos mesmos utilizando o programa
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) versdo 15.0, por meio de um cédigo Unico
referido ao local, familia e identificacdo do individuo no banco. Apds a confirmacao e reviséo
do banco quanto ao sucesso da junc¢do, 0 mesmo foi transferido para a extensdo adequada (.csv)
e transferido para o programa Sequential Oligogenic Linkage Analysis Routine - SOLAR
(ALMASY; BLANGERO, 1998).

A herdabilidade (h? + erro padréo) para cada fenétipo foi definida com base na teoria
quantitativa, a qual a define como a proporgdo da variancia fenotipica total considerando efeitos
aditivos poligénicos, calculando a proporcdo de variancia genética aditiva para a variancia
fenotipica total (c° genética/c? fenotipica), conforme explicado na primeira se¢do. Quando ndo
cumprido o pressuposto de normalidade, a transformacdo logaritmica foi aplicada no programa
SOLAR.

Posteriormente, as correla¢fes fenotipicas entre os pares foi particionada em correlacéo
genética (pg + erro padrao) e correlagdo ambiental (pat erro padrao). Quando pg possui 0 valor
de p significativamente diferente de + 1,0 e, a0 mesmo tempo, significativamente diferente de
zero, pleiotropia é interpretada como incompleta. Por outro lado, quando o py ndo é
estatisticamente diferente de + 1,0, a pleiotropia é considerada completa e significa que 0s
tracos avaliados sdo controlados por um mesmo gene ou conjunto de genes (ALMASY et al.,
1997). Isso significa que os efeitos aditivos dos genes sdo iguais em ambos 0s tracos (c%g =
c2g2), quando a proporcao da correlagdo entre os efeitos aditivos de compartilhamento dos genes
é positiva (pg=1). A significancia dos pardmetros foi calculada utilizando teste de razdo de
maxima verossimilhanca com base na estatistica -2 [In (Lr) - In (Lc)], que compara a
probabilidade de um modelo restrito (Lr) com a probabilidade de um modelo completo (Lc),
no qual o pardmetro (h2, pg) esta definido para zero.

A estatistica da razdo de maxima verossimilhanca ¢ assintoticamente distribuida como
uma mistura de distribui¢des qui-quadrado, com o numero de graus de liberdade igual ao
namero de parametros fixos no modelo restrito. Os modelos foram ajustados por sexo, idade e
cor de pele. Por fim, todas as variaveis foram consideradas significativas quando valor-p < 0,05.
As anélises foram realizadas no SOLAR, Disponivel em: www.txbiomed.org/departaments/
genetics (ALMASY; BLANGERO, 1998).



http://www.txbiomed.org/departaments/%20genetics
http://www.txbiomed.org/departaments/%20genetics
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3.2 Estudo em Area Urbana

3.2.1 Delineamento e Area do Estudo

A populacdo do estudo foi composta por maiores de 18 anos residentes na area urbana
de Montes Claros, localizada no Norte de Minas Gerais. A distancia em relagédo a Belo
Horizonte é de aproximadamente 422 km, e a populacéo total estimada era de 361.915, sendo
344.427 (95,16%) habitantes em area urbana (IBGE, 2010b).

Montes Claros assume a posicdo de destaque na regido, constituindo o nucleo urbano
mais expressivo. Insere-se em uma regido historicamente caracterizada pelo desempenho
econdmico, com graves problemas sociais e localizagdo entre entroncamento de importantes
eixos rodoviarios. O municipio esté localizado no norte do Estado de Minas Gerais, na bacia
do Alto Médio Sao Francisco (Figura 8).

Figura 8 - Mapa de Minas Gerais mostrando a capital Belo Horizonte e a cidade de
Montes Claros
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Fonte: Elaborado para fins deste estudo.
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3.2.2 Populagéo Acessivel e Amostragem

A populagdo de estudo foi composta por adultos com 18 anos ou mais de idade
residentes em domicilios particulares permanentes na regido urbana de Montes Claros. A
decisdo do tamanho da amostra teve como fator o critério de precisdo a partir das estimativas
de prevaléncias. Para tal, o calculo amostral foi realizado baseando-se na prevaléncia esperada
de 10% do polimorfismo de menor frequéncia (RAGIN et al., 2009). Atendendo ao critério de
precisdo, cujo coeficiente de variacdo fosse inferior a 25% e o erro padrdo menor que 3, 0
tamanho da amostra adequada foi de no minimo 750 adultos.

Para o sorteio da amostra foi utilizado o método de amostragem por conglomerado, em
dois estagios com probabilidades desiguais de selecdo, na determinagdo do nimero de setores
censitarios a serem sorteados e no nimero medio de adultos de 2,15 para cada domicilio.

No primeiro estagio foi utilizado o cadastro de setores censitarios do Censo 2010 (IBGE,
2010) para sortear as unidades primarias de amostragem. No segundo estagio foi utilizado o
cadastro de enderegos do mesmo censo, cuja data de referéncia € do periodo de agosto a
setembro de 2010, para fins de sorteio de domicilios particulares permanentes. Também foi
levado em consideragédo o tamanho dos conglomerados sorteados, corrigidos pela taxa de
resposta apds validagdo de cada setor.

A fracdo de amostragem global (KISH, 1965; COCHRAN, 1977; KALTON, 1983) éo0
produto das fragdes de amostragem do primeiro e segundo estagios, sendo dada por:

a_Djzom b
T TA 722010
3 ppote D]

]

j=1

onde a € o nimero de conglomerados da amostra
A € 0 numero de conglomerados na populacao

b € o nimero de domicilios sorteados em cada setor

D2010 o .
I e o total de domicilios em 2010 no j-ésimo setor

750
a=—2=50
No célculo do nimero de setores sorteados (15 ) considerou-se 0 nimero médio

de domicilios sorteados (b) igual a 15. O efeito de delineamento (deff) foi observado para b.
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Portanto, a coleta de dados foi realizada em duas etapas. A primeira foi direcionada a
validagdo dos setores censitarios a fim de confirmar se os enderecos do Gltimo censo em 2010
estavam compativeis com o sorteio. Eram verificados os dados de enderego de cada domicilio
e, se houvesse irregularidade com o censo, anotava-se 0 motivo, como, por exemplo, nimero
ndo existente, ndo € domicilio, domicilio em construgdo, vago, fechado, recusa, entre outros.

Nos setores validados, a primeira equipe abordou cada casa sorteada e explicou objetivo
do estudo, varidveis a serem realizadas e marcava-se a data e o horario de melhor
disponibilidade para a segunda equipe seguir com a coleta de dados. Na segunda etapa 0s
entrevistadores voltavam a explicar os procedimentos a serem feitos e prosseguiam com a coleta

de dados em todos os individuos dos domicilios.

Figura 9 — Fluxograma da populagéo selecionada no estudo de area urbana, Montes
Claros-Minas Gerais

Célculo amostral
50 setores censitarios
987 domicilios (N~2122 adultos)
Minimo de 750 individuos

Setores e domicilios excluidos
Setores censitarios: 4 - inacessibilidade
Domicilios: 265 — ndo existentes
168 — recusa
212 — fechado/indisponivel

7

Individuos elegiveis: (N~1273 adultos)
Individuos: 260 - recusa
205 - indisponiveis «—

v

Amostra final
46 setores censitarios
342 domicilios
N=808, 282 homens e 526 mulheres

Nota: Elaborado para fins deste estudo.



Analise Genética de Fenotipos Cardiometabdlicos 50

3.2.3 Questdes Eticas

O presente projeto intitulado “Polimorfismo do gene do receptor da leptina
(GIn223Arg), obesidade e sua associagdo com fatores de risco para as doencas cardiovasculares
em Montes Claros- Minas Gerais” foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica da
Universidade Estadual de Montes parecer nimero 226.604 (ANEXO C), e pelo Comité de Etica
da Universidade Federal de Minas Gerais parecer numero 213.555 (ANEXO D). Foi conduzido
de acordo com os preceitos determinados pela resolucéo 196/88 do Conselho Nacional de Satde
do Ministério da Saude (BRASIL, 1996). Todos os individuos foram esclarecidos previamente
sob os procedimentos e foram solicitados a assinar o termo de consentimento prévio livre e

esclarecido.

3.2.4 Procedimento para Coleta de Dados

Os dados do presente estudo foram coletados durante os meses de janeiro de 2012 a
marco de 2013, incluindo o periodo usado para a validacdo dos setores censitarios. Ao iniciar
o trabalho de campo, foi aplicado questionario estruturado face a face (ANEXO E) que
contemplava aspectos demogréficos e socioecondmicos, fatores de risco para as doengas
cronicas ndo transmissiveis e morbidades autorreferidas. No final da entrevista foi realizada
avaliagdo clinica que consistia na afericdo de varidveis antropométricas, pressdo arterial e
obtencdo de uma amostra de sangue capilar. Apos o inicio da coleta foi realizada também
supervisdo da coleta de dados.

Para a aplicacdo do questionario e aferi¢do de dados clinicos foi realizado treinamento
dos entrevistadores e aferidores. Os instrumentos de medi¢do antropomeétrica e o questionario
foram passados por pré-teste e calibragdo em uma amostra de conveniéncia, formada por
pessoas com diferentes niveis de escolaridade. As reformulagdes procedentes com base no pré-
teste foram executadas e apos esses encontros elaborou-se a versdo final do questionério, além
da adequacéo dos instrumentos e elaboracdo do manual de coleta. Ao final, todas as medidas
interobservador e intraobservador tiveram coeficiente de variagdo menor que 20%,

considerando a equipe treinada para coleta de dados.
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3.2.4.1 Variaveis Demograficas e Socioecondmicas

e Idade
A idade foi obtida a partir da data de nascimento registrada na carteira de identidade e
devidamente anotada. Posteriormente a idade foi categorizada em faixas etarias sendo:
18 a 29 anos, 30 a 39 anos, 40 a 49 anos, 50 a 59 anos e acima de 60 anos.

e Ragca/ Cor da pele
O entrevistador classificou a cor da pele das pessoas em: branca; parda/ mulata / morena
/ cabocla; negra; indigena; amarela / oriental. Posteriormente, essa variavel foi
categorizada em branco e ndo branco (parda/ mulata/ morena/ cabocla; negra; indigena;

amarela / oriental).

e Estado conjugal
O entrevistador verificou o estado civil dos sujeitos com base nas seguintes categorias:
casado; em unido; solteiro; separado / divorciado; vilvo. Posteriormente, a variavel
estado conjugal foi criada e contemplava duas classes: com conjuge (pessoas casadas

ou em unido) e sem coénjuge (individuos solteiros, separados /divorciados e viluvos).

e Escolaridade
O entrevistador questionou o Ultimo ano e a série de estudo formal que o participante
completou. Posteriormente, o entrevistador transformou a informacdo em anos de
estudo. Essa variavel foi categorizada em Analfabeto, 1 a 4 anos, 9 a 11 anos e maior
que 12 anos.

e Classe econdmica
Para definir a classe econdmica, foi utilizado um sistema de pontuacdo padronizado,
denominado Critério de Classificacdo Econdmica Brasil (CCEB), versao 2009, proposto
pela Associacdo Brasileira de Empresas de Pesquisa (ABEP, 2009). A classe
socioecondmica foi determinada de acordo com os bens materiais do domicilio no qual

residiam os adultos em estudo.
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Portanto, para cada individuo foi calculado um escore de poder aquisitivo, baseado na
combinacdo de caracteristicas do domicilio e na posse de bens, que incluiam a presenca de
banheiros na casa, geladeiras, carros, televisdo e empregada doméstica, entre outros itens, assim
como os anos de escolaridade do responsavel pelo domicilio. Este escore assume valores de zero
a 46 pontos. Quanto maior a pontuacgao, maior o poder de compra.

Segundo o documetno da ABEP (2009) as classes socioeconémicas sdo divididas em
oito categorias: Al, A2, B1, B2, C1, C2, D, E. Para este estudo, somaram-se as pontuacgoes
referentes a Al e A2, denominadas como categoria A. O mesmo foi feito com as categoria B1
e B2, C1 e C2. Dessa forma, para esse estudo utilizaram-se cinco estratos (A, B, C, D e E). Por
namero insuficiente de participantes em algumas categorias, essa variavel foi novamente

reagrupada em trés estratos, A+B, C e D+E.

e Histdria familiar de obesidade dos pais
Os participantes eram questionados sobre a existéncia de obesidade nos pais, sendo

classificado em somente o pai, somente a mae, ambos ou nenhum deles.

e Ocupacao
A ocupacédo foi determinada pela principal atividade atual do entrevistado, no qual
haviam as categorias propostas eram: empregada de empresa privada, funcionario
publico, profissional liberal, trabalho informal, aposentado, desempregado ou estudante.

e Tabagismo e consumo de bebidas alcéolicas
O tabagismo foi avaliado quanto ao consumo atual ou pregresso, de forma que
participantes que relataram uso de pelo menos 100 cigarros ao longo da vida foram
considerados tabagistas. Os participantes foram categorizados em tabagismo atual, ex-
tabagista e ndo fumantes. O consumo de alcool foi definido por meio da pergunta “O Sr
costuma ingerir bebida alcoolica?” (sim/ndo), bem como a frequéncia e o0 niUmero das

doses.

e Uso continuo de medicamentos
O uso de medicamentos foi definido como o uso continuo na data da entrevista. Foi
solicitada a embalagem de todos os medicamentos para permitir a anotacéo correta do
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nome comercial e o principio ativo. Quando néo foi possivel observar a embalagem, o

nome do medicamento foi registrado de acordo com o relato do individuo.

e Autorrelato em saude
O individuo foi solicitado a responder como considerava sua salde em categorias com
a seguinte pergunta “O(A) Sr(a) classificaria seu estado de saude como: muito bom,
bom, regular, ruim, muito ruim, ndo sabe ou ainda, ndo quis informar”’. Posteriormente,
a variavel foi classificada em trés categorias, sendo: Muito bom/bom, regular e

ruim/muito ruim.

e Atividade fisica
O nivel de atividade fisica foi avaliado mediante aplicagdo do Questionério Internacional
de Atividade Fisica (IPAQ) na versdo longa da mesma forma que o estudo de area rural,
levando em consideracdo o tipo de atividade e o tempo em cada atividade e em cada
dominio. Foi considerado ativo quando praticava 150 minutos ou mais de atividade fisica
semanal (HEALTH AND HUMAN SERVICE/HHS, 2008).

e Pressdo arterial
A medida da pressdo arterial foi aferida utilizando do esfigmomandmetro digital
calibrado, marca Modelo HEM-7200® (ONROM®, S&o Paulo, SP). Os participantes
foram orientados a ficar sentados, com dorso encostado na cadeira e relaxados,
antebraco direito livre, pés apoiados no chéo e braco posicionado na altura do precérdio

com a palma da méo voltada para cima com cotovelo ligeiramente fletido.

Foram realizadas trés afericbes, sendo o intervalo de pelo menos cinco minutos,
calculando-se a média conforme critérios da VI Diretriz Brasileira de Hipertensdo Arterial
(SBC, 2010) e pelo The Seventh Report of the Joint National Committee on Prevention,
Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood Pressure: the JNC 7 report
(CHOBANIAN et al., 2003).
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Hipertensao arterial sistémica
Foram considerados hipertensos os individuos com pressdo arterial sistolica>140mmHg
e/ou pressao arterial diastolica >90 mmHg e/ou em uso de medicagdo anti-hipertensiva

(CHOBANIAN et al., 2003, SBC, 2010).

Glicemia

Os participantes foram instruidos a lavar as mdos com agua e sabdo, em seguida enxuga-
las com uma toalha. O pesquisador segurou a mao direita pendente, mantendo um dos
dedos ligeiramente pressionado. Em seguida, utilizou o lancetador de agulha Unica

(garantindo a troca em todos os voluntarios) e descartavel para obter uma gota de sangue.

Essa gota foi colocada na fita de leitura descartavel do glicosimetro Accucheck
Performa® (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) anotando-se em questionario a medida
da taxa de glicose observada. No momento da avalia¢do foi perguntado qual o horario da
ultima refeicdo e anotado o tempo. A glicemia foi considerada alterada quando os valores
foram > 140mg/dL desde que tivessem realizado a ultima refeicdo h4 mais de 2 horas
(WHO, 2006b).

3.2.4.2 Medidas Antropomeétricas e de Composicdo Corporal

As técnicas empregadas para obtencdo de todas as medidas seguiram procedimentos

padronizados (LOHMAN et al., 1988) e todas as medidas antropométricas foram aferidas duas

(peso e altura) ou trés vezes (demais avaliagdes), adotando-se como resultado final a média de

todas as mensuracoes.

Peso

O peso foi aferido por meio de uma balanca digital calibrada (Modelo Digital Magna®
150Kg, G Tech Ltda® S&o Paulo, SP) com aproximacdo de 0,1 kg, estando os
participantes no centro da plataforma da balanga, em posi¢do anatdmica, vestidos com

roupas leves e sem sapatos.
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Altura

A altura foi mensurada com o auxilio do estadiémetro individual Alturaexata® (Séo
Paulo, SP) com base de metal e aparato para nivelamento da altura funcionando como
0 esquadro. Os individuos, sem sapatos e sem meias, eram posicionados de pé e de
costas para o instrumento, com os pés paralelos e os tornozelos juntos. A regido glitea,
ombros e a parte posterior da cabega permaneceram proximos a haste de leitura e 0s
bracos soltos ao longo do corpo e cabega no plano de Frankfurt. Apoiou-se 0 aparato
superior no topo da cabeca sem forgar a mesma para baixo. A medida foi realizada na

expiracdo normal com aproximacéo de 0,1 cm.

Indice de Massa Corporal

O indice de massa corporal (IMC) foi calculado de acordo com a férmula: IMC = peso
(Kg)/estatura® (m) classificado conforme os pontos de corte estabelecidos pela
Organizagdo Mundial de Satde, sendo: < 18,5Kg/m? baixo peso, 18,5 a 24,9Kg/m?
eutrofico, 25 a29,9Kg/m? sobrepeso e > 30Kg/m? obesidade (WHO, 1995).

Circunferéncia abdominal

Para a afericdo da circunferéncia abdominal (CA), o participante permaneceu em pé
com o abdome relaxado e desnudo, bragos soltos e 0s pés juntos. A fita métrica inelastica
TBW® (Séo Paulo, SP), precisdo de 1mm, foi posicionada no ponto médio entre a
Gltima costela e a parte superior da crista iliaca. Aferiu-se a medida no final de uma
expiracdo normal até o milimetro mais proximo. No caso de pacientes no qual ndo era
possivel a afericdo do ponto médio, convencionou-se o local de maior constancia da

medida apds o ultimo rebordo costal (WHO, 2011c).

Excesso de peso e obesidade abdominal

O excesso de peso foi considerado quando os limites do IMC ultrapassaram a
classificagcdo da mesma para sobrepeso e obesidade, sendo: < 25 Kg/m? ndo sobrepeso
e >25 Kg/m? sobrepeso; ou < 30 Kg/m? ndo obeso e > 30 Kg/m? obeso (WHO, 1995).
A CA foi categorizada de acordo com 0s seguintes pontos de corte: sem obesidade
abdominal (<88 cm para mulheres e < 102 cm para homens) e > 88 cm para mulheres e
> 102 c¢cm para homens, com obesidade abdominal (WHO, 2000; WHO, 2011).
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e Composicéo corporal

A andlise da composicao corporal foi realizada pelo método de bioimpedancia elétrica
com aparelho tetrapolar de frequéncia Unica de 50kHz, Biodynamics BIA 310
(Biodynamics®, Shoreline, WA). O protocolo de afericdo foi seguido com o participante
usando roupas leves, sem acessorios, bexiga com volume desprezivel, além de se anotar
0 horério da ultima refeicdo, ndo sendo possivel ser realizado em jejum para a maioria
dos pacientes. Nao foi realizado o teste nos individuos que relataram ter ingerido alcool
em grande quantidade no dia anterior, utilizado préteses metélicas, constatada presenca
de doenca cardiaca grave, entre outros.

e Excesso de gordura corporal
O percentual de gordura corporal (%GC) foi calculado diretamente pelas formulas do
fabricante e devidamente anotado. Os pontos de cortes estabelecidos para verificagcdo
do excesso de gordura corporal, de acordo com o sexo, foram o percentual de gordura
corporal acima de 30% para as mulheres e acima de 20% para 0S homens
(ABERNATHY; BLACK, 1996).

3.2.4.3 Anélises Genéticas

Para a realizagéo da genotipagem do polimorfismo do receptor de leptina GIn223Arg,
(rs1137101; disponivel em: <http://www.ncbi.nlm. nih.gov>), foram necessarias etapas de

amplificacdo do material genético atraves da reagdo em cadeia da polimerase, digestdo com
enzima de restricdo e, finalmente, a visualizacdo em gel de poliacrilamida, conforme descritos

a seguir.

Coleta do material biol6gico - Para a coleta do DNA gendmico foram realizados
raspados de mucosa oral com escovas estéreis. As amostras foram imediatamente colocadas em
um tubo de 1500 microlitros (uL) contendo solugéo de Krebs (NaCl 20%, KCI 2%, CaCl»,2%,
H.O0 2%, MgSO4, KH2PO4,CsHi1206), centrifugadas a 17.900g, em microcentrifuga
(Eppendorf®—centrifuge 541 R, Hamburgo, Alemanha), por 5 minutos, e o precipitado
armazenado a -20 °C no Laboratério de Pesquisa em Saude da Universidade Estadual de

Montes Claros para posterior extracdo do DNA.
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Extracdo do DNA - Foi utilizado método de extragcdo com silica. Apds descongelar o
raspado, o mesmo foi centrifugado por 5 minutos 11.000 rpm em microcentrifuga. Foi retirado
0 excesso da solugdo sobrenadante e adicionados 450 ul de solucdo Lysis Buffer e 20 ul de
silica. Seguiu-se agitando o microtubo em vortex por 5 segundos. Os microtubos foram entédo
colocados em repouso no banho seco a 58°C por 20 minutos, seguindo nova agitagdo. O
conteudo foi centrifugado pela terceira vez, por 5 minutos, a 11.000 rpm. O proximo passo foi
lavar o pellet com 450 ul de solugdo Washing Buffer e homogeneizou-se em vortex até dissolver
0 precipitado. Apos duas rodadas de centrifugacdo a 11.000 rpm, descarte do sobrenadamente
e dissolucdo do pellet, foi novamente lavado com Washing Buffer, e posteriormente
centrifugado. O precipitado foi novamente descartado e adicionaram-se 450 ul de etanol 70%,
seguido de centrifugacdo e nova lavagem com 450 pl de acetona.

Ap0s todas essas etapas, seguiu-se com nova centrifugacéo, deixando o pellet em banho
seco com tampa aberta a 58°C por 30 minutos. Os microtubos foram ent&o lavados com 100 pl
de TE (Tris EDTA), vortexados, até dissolver o precipitado, e centrifugados posteriormente.
Finalmente foram colocados em banho seco a 58°C por 24 horas (48 horas, 22 extra¢do). Apds
esse tempo, foi adicionado novamente 100 ul de TE (Tris EDTA) e armazenado até a
amplificacdo pela reacdo em cadeia da polimerase.

Reac¢do em cadeia da polimerase — O DNA extraido foi amplificado pela técnica da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), usando 30pmol dos oligonucleotideos iniciadores:
Direto: 5’ACCCTTTAAGCTGGGTGTCCCAAATAGS' e Reverso: 55CAATATTTATGGG
CTGAACTGACATTS3, 0,5 ul do DNA, 100 uM de dNTPs, 1,5 unidade de Tag DNA
polimerase e 2.5 uL 10X PCR buffer . A mistura foi entdo submetida aos seguintes ciclos: um
ciclo inicial de 95°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de 95°C por um minuto, 60°C por um

minuto, 72°C por um minuto e um ciclo final de 72°C por 10 minutos.

Digestdo enzimatica e eletroforese em gel de poliacrilamida — O produto amplificado
contendo 330 pb foi visualizado por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida 10% corado
com nitrato de prata. Apds esse procedimento, o produto (10uL) da PCR foi clivado com a
enzima de restricdo Mspl (Promega®, Madison, WI) utilizando-se 1 unidade a 37°C por 16
horas. O produto da digestdo foi visualizado em eletroforese em gel de poliacrilamida 15%
corado com nitrato de prata, e os produtos da digestdo foram visualizados como 330pb para o
genotipo AA (selvagem), 293pb e 37bp para AG e 293pb para 0 GG. Para todas as reagdes 0s

controles negativo e positivo foram implementados.
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3.2.5 Processamento dos Dados e Analise Estatistica

A medida que os questionarios eram recebidos pela coordenagdo da coleta, os mesmos
eram conferidos para se verificar se havia alguma informacdo truncada, inadequada ou faltante.
Se fosse 0 caso, a equipe de coleta retornava ao domicilio a fim de retomar a questdo. Uma vez
completo, todos os questionarios foram digitados por dois avaliadores diferentes em mascaras
de dados independentes a fim de possibilitar a consisténcia dos dados. A consisténcia foi
realizada no programa Epilnfo verséo 3.5.4 (Disponivel em:_ www.cdc.gov/epiinfo/) e todas as
inconsisténcias de digitacdo foram corrigidas.

Apos a consisténcia dos dados foi observada baixa taxa de resposta no domicilio e por
individuo. Entretanto, devido a baixa taxa de resposta, no domicilio e por pessoa, utilizou-se o
método de ponderacdo para suavizar o vicio introduzido pela baixa taxa de resposta (KISH,
1965; COCHRAN, 1977; KALTON, 1983). Os pesos de pos-estratificacdo foram construidos
pelo método rake (KALTON, 1983). Esse procedimento ajustou a distribuicdo segundo idade
e sexo da amostra para a populagio de 2012, obtida no bando de dados do Sistema Unico de
Saude (DATASUS). Esse procedimento ajustou a distribui¢do segundo idade e sexo da amostra.
Ao final, também foi conferida a distribuicdo da escolaridade com base na populacéo brasileira
e foram semelhantes.

Contudo, para o inicio das analises estatisticas foram considerados os desfechos de
excesso de peso bem como variaveis de ajuste, avaliando potenciais variaveis, confusdo e

possiveis interacBes, conforme descritas a seguir.

3.2.5.1 Variaveis Dependentes

As variaveis dependentes foram os indicadores de excesso de peso: sobrepeso e
obesidade, obesidade abdominal e excesso de gordura corporal. O Quadro 4 apresenta a

composicao detalhada das variaveis dependentes utilizadas para o estudo.
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Quadro 4 - Descricédo dos desfechos relacionados ao excesso de peso

VARIAVEL DESCRICAO TIPO CATEGORIAS

5ri 0 - Néo

Sobrepeso IMC >25Kg/ m? Categorica _
1-Sim
5ri 0 - Néo

Obesidade IMC > 30 Kg / Categorica _
1-Sim

Circunferéncia abdominal 0 N3
5ri - Néo

Obesidade abdominal > 88 cm para mulheres Categorica 1_si
- Sim

e > 102 cm para homens

Excesso de gordura Gordura corporal > 20% em Categorica 0 - Nao
corporal mulheres e >30% para homens 1-Sim

Fonte: Elaborado para fins deste estudo.

3.2.5.2 Variavel Independente

O polimorfismo do receptor de leptina GIn223Arg foi definido como exposicdo de
interesse principal para este estudo. Foi utilizada a revisdo de literatura como critério principal

de identificacdo das potenciais variaveis de confuséo.

e Variaveis de Confuséo

Todas as associacgdes estatisticas entre o polimorfismo e os desfechos de excesso de peso

foram controladas por potenciais varidveis de confusdo ou interacdo seguindo a

literatura, dentre elas idade, sexo, ingestdo habitual de bebidas alcodlicas, escolaridade

e historia familiar de obesidade (Quadro 5).

Quanto as andlises univariadas e multivariadas, foram utilizadas como medida de
associacdo a Razdo de Prevaléncias (RP), calculada com o auxilio da técnica de regressdo de
Poisson com estimador de variancia robusta, por se tratar de um delineamento transversal cujo
desfecho pesquisado €é frequente (BARROS; HIRAKATA, 2003).




Analise Genética de Fenotipos Cardiometabdlicos 60

Quadro 5 - Descricao da variavel exposicéo principal (Polimorfismo do Receptor de
Leptina GIn223Arg) e potenciais variaveis de confusdo: caracteristicas demograficas,
socioecondmicas, ambientais e comportamentais

EXPOSICAO

PRINCIPAL DESCRIGAO

TIPO

CATEGORIAS

Polimorfismo do
receptor de Leptina
GIn223Arg

LEPR GIn223Arg

Categorica

Alelos
0-G
1- A

Genotipos
0- GG
1- AG
2- AA

VARIAVEIS DESCRICAO

TIPO

CATEGORIAS

Faixa etaria

Faixa etaria (anos)

Categorica

0-18a29
1-30a39
2-40a49
3-50a59
4->60

Sexo Sexo

Categorica

0 — Masculino 1 - Feminino

Cor Cor de pele

Categorica

0 — Branca 1 - N&o Branca

Anos de estudo

Escolaridade (anos)

Categorica

0->12
1-9a1l
2-5a8
3-1a4
4-0

Estado civil Estado civil atual

Categorica

0 — Casado ou unido consensual
1 — Desquitado/divorcidado

2 — Solteiro

3 -Viavo

Ocupagéo Principal ocupagéo

Categorica

0 - Empresa privada

1 - Funcionério publico
2 - Profissional liberal
3 - Trabalho informal
4 - Aposentado

5 - Desempregado

6 - Estudante

Classificagéo

. A Escore ABEPE
socioeconbmica

Categorica

0 - Classe A
1-Classe B
2 —Classe C
3 -Classe D
4 — Classe E

Tabagismo atual ou

Tabagismo
pregresso

Categorica

0 — Néo tabagista
1 — Ex-tabagista
2 — Tabagista

Ingestdo habitual de

Acool X -
bebidas alcodlicas

Categorica

0 - Nao
1-Sim

Historia familiar de
obesidade dos pais

Historia familiar de
obesidade

Categorica

0 — Nenhum deles
1 - Somente o pai
2 — Somente a mée
3 - Ambos

Fonte: Elaborado para fins deste estudo
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Inicialmente, para entrada das varidveis no modelo de regresséo, foram consideradas
aquelas com nivel de significancia de 0,2 (HOSMER et al., 2000) ou quando eram importantes
de acordo com a literatura. Posteriormente, de acordo com o comportamento da terceira variavel
quanto a modificacdo da forca de associacdo das varidveis inseridas no modelo, foram
consideradas aquelas potenciais variaveis de confusdo para ajuste. Ao final, o modelo foi
ajustado pelas variaveis faixa etaria, sexo, tabagismo, ingestdo habitual de bebidas alcodlicas,
escolaridade e historia familiar de obesidade dos pais.

Para a construcdo dos modelos de regresséo finais, foram observados os parametros de
teste de mé&xima verossimilhanca, o teste Wald e o nivel de significancia de 5% (p<0,05) como
critérios para a permanéncia das variaveis no modelo a fim de garantir precisdo estatistica.

Além dos potenciais fatores de confusdo foram testadas possiveis interacdes entre as
variaveis independentes. Nenhuma das variaveis independentes demonstrou interacao pelo teste
de Breslow-Day (LIU, 2005).

Para a verificacdo do equilibrio de Hardy-Weinberg, as frequéncias genotipicas
observadas foram comparadas as frequéncias esperadas, em que, independentemente da
frequéncia genotipica, a frequéncia deve ser ndo significativa, ou seja, espera-se permanecer
sem diferencas ao longo das geragdes subsequentes (SPEICHER et al., 2010).

Por se tratar de plano complexo de amostragem, foram declarados no modulo survey um
nivel de estrato (setor censitario) e a ponderacdo (peso rake) com o objetivo de produzir
estimativas populacionais para o cumprimento dos objetivos propostos. Assim, inicialmente,
foi realizada a analise descritiva dos dados, a qual continha frequéncias absolutas, que seriam
0 namostral sem 0s pesos, e as propor¢oes, levando em consideracdo o desenho amostral + erro
padréo (EP).

Ainda, as analises de regressdo de Poisson foram realizadas dentro do modulo survey,
utilizado como estimador de variancia robusta com o objetivo de minimizar problemas ao
convergir e produz resultados semelhantes aqueles obtidos pelo uso do procedimento padrdo
(COUTINHO et al., 2008). As estimativas ndo ajustadas e ajustadas foram apresentadas, e 0s
intervalos de 95% de confianga (IC 95%), calculados. Por fim, para a analise dos dados foi
utilizado o pacote estatistico Statistical Software for Professional (Stata Corp., Texas, USA),

versao 12 com 0=0,05 e intervalo de confianga de 95%.
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4 RESULTADOS

Os resultados serdo apresentados de acordo com os dois projetos de pesquisa e listados
de acordo com os objetivos da tese. Foram produzidos trés artigos. Um foi publicado referente
ao estudo na area rural descrevendo uma das localidades (Annals of Human Genetics) conforme
anexo (ANEXO F). Adicionalmente, esse estudo foi ampliado para outras duas comunidades
conforme este documento apresenta. Os outros dois artigos foram resultados preliminares do
estudo na area urbana, publicados nas revistas Scholarly Research Network (ISRN) Genetics e
Cardiology Research and Practice e International (ANEXOS G e H). Dessa forma, a presente
secdo serd descrita conforme os principais resultados obtidos ao final dos dois estudos, e 0s

manuscritos estdo em processo de corre¢do ou submisséo.

4.1 Estudo de Herdabilidade, Correlacbes Genéticas e Ambientais de Feno6tipos

Cardiometabolicos em Areas Rurais, Vale do Jequitinhonha, Minas Gerais

4.1.1 Caracteristicas dos Participantes e Descri¢cdo dos Pedigrees

Os resultados das andlises dos pedigrees na populacdo estudada estdo apresentados na
Tabela 1. Foram obtidos dados de 1884 nucleos familiares e 1696 fundadores, totalizando 4907
membros nos pedigrees. Como pode ser observado nessa tabela, foi fenotipada 71,45% da
populacdo acessivel maior que 18 anos. O numero de pedigrees das comunidades foi 25 em
Virgem das Gracas, 20 em Caju e 44 em S&o Pedro do Jequitinhonha. E importante ressaltar
que entre 83 e 93% dos participantes em cada comunidade pertenciam a um mesmo pedigree.

A distribuicdo dos diferentes niveis de parentesco esta apresentada na Tabela 2.
Adicionalmente é mostrado que 931 individuos foram fenotipados (45,6% homens e 54,4%
mulheres) em 89 pedigrees. Deve-se salientar que 24 desses estiveram compostos por 1
individuo (singletons). Como se trata de pedigrees com muitos individuos em uma mesma

familia, foram observadas rela¢des parentais de até décimo grau.
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Tabela 1- Caracteristicas dos pedigrees em Virgem das Gracas (2008), Caju (2009) e Séo
Pedro do Jequitinhonha (2010), Vale do Jequitinhonha, Minas Gerais

Sao Pedro do

Caracteristicas \c/;i:gsg ?S)S Caju (N) JequiEil\rll)honha Total
Familias nucleares 549 505 830 1884
Fundadores 490 472 734 1696
Pessoas isoladas® 4 4 16 24
Membros no pedigree 1470 1299 2138 4907
Pedigree 1 N(%) 1218 (82,9) 1160 (89,3) 1921 (89,9) -
Populago inacessivel® 797 738 1199 2734
Populacéo acessivel 673 561 939 2173
Amostra fenotipada N(%) 288(42,7) 278(49,5) 365(38,8) 931(42,8)
Populacdo acessivel > 18 anos 374 365 564 1303
Amostra adultos fenotipados (%) 77,0 76,1 64,7 71,45

Fonte: Dados da Pesquisa.
Nota:® N&o identificado em familias (singletons); ® Falecido ou ndo vive no local.

A distribuicdo das caracteristicas sociais, antropométricas, clinicas e habitos de vida esta
demonstrada na Tabela 3. A média de idade foi 45,09+18,41 anos, com mediana 42,0, variando
de 18 a 99 anos e com valores semelhantes nas trés localidades (P=0,747; dados ndo mostrados).

A populacdo avaliada foi composta por maioria ndo branca (75,6%), sem cOnjuge
(66%), baixa escolaridade (64,1% com menos de quatro anos de estudo). Quanto ao estado
nutricional, 35% estavam com sobrepeso e 10,6% com obesidade. Quanto a outras doencas
cronicas, 40,4% estavam com pressdo arterial elevada e 5,0% diabetes mellitus, além de habitos
de vida ndo saudaveis, como a ingestdo habitual de alcool (10,2%) e tabagismo (20,5%). Por
fim, as mulheres apresentaram maiores niveis médios de lipidios e IMC, enquanto os homens

apresentaram maior frequéncia na ingestdo de alcool e tabagismo.
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Tabela 2 - Distribuigdo das relagdes parentais dos pedigrees em Virgem das Gracas (2008), Caju (2009) e Sao Pedro do Jequitinhonha
(2010), Vale do Jequitinhonha, Minas Gerais

Sao Pedro do

) Virgem das Gragas Caju Jequitinhonha Total
Relagéo de parentesco
Pedigree Fenotipo Fenotipo Fenotipo  Pedigree  Fendtipo  Pedigree  Fendtipo

(n) (n) (n) (n) (n) (n) (n) (n)
Pedigrees 25 288 20 278 44 365 89 931
Pais-filhos 1855 182 1650 194 2797 176 6288 552
Irmé&os 902 124 700 166 1226 170 2816 460
Avos-Netos 2668 31 2256 47 28 42 8764 123
Avuncular 1994 213 1373 197 3870 239 6160 628
Meio-irmaos 61 4 94 11 298 15 450 30
Primo de primeiro grau “duplo™ 66 20 64 21 19 5 149 46
Outros parentes de 2° grau 1044 79 37 6 125 3 1206 88
3’ grau 10160 722 5411 341 10424 427 25873 1490
4" grau 11141 1070 4138 473 10557 509 25693 2052
5’ grau 9473 1019 2913 304 9691 376 21954 1699
6 grau 5936 512 1458 70 6073 128 13403 710
7" grau 2721 183 386 9 2923 14 6014 206
8’ grau 871 68 33 - 626 - 1530 68
9’ grau 243 7 - - 66 - 309 7
10’ grau 6 - - - - - 6 -
Nao relacionados 694280 27161 653566 31580 1793711 50564 3129582 109305
Total de relagdes conhecidas 49141 4234 20513 1839 48723 2104 120615 8159

Fonte: Dados da Pesquisa. "Primos de primeiro grau “duplo” significa que os pais se casaram na mesma familia, ou seja, um se casou com o irmao do outro, gerando
filhos que sdo considerados duplamente primos.
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Tabela 3 — Distribuigdo das caracteristicas clinicas individuais por sexo na populagéo
total, Vale do Jequitinhonha, Minas Gerais, 2008-2010

Fen6tipos Masculino Feminino Total Va'gf'
N Meédia DP N Média DP N Média DP p

Idade (anos) 425 4572 18,62 506 44,56 18,22 931 45,09 18,41 0,339
IMC (kg/m?) 422 23,22 3,68 504 24,73 4,92 926 23,23 4,35 <0,001
CA (cm) 425 83,85 10,50 505 84,45 12,52 930 83,85 11,64 0,623
Glicose (mg/dL) 397 83,39 19,01 487 83,46 21,75 884 83,55 20,57 0,930
HDL (mg/dL) 394 4855 1585 487 52,66 15,72 881 48,55 15,63 <0,001
LDL (mg/dL) 395 125,61 34,91 487 131,45 4181 882 126,51 38,74 0,015
VLDL (mg/dL) 393 20,46 14,92 487 20,64 11,39 880 20,65 13,08 0,983

Colesterol total 306 194,84 4379 487 20585 4840 883 19570 4621 0,001

mg/dL
SI'ri%licé)rides (mg/dL) 396 105,14 77,44 487 10466 57,16 883 10567 67,16 0,765
PAS (mmHg) 425 13251 22,32 505 129,33 23,30 930 132,65 22,83 0,051
PAD (mmHg) 425 8197 12,72 505 80,15 13,23 930 82,12 13,00 0,023
o N % N % N % valor-
Fenotipos p
Raca/Cor de pele
Branco 83 19,7 143 28,3 226 24,4 0,002
N&o branco 340 80,3 361 71,7 701 75,6
Estado Conjugal
Sem conjuge 285 68,2 321 64,2 606 66,0 0,205
Com cbnjuge 133 31,8 179 35,8 312 34,0
Escolaridade (anos)
Analfabeto 87 23,2 81 17,7 168 20,2 0,002
1-4 175 46,7 191 41,7 366 43,9
5-8 66 17,6 84 18,3 150 18,0
>9 47 12,5 102 22,3 149 17,9
Atividade Fisica
Ativo 364 87,3 419 84,1 783 85,6 0,176
Sedentério 53 12,7 79 15,9 132 14,5
Estado Nutricional
N&o sobrepeso 314 74,4 288 57,2 602 65,0 <0,001
Sobrepeso 108 25,6 215 42,9 323 35,0
Estado Nutricional
Né&o obeso 402 95,3 425 84,5 827 89,4 <0,001
Obeso 20 4,7 78 15,5 98 10,6
Hipertenséo
Né&o 259 60,9 296 58,5 555 59,6 0,449
Sim 166 39,1 210 41,5 376 40,4
Obesidade
abdominal
Né&o 395 92,3 323 64,1 718 77,3 <0,001
Sim 30 7,8 181 21,1 211 22,7
Diabetes Mellitus
Né&o 404 95,3 478 94,8 882 95,0 0,439
Sim 20 52 26 52 46 5,0
Consumo de alcool
Né&o 343 82,7 480 95,8 823 89,8 <0,001
Sim 415 17,23 21 4,2 93 10,2
Tabagismo
Né&o 159 38,1 366 73,4 525 57,4
Ex-tabagista 129 30,9 74 14,8 203 22,1 <0,001
Sim 129 30,9 59 12,0 188 20,5

Fonte: Dados da Pesquisa. Nota: DP: Desvio-padrdo. IMC: Indice de Massa Corporal; PAS: Pressao Arterial Sistélica;
PAD: Pressdo Arterial Diastolica; 2 Tese t ou qui-quadrado entre sexos.
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4.1.2 Estimativa de Herdabilidade

As estimativas de herdabilidade (h+ erro-padrdo) para fendtipos antropométricos,
lipidicos e clinicos foram calculadas, e 0 modelo ndo ajustado (Modelo 1) e ajustado por sexo,
idade e cor de pele (Modelo 2) estdo apresentados na Tabela 4.

As estimativas de herdabilidade foram consideradas moderadas, variando de 40 a 48%
para 0s niveis de lipideos; 58% e 60% para IMC e circunferéncia abdominal (CA),
respectivamente, e em torno de 30% para niveis pressoricos quando ajustadas. De forma geral,
para os tracos de adiposidade (IMC e CA), as herdabilidades ficaram em torno de 60%, e por
outro lado, as estimativas pressao arterial sistolica e diastolica em torno de 30%.

Efeitos significativos de conglomerado correspondente ao domicilio (household) foram
encontrados para o HDL (c?=0,21+0,05; p<0,001); VLDL (c?=0,10+0,04; p<0,01); hipertensdo
(c?=0,14+0,06; p=<0,015); dados n&o mostrados.

Tabela 4 - Estimativas da herdabilidade dos fenétipos cardiometabdlicos nos modelos
nao ajustados e ajustados na populagéo total, Vale do Jequitinhonha, Minas Gerais,

2008-2010

Fen6tipos h? EP Valor-p h? EP  Valor-p

(N=931) Modelo 1 Modelo 2%
HDL (mg/dL) 0,44 0,06 <0,001 0,42 0,06 <0,001
LDL (mg/dL) 0,33 0,06 <0,001 0,48 0,06 <0,001
Colesterol total (mg/dL) 0,31 0,06 <0,001 0,47 0,06 <0,001
Triglicérides (mg/dL) 0,32 0,06 <0,001 0,44 0,06 <0,001
VLDL (mg/dL) 0,34 0,06 <0,001 0,40 0,06 <0,001
IMC (kg/m?) 0,60 0,06 <0,001 058 0,06 <0,001
CA (cm) 0,50 0,06 <0,001 0,60 0,06 <0,001
PAS (mmHg) 0,18 0,06 <0,001 0,31 0,07 <0,001
PAD (mmHg) 0,20 0,06 <0,001 0,28 0,07 <0,001

Fonte: Dados da pesquisa.

Nota: Todas as varidveis bioguimicas sofreram previamente transformagao logaritmica. h?: Herdabilidade; HDL:
Lipoproteina de alta densidade; LDL: Lipoproteina de baixa densidade; VLDL:Lipoproteina de muito baixa
densidade; IMC: indice de Massa Corporal; CA: Circunferéncia abdominal; PAS: Pressdo arterial sistolica; PAD:
Pressao arterial diastolica;  Ajustado por sexo, idade e cor de pele.
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4.1.3 Correlacbes Genética e Ambiental

A correlagdo genética significativa entre fendtipos sugere a existéncia de regulacdo das
vias metabdlicas pelo mesmo gene ou conjunto de genes (pleiotropia). As correlagdes genéticas
e ambientais estdo apresentadas na Tabela 5.

Sendo assim, todas as possiveis combinagdes entre lipoproteinas e colesterol total foram
realizadas. Em relacdo aos pares de tracos lipidicos, a maioria dos pares mostrou correlagdo
genética (pg) significativa. Efeitos genéticos moderados e altos foram observados entre 0s pares
de lipideos. Considerando os valores do modelo ajustado, os maiores valores de py foram
encontrados nos pares de fenotipos triglicérides — VLDL (pg=0,99), de colesterol total - LDL
(pg=0,90) seguido por colesterol total — VLDL (pg=0,54), triglicérides — colesterol total
(pg=0,58) e triglicérides — LDL (pg=0,42). A maioria dos pares mostraram maiores niveis de
correlacdo apos ajuste ou se tornaram significativos, exceto HDL- LDL permanecendo nédo
significativo apds ajuste (Modelo 2).

Para a maioria dos pares de fendtipos avaliados, a correlagdo genética demonstrou
pleiotropia incompleta. Isso significa que eles possuem um background genético na
determinacdo dos pares, entretanto ndo de um mesmo lécus. Foi encontrada pleiotropia
completa entre triglicérides - VLDL mantendo-se apds ajustado por sexo, idade e cor de pele.
Entdo, o metabolismo dos triglicérides e o do VLDL séo controlados por um mesmo gene ou
conjunto de genes.

Em relacdo as correlagdes entre os indices de excesso de peso (IMC e CA) com niveis
lipidicos, o IMC e CA foram correlacionados com triglicérides (py=0,35 e 0,43,
respectivamente) e com VLDL (pg=0,37 e 0,45, respectivamente). A CA ainda foi
correlacionada com HDL (pg= -0,35). Outras correlagdes significativas foram encontradas
entre pressdo arterial sist6lica e diastolica com triglicérides (pg= 0,38 e 0,63, respectivamente)
e com VLDL (ps= 0,39 e 0,59, respectivamente). A pressdo sistdlica ainda foi
significativamente correlacionada com HDL (pg= -0,29) e a diastdlica com colesterol total
(pg=0,32).
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Tabela 5 - Correlagdo genética e ambiental entre fenotipos cardiometabolicos na populacédo total, Vale do Jequitinhonha, Minas Gerais,

2008-2010

Pares de fendtipos Py +EP Pa +EP pr pe +EP pa +EP pe
Triglicérides - HDL -0,13? 0,11 -0,172 0,07 -0,15 -0,15 0,11 -0,20? 0,07 -0,18
Triglicérides - LDL 0,422 0,12 0,412 0,06 0,41 0,422 0,12 0,412 0,06 0,35
Triglicérides - Colesterol total 0,542 0,10 0,528 0,05 0,53 0,582 0,08 0,39¢ 0,06 0,47
Triglicérides - VLDL 0,99%P 0,0002 0,99 0,0003 0,99 0,990 0,0002 0,992 0,0003 0,99
HDL - LDL -0,06 0,12 -0,001 0,07 -0,02 -0,04 0,11 -0,06 0,08 0,11
HDL - Colesterol total 0,332 0,11 0,252 0,06 0,28 0,292 0,10 0,262 0,07 0,27
HDL - VLDL -0,16 0,12 -0,16? 0,06 -0,16 -0,18 0,11 -0,19? 0,07 -0,18
Colesterol total - LDL 0,872 0,03 0,922 0,01 0,90 0,90% 0,02 0,892 0,01 0,90
Colesterol total - VLDL 0,50% 0,11 0,552 0,05 0,54 0,542 0,09 0,442 0,06 0,48
LDL- VLDL 0,402 0,12 0,412 0,05 0,41 0,462 0,10 0,262 0,07 0,34
IMC - Triglicérides 0,372 0,10 0,212 0,08 0,28 0,352 0,10 0,222 0,08 0,28
IMC - HDL -0,12 0,10 -0,17 0,09 -0,14 -0,19 0,10 -0,18? 0,08 -0,18
IMC - Colesterol total 0,13 0,12 0,222 0,08 0,17 0,07 0,10 0,232 0,09 0,14
IMC - LDL 0,03 0,12 0,322 0,08 0,17 -0,001 0,11 0,352 0,09 0,16
IMC - VLDL 0,412 0,11 0,202 0,08 0,28 0,372 0,10 0,212 0,08 0,28
CA - Triglicérides 0,372 0,10 0,382 0,06 0,37 0,432 0,09 0,232 0,08 0,32
CA- HDL -0,33? 0,10 -0,02 0,08 -0,17 -0,35? 0,09 -0,04 0,08 -0,20
CA - Colesterol total 0,08 0,12 0,422 0,06 0,27 0,16 0,10 0,202 0,09 0,18
CA- LDL 0,09 0,12 0,422 0,07 0,28 0,18 0,10 0,222 0,09 0,20
CA-VLDL 0,392 0,11 0,372 0,06 0,37 0,452 0,10 0,222 0,08 0,32

(Continua)
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(Concluséo)

Pares de fendtipos Py +EP Pa +EP pr Py +EP pa +EP pe€
PAS - Triglicérides 0,26 0,17 0,26% 0,06 0,25 0,38 0,14 0,02 0,07 0,15
PAS - LDL -0,04 0,19 0,33% 0,06 0,23 0,21 0,13 -0,006 0,08 0,07
PAS - Colesterol total -0,15 0,19 0,40% 0,05 0,26 0,13 0,13 0,08 0,07 0,10
PAS - HDL -0,41° 0,18 0,18 0,06 0,01 -0,29° 0,14 0,16% 0,07 -0,003
PAS - VLDL 0,27 0,18 0,25% 0,06 0,25 0,39% 0,15 0,02 0,07 0,15
PAD - Triglicérides 0,51* 0,18 0,20% 0,06 0,27 0,63% 0,16 0,04 0,07 0,23
PAD - LDL 0,07 0,18 0,28% 0,06 0,22 0,26 0,14 0,10 0,08 0,14
PAD - Colesterol total 0,12 0,17 0,31% 0,06 0,26 0,32% 0,13 0,14 0,07 0,20
PAD - HDL -0,09 0,15 0,08 0,06 0,03 -0,05 0,14 0,07 0,07 0,03
PAD - VLDL 0,55% 0,19 0,18 0,06 0,20 0,59* 0,15 0,05 0,07 0,23

Fonte: Dados da pesquisa.

Nota: Todas as varidveis bioquimicas sofreram previamente transformagdo logaritmica. pg: Correlacdo genética; pa: Correlagdo ambiental; ps. Correlacéo
fenotipica. HDL: Lipoproteina de alta densidade; LDL: Lipoproteina de baixa densidade; VLDL: Lipoproteina de muito baixa densidade; IMC: indice de Massa
Corporal; CA:Circunferéncia abdominal; PAS: Pressdo arterial sistdlica; PAD: Pressdo arterial diastolica; EP: Erro padréo. 2. Estatisticamente diferente de zero 0.
b Nio estatisticamente diferente de + 1. ©.Ajustado por sexo, idade e cor de pele (N=931).
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Além disso, correlagdes ambientais significativas também foram encontradas entre
muitos pares de fenétipos, mas, em geral, foram baixas, exceto triglicérides — VLDL (pa =
0,99), colesterol total - LDL (pa= 0,89), sequido pelo colesterol total - VLDL (pa =0,44) e
triglicérides — LDL (pa = 0,41). As outras associa¢fes foram em torno de 0,39 ou menos.

Por outro lado, o IMC e a CA demonstraram correlagbes ambientais significativas em
tracos que ndo revelaram correlagdes genéticas para alguns pares de fenotipos (HDL, LDL,
colesterol total para IMC, e LDL e colesterol total para CA). Isso significa que, para alguns
fendtipos, o ambiente prevalece na regulacdo conjunta daqueles fendtipos em questdo. Por
exemplo, o colesterol total e LDL n&o foram correlacionados geneticamente com IMC e CA,

mas demonstraram correlagcdo ambiental significativa.

4.2 Estudo da Associacdo dos Fatores Cardiometabdlicos, Polimorfismo do Receptor de
Leptina GIn223arg e Indicadores de Excesso de Peso

4.2.1 Caracteristicas dos Participantes e Descri¢cdo da Populacao

A amostra final foi constituida de 808 participantes, selecionados a partir de 46 setores
censitarios. A frequéncia de homens que aceitaram participar do estudo foi de 34,9% (282) e
de mulheres 65,1% (526), havendo necessidade de se construirem pesos de pds-estratificacdo
considerando a idade e sexo com a base no censo populacional da cidade de Montes Claros.

A distribuicdo das caracteristicas demograficas e socioecondmicas de acordo com o
sexo esta apresentada na Tabela 6. A faixa etaria de maior prevaléncia foi de 18 a 29 anos 33,4%
(2,0), de cor parda/negra 82,3% (1,6), em unido (conjuge) 54,6% (2,1), de 9 a 11 anos de
escolaridade 45,7% (1,9), sem historico familiar de obesidade dos pais 83,4% (2,2), trabalhando
em empresa privada 23,8% (1,9) e de classe C 59,8% (2,7), que representa em média entre as
classes C1 e C2 um ganho de mensal familiar de R$960,39. Somente a ocupacdo e estado civil
demonstraram diferenca na distribuicdo por sexo, sendo as mulheres mais frequentemente

encontradas sem conjuge 50,9% (2,2) e com trabalho informal 31,3% (2,5).
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Tabela 6 - Distribuicao da populagdo estudada segundo as caracteristicas demograficas
e socioecondmicas de acordo com o sexo. Montes Claros, Minas Gerais, 2012-2013

Sexo
o Total - — ¢
Variaveis Masculino Feminino  Valor-p

n? %°+(EP) %"+ (EP) %"+ (EP)

Idade (anos)

18a29 209 33,4 (2,0) 32,9 (2,7) 33,8 (2,4)

30a39 150 22,3 (2,0) 24,5 (2,8) 20,4 (2,0)

40 a 49 138 16,6 (1,5) 13,1 (2,0 19,8 (1,5) 0,061
50a59 140 14,6 (1,3) 15,7 (2,1) 13,7 (1,5)

>60 171 13,1 (1,2) 13,8 (1,7) 12,4 (1,3)

Ragca/ Cor de pele*

Branca 154 17,7 (1,6) 16,3 (2,4) 18,9 (1,8) 0,362
Parda/Negra 652 82,3 (1,6) 83,7 (2,4) 81,1 (1,8)

Estado Conjugal

Com cdnjuge 447 54,6 (2,1) 60,7 (3,1) 49,1 (2,2) 0,002
Sem conjuge 361 45,4 (2,1) 39,3(3,1) 50,9 (2,2)
Escolaridade (anos)

>12 115 15,0 (1,9) 12,0 (2,2) 17,6 (2,4)

9all 320 45,7 (1,9) 48,7 (3,2) 42,9 (2,8) 0.260
5a8 109 13,3 (1,4) 13,1 (2,1) 13,3 (1,5) ’
la4d 200 20,6 (1,6) 20,3 (1,5) 20,8 (1,5)

Analfabeto 62 5,5(0,9) 55 (1,4) 5,4 (0,8)

Historico familiar de

obesidade

Nenhum 674 83,4 (2,2) 84,4 (3,2) 82,4 (3,2) 0,563
Mae 81 10,6 (1,6) 8,9 (2,4) 12,1 (1,8)

Pai 27 3,3(0,8) 3,7(1,4) 2,9 (0,9)

Ambos 25 2,7 (0,8) 3,0(1,1) 2,6 (0,7)

Principal ocupacéo

Empresa privada 161 23,8 (1,9) 29,9 (3,4) 18,3 (2,0)
Funcionério publico 53 5,6 (1,0) 3,5 (1,0) 7,5 (1,3)

Profissional liberal 128 19,1 (1,9) 28,0 (3,2) 11,2 (1,5) <0.001
Trabalho informal 180 18,5 (1,4) 4,3 (1,3) 31,3 (2,5) '
Aposentado 155 13,4 (1,5) 16,8 (2,4) 10,4 (1,4)
Desempregado 79 11,2 (1,4) 10,6 (2,0) 11,8 (1,8)

Estudante 52 8,2 (1,2) 6,9 (1,6) 9,5(1,3)

Classe social

AeB 159 19,5 (3,0) 22,0 (3,6) 17,2 (3,1)

C 468  59,8(27)  59,0(35) 60,5 (2,8) 0,213
DeE 179 20,7 (2,4) 18,9 (3,2) 22,2 (2,6)

Fonte: Dados da pesquisa.
Nota:  n = valores amostrais. ® Propor¢des populacionais. p<0,05 para a diferenca entre sexos (teste qui-
quadrado); ¢ Parda/Negra contempla os participantes pardos, mulatos, morenos, caboclos e negros.
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4.2.2 Caracteristicas Clinicas, Estado Nutricional e Habitos de Vida

Quanto as variaveis do estado nutricional (Tabela 7), foi observado que 31,3% (1,8) da
populacdo estava com sobrepeso; 19,4% (1,7) obesidade; 26,8% (1,8) com circunferéncia
abdominal (CA) elevada e 49,1% (1,7) com excessiva gordura corporal.

As mulheres tinham maior prevaléncia de CA elevada 36% (2,0) em compara¢do com
0s homens 15,6% (2,5), 'p<0,001.

Quando as variaveis clinicas foram estimadas, 34,9% (1,5) apresentaram pressao arterial
elevada e 6,4% (0,01) glicemia alterada. Por fim, 9,5% (1,6) relataram tabagismo atual; 34,2%
(2,7) ingestdo frequente de bebida alcodlica; 32,4% (1,8) autorrelataram a satide como regular;
19,5% (2,1) eram sedentérios e 33,4% (1,8) faziam uso de medicamentos continuos. Os homens
fumavam 14,9% (3,2) e bebiam 42,1% (4,0) mais em comparagdo as mulheres, além de serem
mais sedentarios 23,1% (3,3), e utilizavam mais medicamentos continuos 33,4% (1,8);
(p<0,05).

4.2.3 Frequéncia do Polimorfismo GIn223arg e sua Associagdo com Fenotipos

Cardiometabdlicos

As frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo LEPR GIn223Arg estdo
apresentadas na Tabela 8. Foi observada maior frequéncia alélica de A 63,6% (2,8) e maior
frequéncia genotipica do heterozigoto AG 49,3% (3,6), ndo se diferenciando entre sexos. As
frequéncias genotipias estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg (p>0,05), demonstrando que a

frequéncia observada foi semelhante a esperada na populagéo considerando as geragoes.
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Tabela 7 - Distribuicao da populagdo estudada segundo caracteristicas antropométricas,
clinicas e estilo de vida de acordo com o sexo. Montes Claros, Minas Gerais, 2012-2013

Total Sexa

Variaveis Masculino Feminino  Valor-p°
N %"+ (EP) %°+(EP) %"+ (EP)

Estado Nutricional

Baixo peso 38 5,2 (1,0) 5,0(1,2) 5,3(1,2)
Eutrofia 332 44,4 (2,0) 45,9 (2,9) 43,1 (2,9) 0,119
Sobrepeso 264 31,0 (1,8) 33,5 (3,5) 28,9 (1,7)
Obesidade 170 19,4 (1,7) 15,6 (2,5) 22,7 (1,9)
Obesidade abdominal
Nao 537 73,2 (1,8) 84,2 (2,5) 63,4 (2,0) <0,001
Sim 268 26,8 (1,8) 15,8 (2,5) 36,6 (2,0)
Gordura corporal (%)
Normal 320 50,9 (1,7) 51,8 (2,7) 50,1 (2,4) 0,658
Elevada 398 49,1 (1,7) 48,2 (2,7) 49,8 (2,3)
Pressao Arterial
Normal 476 65,1 (1,5) 56,9 (3,0) 65,4 (2,3) 0,913
Elevada 332 34,9 (1,5) 35,1 (3,0) 34,6 (2,3)
Glicemia
Normal 688 93,6 (0,01) 92,4 (0,01) 94,5 (0,01) 0,160
Elevada 60 6,4 (0,01) 7,6 (0,01) 5,5 (0,01)
Tabagista
Nao 604 75,3 (1,8) 65,6 (3,5) 84,0 (1,8) <0.001
Ex-tabagista 135 15,1 (1,2) 19,4 (2,0) 11,3 (1,4) '
Sim 69 9,5 (1,6) 14,9 (3,2) 4,7 (1,1)
Consumo de alcool
Nao 246 65,8 (0,02) 57,9 (4,0) 72,9 (2,4) <0,001
Sim 561 34,2 (0,02) 42,1 (4,0) 27,1 (2,4)
Autorrelato de saude
Muito bom/ Bom 447 60,4 (1,8) 64,3 (3,4) 56,8 (2,2) 0.163
Regular 292 32,4 (1,8) 29,3 (2,8) 35,3 (1,8) '
Ruim/ Muito ruim 70 7,2 (1,0) 6,4 (1,5) 7,9 (1,0)
Atividade Fisica
Ativo 638 80,5 (2,1) 76,9 (3,3) 83,6 (1,9) 0,024
Sedentario 170 19,5 (2,1) 23,1 (3,3) 16,4 (1,9)
Uso de medicamento
Nao 334 66,6 (1,8) 25,2 (2,5) 40,8 (2,2) <0,001
Sim 472 33,4 (1,8) 74,8 (2,5) 59,2 (2,2)

Fonte: Dados da pesquisa.
Nota: 2 n = valores amostrais. ® Proporcdes populacionais. : °p<0,05 para a diferenca entre sexo masculino e
feminino (teste qui-quadrado).
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Tabela 8 - Distribuicao alélica, genotipica e das frequéncias observadas e esperadas do
polimorfismo do LEPR GIn223Arg segundo sexo na populacédo urbana de Montes
Claros - Minas Gerais, 2012-2013

Total Sex0
Variaveis Masculino Feminino Valor-p°
n? %" + (EP) %°+(EP) %"+ (EP)
Alelos
A 961 63,6 (2,8) 63,9 (3,7) 65,0 (2,9)
G 563 36,4 (2,8) 39,1 (3,7) 35,0 (2,9) 0,223
Genotipos
AA 294 38,4 (3,2) 39,3 (3,8) 37,5(3,7)
AG 373 49,3 (3,6) 46,2 (4,2) 52,1 (3,9) 0,170
GG 95 12,3 (1,7) 14,4 (2,5) 10,4 (1,7)
. Frequéncia Frequéncia ) .
Genotipos X Valor-p
observada esperada
AA° 38,4 39,8
AG 49,3 46,6 0,337 0,561
GG 12,3 13,7

Fonte: Dados da pesquisa.

Nota: 2 n = valores amostrais. ® Proporcdes populacionais. °p<0,05 para a diferenca entre sexo masculino
e feminino (teste qui-quadrado). daA: Homozigoto “selvagem”; AG: Heterozigoto; GG: Homozigoto

variante; 2 valor do qui-quadrado. ®Valor-p < 0,05 para diferencas entre frequéncia observada e
esperada para verificacdo do equilibrio de Hardy-Weinberg.

A fim de investigar potenciais associagdes do gendtipo LEP GIn223Arg, anélises

univariadas foram realizadas conforme dados da Tabela 9. Como pode ser observado, ndo foram

encontradas associagOes significativas entre o genotipo e as varidveis, nem mesmo testando

diferentes agrupamentos dos grupos de genétipo (AG + GG versus AA ou ainda GG versus AG

+ AA,; dados ndo mostrados). Portanto, optou-se por mostrar os valores em trés categorias.
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Tabela 9 - Distribuicao da populagdo estudada segundo grupos de genotipos. Montes
Claros, Minas Gerais, 2012-2013

Genotipos
Variaveis Total AA AG GG Valor-p*
%" + (EP)
Estado Nutricional
Baixo peso 5,2 (1,0 4,6 (1,3) 6,2 (1,7) 2,6 (1,6)
Eutrofia 45,3 (2,0) 44,6 (3,5) 43,7 (3,1) 53,6 (6,4) 0.423
Sobrepeso 30,9 (1,7) 29,4 (2,4) 32,1 (2,7) 30.6 (4,9) ’
Obesidade 19,7 (1,4) 21,5 (2,4) 17,9 (2,3) 13,0 (3,1)
Obesidade abdominal
Néo 74,1 (1,7) 70,9 (3,4) 75,2 (2,2) 79,5 (3,5) 0.224
Sim 25,9 (1,7) 29,1 (3,4) 24,8 (2,2) 20,5 (3,5) ’
Gordura corporal (%)
Normal 51,8 (1,7) 49,2 (2,8) 52,3 (2,8) 57,9 (1,7) 0.444
Elevada 48,1 (1,7) 50,8 (2,8) 47,6 (2,8) 48,1 (1,7) ’
Glicemia (mg/dL)
Normal 93,6 (0,01) 92,8(0,01) 93,8(0,01) 94,9(0,01) 0.728
Alterada 6,4 (0,01) 7,1 (0,01) 6,1 (0,01) 5,0 (0,01) ’
Presséo arterial (mmHg)
Normal 64,9 (1,5) 63,7 (2,6) 66,0 (1,8) 64,4 (5,1) 0,791
Elevada 35,1 (1,5) 36,3 (2,6) 34,0 (1,8) 35,6 (5,1)

Fonte: Dados da pesquisa.
Nota: 2 n = valores amostrais. ® Proporgdes populacionais. ©p<0,05 para a diferenca entre sexo masculino e feminino
(teste qui-quadrado).

Em relacdo as analises multivariadas, os diferentes desfechos de excesso de peso foram
comparados ao gendtipo, usando as estimativas do valor da razdo de prevaléncias ndo ajustada
e ajustada, como pode ser observado na Tabela 10. Ndo foram observadas associa¢Oes entre o
genotipo e os desfechos de excesso de peso, mesmo quando ajustadas por potenciais variaveis
de confusdo, como idade, sexo, fumo, ingestdo habitual de bebidas alc6olicas, escolaridade e
historia familiar de obesidade parental.
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Tabela 10 - Associacéo do polimorfismo LEPR GIn223Arg e indicadores de excesso de
peso. Montes Claros, Minas Gerais, 2012-2013

Genotipo RP 1C95% Valor-p RP ajustada® 1C95% Valor-p

Sobrepeso (IMC>25Kgm®)

GG 1 - 1 -
AG 1,14 0,81-1,60 0,423 1,15 0,86-1,54 0,318
AA 1,16 0,82-1,63 0,372 1,14 0,86-1,52 0,342

Obesidade (IMC>30Kgm®)

GG 1 - 1 -
AG 1,37 0,77-2,42 0,264 1,38 0,75-2,53 0,283
AA 1,64 0,95-2,84 0,072 1,61 0,96-2,72 0,068

Obesidade abdominal (CA > 88 cm para mulheres e > 102 cm para homens)

GG 1 - 1 -
AG 1,21 0,82-1,78 0,323 1,14 0,77-1,67 0,495
AA 1,42 0,91-2,22 0,117 1,28 0,86-1,91 0,209

Porcentagem de gordura corporal (% GC > 20 homens e > 30% nas mulheres)

GG 1 - 1 -
AG 1,13 0,79-1,60 0,481 1,16 0,87-1,56 0,289
AA 1,20 0,84-1,72 0,295 1,20 0,90-1,59 0,192

Fonte: Dados da pesquisa.

Nota: RP: Razdo de prevaléncia. IMC: indice de Massa Corporal. CA: Circunferéncia abdominal. %GC:
Percentual de gordura corporal. # Ajustado por idade, sexo, fumo (sim/ex-fumante/ndo), ingestdo habitual de
bebidas alcodlicas (sim/ndo), escolaridade (anos) e histdria familiar de obesidade parental.
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5 DISCUSSAO

5.1 Herdabilidade, Correlaces Genéticas e Ambientais de Fendtipos Cardiometabolicos

em Areas Rurais, Vale do Jequitinhonha, Minas Gerais

Neste estudo, foram estimadas as herdabilidades de niveis lipidicos, IMC,
circunferéncia abdominal e niveis pressoricos, utilizando também o método de componentes de
variancia multivariado para calculo das correlagBes genéticas e ambientais. Essas estimativas
explicam o percentual da variacdo do traco resultante do efeito poligénico aditivo.

Foi observada neste estudo herdabilidade moderada para fenétipos cardiometabélicos.
Os menores valores de estimativas foram encontrados para niveis pressoricos (h? ~ 0,30) e
niveis lipidicos (h? ~ 0,40), enquanto que as maiores estimativas foram encontradas entre os
indicadores de adiposidade (h? ~ 0,60).

Portanto, todos os tracos considerados na analise mostram evidéncias de agregacéao
familiar com outros estudos de familia (MITCHELL et al., 1996; NORTH et al., 2003,
BOCHUD et al., 2005; KULLO et al., 2005; LIN et al., 2005; TANG et al., 2006; ZABANEH
et al., 2009; DIVERS et al., 2010; BIINO et al., 2013).

A mais interessante evidéncia para justificar a analise genética dos niveis lipidicos €
compreender que sdo fatores de risco importantes para o desenvolvimento e progressdo da
sindrome metabodlica e doencas cronicas, como doencas cardiovasculares e diabetes. Existe uma
grande variacdo nos valores de herdabilidade para fenotipos relacionados aos niveis lipidicos
na literatura. Na maioria das vezes, os dados sdo apresentados como componentes da sindrome
metabdlica por estarem incorporados nos critérios de diagnostico dessa sindrome (MAYER et
al., 1996; WANG et al., 2009), diabetes mellitus (FREEMAN et al., 2002; GARVEY et al.,
2003; DIVERS et al., 2010) ou relacionadas as doencas cardiovasculares como hipertensao
(PAUSOVA et al., 2001; SNIEDER et al., 2003; HSU et al., 2005).

Entre os estudos encontrados na literatura em diferentes populagdes e regides no mundo
(Quadros 1 e 2), as estimativas de herdabilidade variaram de 19% a 56% para triglicerideos, de
29% a 62% para HDL, de 29% a 53% para colesterol total e de 26% a 42% para LDL
(MITCHELL et al., 1996; FREEMAN et al., 2002; CHIEN et al., 2003; McQUEEN et al.,
2003; NORTH et al., 2003; LIN et al., 2005; PILIA et al., 2006; BOSY-WESTPHAL et al
2007; BASTARRACHEA et al 2007; OLIVEIRA et al., 2008; TANG et al., 2006; ZABANEH
et al., 2009; VATTIKUTI et al., 2012).
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Dentre os indicadores de excesso de peso, o IMC é o fendtipo antropométrico mais
amplamente analisado e demonstra grande variagdo entre os estudos (30% a 80%), assim como
a circunferéncia abdominal (CA), que varia de 17% a 54% (CHIEN et al., 2003; LIN et al.,
2005; DE OLIVEIRA et al., 2008), chegando a 75% em estudos de gémeos (LEE et al., 2010).

Adicionalmente, as pressdes diastolica e sistlica foram avaliadas, e os resultados foram
similares a outros estudos (NORTH et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2008), embora esses valores
também mostrem grande variagdo na literatura, sendo de 16% a 46% para pressdo arterial
sistélica e de 21% a 34% para pressdo arterial diastolica (MAHANEY et al., 1995; FREEMAN
et al., 2002; CHIEN et al., 2003; NORTH et al., 2003; FAVA et al., 2004; BOCHUD et al.,
2005; LIN et al., 2005; NORTH et al., 2006; PILIA et al., 2006; TANG et al., 2006; BOSY-
WESTPHAL et al., 2007; BASTARRACHEA et al., 2007; CHIEN et al., 2007; OLIVEIRA et
al., 2008; ZABANEH et al., 2009; VATTIKUTI et al., 2012; BIINO et al., 2013).

Sdo escassos 0s estudos genéticos quanto a herdabilidade no Brasil. Mesmo ap6s
extensa revisdo de literatura, poucos estudos foram encontrados. Somente dois foram
relacionados aos estudos de familia envolvendo fatores cardiometabdlicos, sendo o primeiro
em Baependi - MG (OLIVEIRA et al., 2008), relacionado a sindrome metabélica, e o segundo
em Niter6i (MIRANDA CHAGAS et al., 2011), com niveis lipidicos em populacdo atendida
pelo Programa de Saude da Familia, ambos em &rea urbana. Os outros poucos estudos genéticos
de familia foram realizados quanto & herdabilidade, investigando infeccbes por
esquistossomose em Governador Valadares (BETHONY et al.,, 2001) e em éarea rural de
Salvador (GRANT et al., 2008) ou ancilostomiase (QUINNELL et al., 2010), em
Americaninhas, norte de Minas Gerais. Para 0 nosso conhecimento, este é o primeiro estudo
com fatores cardiometabdlicos em area rural em estudo de familia no Brasil.

Vale ressaltar que, para a localidade de Virgem das Gracas, os fen6tipos lipidicos foram
mostrados em publicacdo prévia do grupo de pesquisa (VELASQUEZ-MELENDEZ et al.,
2007b). Este estudo é uma ampliacdo desse primeiro realizado contemplando outras duas
comunidades (Caju e Sdo Pedro do Jequitinhonha), incorporando os fen6tipos coletados nas
ultimas linhas de base.

Retomando os estudos nacionais com o foco de interesse, o estudo de Oliveira et al.
(2008) mostrou herdabilidades pouco menores para as pressdes arterial sistdlica (h? = 31%) e

diastolica (h? = 28%), considerando os modelos ajustados.
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Quando analisadas as herdabilidades para niveis lipidicos, os autores encontraram
valores menores, sendo HDL (h? = 32%) e triglicérides (h? = 28%), enquanto no presente estudo
os valores ficaram em torno de 40% ou superior. Nesse mesmo sentido, a herdabilidade para
CA foi de 40% no estudo anterior, enquanto no presente estudo foi de 60%.

Essas diferengas sugerem que a estimativa da variancia genética pode mudar, por
exemplo, se as frequéncias alélicas se alterarem (devido a selecdo ou endogamia), ou, ainda, se
novas variantes entram na populacdo por migracdo ou mutacdo (MANOLIO et al., 2009;
MINIHANE, 2013; VISSCHER et al, 2008).

Adicionalmente, um mesmo fendtipo medido ao longo da vida de um individuo pode
apresentar diferentes efeitos genéticos e ambientais de modo a que as variancias podem nao se
manter constantes pela influéncia dos fatores genéticos e ambientais ao longo da vida
(VISSCHER et al, 2008).

De fato, a herdabilidade reflete possiveis contribuicdes genéticas para variancias
fenotipicas, sendo o primeiro passo para justificar esforcos de se realizar analises genéticas mais
avancadas sobre fatores de risco das doengas cronicas conforme discutido anteriormente.
Entretanto, vale a pena ressaltar que a herdabilidade é um fendmeno especifico de cada
populacgdo, ou seja, os valores de herdabilidade podem variar segundo modifcagOes ambientais
entre populagdes e temporais em uma mesma populacdo (MANOLIO et al., 2009; MINIHANE,
2013).

Outra justificativa para a diferenca dos valores de herdabilidade entre os estudos inclui
o conceito de herdabilidade faltante ou missing heritability, que é considerada um problema,
uma vez que genes individuais ndo justificam grande parte da herdabilidade das doencas,
comportamentos e outros fenétipos avaliados (MANOLIO et al., 2009). Por exemplo, um dos
resultados mais surpreendentes dos estudos GWAS tem sido que eles uniformemente
encontram apenas SNPs de efeito muito pequeno, e mesmo a soma dos efeitos de todas as
associagdes de SNP que sdo encontrados normalmente na literatura explica apenas um pequeno
percentual do total da variancia genética (MANOLIO et al., 2009; SPEICHER et al., 2010).

Portanto, esse € um problema que tem implicacGes significativas para a saude publica,
uma vez que a susceptibilidade de uma pessoa a doenca pode depender mais do efeito
combinado de genes muitas vezes ndo relacionados inicialmente ou de modificacGes
epigenéticas. Assim, a maioria dos estudos encontram valores elevados de herdabilidade,
enquanto os estudos mais avancgados encontram fraca ou falta de associacdo nos estudos de
polimorfimos genéticos, haplétipos ou de larga escala, como o GWAS (MANOLIO et al.,
2009, MINIHANE, 2013).
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Além da herdabilidade, a analise de pleiotropia € uma estratégia que correlaciona dois
fendtipos sugerindo a existéncia de ligacdo genética na regulacdo dos mesmos, isto €, mostra a
existéncia de fenotipos que sdo regulados, totalmente ou em parte, pelos mesmos genes
(ALMASY et al., 1997).

Essas relacbes podem ser uteis na identificacdo de loci responsaveis por essas
associacOes entre fenotipos de suscetibilidade a doengas cronicas e, ainda, poderia ajudar na
elucidacdo da arquitetura genética desses tragos (KULLO et al., 2005).

Foi encontrada pleiotropia incompleta para a maioria dos pares de fenétipos avaliados,
seja entre lipideos ou entre indicadores de excesso de peso e lipideos. Como o teste é baseado
na hipotese de pleiotropia completa, por isso valor-p diferente de + um, os resultados indicam
que efeitos por genes ndo compartilhados adicionais contribuem para os fendtipos avaliados
(EDWARDS et al., 1999).

Além da pleiotropia incompleta, foi encontrada pleiotropia completa entre niveis de
triglicérides e VLDL, isso significa que um mesmo gene ou conjunto de genes é responsavel
por esses fendtipos (SIVAKUMARAN et al., 2011). As evidéncias de pleiotropia séo
abundantes e comuns entre tracos e, consequentemente, entre fendtipos cardiometabolicos,
tendo implicagdes no desenvolvimento de alvos moleculares para desenvolvimento de drogas
ou determinacdo do perfil genético de risco (EDWARDS et al., 1999; SIVAKUMARAN et al.,
2011).

Contudo, dada a importancia das doencas cronicas na salde publica, a tentativa de
identificar variacdo genética subjacente & suscetibilidade dos fatores de risco € um passo
fundamental para a compreensdo da patogénese de doencas cardiovasculares melhorando as
estratégias de prevencdo e tratamento (NOLAN et al., 2013).

Os pedigrees avaliados no presente estudo foram compostos por grande namero de
membros e alto nivel de parentesco, sendo essa caracteristica interessante para futuros estudos.
Uma das vantagens é que os estudos baseados em familia sdo uma grande oportunidade para a
investigacdo das doengas complexas por causa da maior facilidade na deteccdo de variantes
raras, uma vez que as mesmas podem ser mais facilmente observadas nos parentes afetados
(OTT et al., 2011; IONITA-LAZA; OTTMAN, 2011).

Assim, esse tipo de estudo tem potencial para melhorar a compreenséo da contribui¢ao
genética nas doencas cronicas e pode ser usado em estudos de ligacéo e associacdo (SHIFMAN;
DARVASI, 2001; VARILO; PELTONEN, 2004), como, por exemplo, confirmando resultados
dos estudos GWAS (VOHNOUT et al., 2011) ou auxiliando na identificacdo das interagoes
entre genes (ABECASIS et al., 2002).
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5.2 Frequéncia do Polimorfismo GIn223Arg e sua Associacdo com Fenotipos

Cardiometabolicos

Neste estudo de base populacional, foram estimadas as frequéncias do polimorfismo
LEPR GIn223Arg e suas potenciais associacdes com fenotipos cardiometabdlicos relacionados
ao excesso de peso. Este é o primeiro estudo de base populacional descrevendo o genétipo do
LEPR GIn223Arg em populagcbes saudaveis no Brasil. A populagdo foi composta por 49,1% de
homens e 51,6% de mulheres, principalmente por jovens adultos e ndo brancos. Foram
observados baixos niveis de analfabetismo, alto percentual de participantes na classe
socioecondmica C, sendo o setor privado o maior empregador dessa populagdo. A composicao
sociodemografica da populacdo de Montes Claros assemelhou-se a brasileira, principalmente
em relacdo as frequéncias de faixas etérias, cor de pele e escolaridade (IBGE, 2010b).

Em relacdo aos fatores de risco cardiovasculares, foi observado que 34,4% referiam
ingerir frequentemente bebida alcodlica e 9,5% relataram tabagismo atual. Dados do 1°
Levantamento sobre Padrdes de Consumo de Alcool na Populagio Brasileira mostrou que 24%
da populacdo bebe frequentemente (pelo menos uma vez por semana), sendo que 40% dos
homens e 18% das mulheres relataram consumir de forma abusiva sendo cinco ou mais doses
de bebidas alcodlicas (homens) e quatro ou mais doses (mulheres) (LARANJEIRA et al., 2007).

Adicionalmente, na Pesquisa Nacional por Amostra de Domicilios (2008), foi
observado que 17,5% da populacdo brasileira era tabagista, sendo 22,0% dos homens e 13,3%
das mulheres, sendo os dados do presente estudo menores que os dados nacionais (PNAD,
2008).

Segundo o Vigitel (2012), a prevaléncia de ingestdo excessiva de alcool no Brasil foi de
18%, sendo maior nos homens (26,6%) que nas mulheres (10,3%), e 12,1% eram tabagistas
(14,3% dos homens e 9,2% das mulheres), assemelhando-se aos dados do presente estudo.
Apesar de parecer que Montes Claros apresenta maior frequéncia de ingestdo de bebida
alcoolica, a metodologia do Vigitel utilizou o consumo abusivo, enquanto que o presente estudo
avaliou a ingestdo habitual, justificando as diferencas.

A frequéncia de sedentarismo na populacdo avaliada foi de 19,5%. A inatividade fisica
é um dos fatores de risco para a obesidade, e a literatura mostra grande diversidade nas
frequéncias e nos instrumentos de afericdo (DUMITH, 2009). Estudos de Matsudo et al. (2004),
avaliando a populacdo de Séo Paulo, constataram 8,8% de individuos sedentérios e 37,6%

irregularmente ativos (nédo atinge as recomendacdes).
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No estudo Vigitel (2012), considerando-se o conjunto da populacdo adulta das cidades
estudadas, 33,5% atingiram o nivel recomendado de atividade fisica no tempo livre, sendo
maior entre os homens (41,5%) do que entre as mulheres (26,5%). Ao considerar a cidade de
Belo Horizonte, a frequéncia do sedentarismo na populagdo de Belo Horizonte foi 13,2%
(VIGITEL, 2012). Essas diferencas podem ser em relagcdo aos métodos de classificacdo do nivel
de atividade fisica, principalmente no tocante ao namero de dominios avaliados.

Quanto ao estado nutricional, a frequéncia do sobrepeso foi de 31% e 19,4% de
obesidade, totalizando 50,4% da populacdo em excesso de peso. Dados do Pesquisa de
Orgamentos Familiares (POF 2008-2009) mostraram que 0 excesso de peso em homens adultos
aumentou nos Ultimos anos e mais da metade dos homens estava com excesso de peso (50,1%),
enquanto 48% das mulheres estavam nessa condi¢do. Mais recentemente, o Vigitel (2012)
confirmou essa frequéncia elevada de excesso de peso: 51,0% da populagcdo brasileira com
excesso de peso, sendo 54,5% nos homens e 48,1% nas mulheres (VIGITEL, 2012),
corroborando com o presente estudo.

No presente estudo, 26,8% dos individuos avaliados apresentaram alteracdo na medida
de CA, sendo que 15,8% dos homens e 36,6% das mulheres estavam com obesidade abdominal
(p<0,001). Esse indicador de excesso de peso € associado a mortalidade, doencas
cardiovasculares, diabetes tipo 2, hipertenséo, entre outros (WHO, 2008).

Metanalise recentemente publicada com avaliagdo dos indicadores de excesso de peso
em 689.465 individuos confirma a importancia de se investigar os mesmos por sua relacéo
direta com mortalidade, em quaisquer niveis de observacéo, como obesidade geral ou a propria
obesidade abdominal, a qual permaneceu significativa mesmo apos ajustes (CARMIENKE et
al., 2013).

Entre os poucos estudos populacionais (representativos), foi observada prevaléncia de
obesidade abdominal de 6% dos adultos entre 18 e 24 anos e 43% entre 55 a 74 anos em estudo
do National Health and Nutrition Examination Survey, que avaliou 9.148 adultos americanos
(KAHN; VALDEZ, 2003). No mesmo sentido, estudo nacional de satde no Canada registrou
que 32,5% das mulheres e 43,10% dos homens em individuos de 18 a 79 anos estavam com
obesidade abdominal (SHIELDS, et al., 2012).

Ainda, em estudo representativo em 1.580 adultos de 25 a 59 anos do estado de
Pernambuco, foi observado prevaléncia de obesidade abdominal de 27,1% nos homens e 69,9%
nas mulheres. Entretanto, vale ressaltar que o estudo supracitado utilizou como ponto de corte
>80 cm (PINHO et al., 2013).
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Por fim, estudo realizado com dados representativos de mulheres brasileiras, da
Pesquisa Nacional de Demografia e Saude da Crianca e da Mulher (2006) verificou
circunferéncia da cintura (> 80cm) em 24,2% e (> 88cm) em 29,9% das mulheres brasileiras,
demonstrando também elevada prevaléncia desse fenotipo (FELISBINO-MENDES, 2013).

No presente estudo, foi encontrada 50% da populagdo com percentual de gordura
corporal (%GC) elevado. O %GC também é considerado uma importante medida a fim de
melhor determinar a composicéo corporal, uma vez que permite a distingdo da massa gorda da
massa livre de gordura, além de estar bem correlacionado com outros indicadores de excesso
de peso (FLEGAL et al., 2009).

Em estudo realizado com populagio urbana no norte da india foi observada frequéncia
de %GC elevada em 10,6% dos homens e 40,2% das mulheres (MISRA et al., 2001). Estudo
de base populacional na Alemanha utilizando a bioimpedancia elétrica mostrou média de %GC
aproximadamente de 29% em homens e 39% nas mulheres (JOURDAN et al. 2012). Quanto
aos estudos nacionais, Anjos et al. (2013) avaliaram populacao de Niteroi e encontraram valores
médios de %GC de 38% nas mulheres e 22,1% nos homens, respectivamente.

Por outro lado, estudo de base populacional realizado em Florianpolis com 1720
adultos mostrou que 37,6% das mulheres e 39% dos homens estavam com %GC elevado,
calculado a partir de formulas baseadas no IMC (SILVA et al., 2012), sendo essas menos
precisas quando comparadas as outras ferramentas utilizadas na literatura.

Quanto ao polimorfismo LEPR GIn223Arg, foi observada frequéncia alélica de 63,6%
de A e 36,4% G, sendo semelhante a outros estudos (QUINTON et al., 2001; MATTEVI et
al., 2002; DUARTE et al., 2007; SANTOS, 2007; RIESTRA et al., 2010). Entretanto, outros
estudos demonstraram frequéncias alélicas diferentes, sendo 12,8% de A e 87,2% de G
(MATSUOKA et al.,, 1997) em japoneses ou 53% de A e 22% de G em indianos
(MURUGESAN et al., 2010).

Os genotipos, por sua vez, demonstraram frequéncias de 38,4% de AA, 49,3% de AG e
12,3% de GG. No que tange a literatura, os resultados sdo bem discrepantes (Quadro 3),
variando de 1,2% a 75% para GG, 16,7% a 60% de AG e 19% a 83,3% de AA, estando o
presente estudo dentro das faixas de variacdo observadas na literatura (MATSUOKA et al.,
1997; CHAGNON et al., 1999; CHAGNON et al., 2000; ROSMOND et al., 2000; UKKOLA
et al., 2000; QUINTON et al., 2001; WAUTERS et al., 2001a; YIANNAKOURIS et al., 2001,
MATTEVI et al., 2002; SALOPURO et al., 2005; VAN DER VLEUTEN et al., 2006; WANG
et al., 2006; DUARTE et al., 2007; MERGEN et al., 2007; POPKO et al., 2007; SANTOS,
2007; MASUO et al., 2008; BEN ALI et al., 2009; BIENERTOVA-VASKU et al., 2009;
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BIENERTOVA-VASKU et al., 2010; HUUSKONEN et al., 2010; MURUGESAN et al., 2010;
SILVA, 2010; ANGELI et al., 2011; LABAYEN et al., 2011; PEREIRA et al., 2011; BECER
et al., 2013). Esse fato se deve a variagdo das populacoes estudadas na literatura e as diversas
etnias com proporcdes diferentes de alelos e genotipos para o polimorfismo estudado (RAGIN
et al., 2009).

De forma mais detalhada, Ragin et al. (2009) realizaram estudo de frequéncia do
polimorfismo do receptor de leptina em 1418 individuos saudaveis de varias etnias (africana,
afro-americana, africa - caribenha, caucasianas, asiaticas) e a frequéncia total independente da
etnia foi de 31% de AA, 50% de AG e 19% de GG. Apesar de os individuos serem considerados
saudaveis, o estudo supracitado coletou um pool de dados de diversos estudos caso-controle
sobre cancer, infeccdo por HIV, ou, ainda, mulheres recrutadas para estudo de densidade
mamografica ou de marcadores hormonais.

Essas diferengas com o presente estudo podem ser explicadas pelas dessemelhancgas na
proporcao de etnias em diversas regides no qual os estudos foram realizados, bem como com o
nivel de miscigenacdo em cada populagéo.

No caso do presente estudo, a populacdo foi composta por 82,3% nédo brancos,
assemelhando-se mais a distribuicdo genotipica de afro-caribenhos sendo 13,4% de GG, 51,5%
de AG e 35,1% de AA (RAGIN et al.,, 2009). Historicamente, o Brasil sofreu grande
miscigenacdo por receber milhGes de europeus nos séculos XIX e XX, e anteriormente, em
meados do século XVI, milhGes de africanos trazidos para trabalhar nas fazendas e
posteriomente na extragdo do ouro e diamante, principalmente em Minas Gerais (IBGE, 2010b),
podendo ser considerada a populagdo mais miscigenada do mundo (PENA et al., 2011).

Entre os estudos encontrados na populagdo brasileira, a frequéncia genotipica do
presente estudo foi semelhante ao estudo de Mattevi et al. (2002) em populacdo descendente
de europeus no sul do pais e ao estudo de Duarte et al. (2007) com populacéo do Rio de Janeiro.
Entretanto, o estudo de Silva (2010) demonstrou frequéncia diferenciada de 27,4% de AA e
17,9% de GG, quando avaliou mulheres obesas acompanhadas por ambulatério de obesidade
em S&o Paulo. Por causa da extensdo e do nivel de miscigenacdo, algumas regides do pais
podem apresentar uma uniformidade da estimativa de ancestralidade maior que a esperada,
dependendo da regido avaliada (PENA et al., 2011).

O polimorfismo LEPR GIn223Arg € extensivamente investigado na literatura em
diversas populacdes e comparado a diferentes fenotipos, sendo ainda contraditérios 0s
resultados na literatura que abordam os fenotipos cardiometabdlicos relacionados ao excesso

de peso.



Analise Genética de Fenotipos Cardiometabdlicos 85

Diversos autores constataram a relacdo do LEPR GIn223Arg com IMC ou da massa
gorda elevados (CHAGNON et al., 2000; QUINTON et al., 2001; YIANNAKOURIS et al.,
2001; DUARTE et al., 2007; BEN ALl et al., 2009; RIESTRA et al., 2010; SILVA, 2010;
WALSH et al., 2012), ganho de peso (FURUSAWA et al., 2010), com obesidade abdominal
(WAUTERS et al., 2001a; BECER et al., 2013), triglicérides ou LDL elevados (UKKOLA;
BOUCHARD, 2004; POPKO et al., 2007), hipercolesterolemia (VAN DER VLEUTEN et al.,
2006; BIENERTOVA-VASKU et al., 2009) ou ainda a interacio com outros polimorfismos
(ANGELI et al., 2011; PEREIRA et al., 2011).

Entretanto, no presente estudo (Tabela 9), ndo houve diferencas nas frequéncias dos
indicadores de excesso de peso segundo grupos de genotipos, mesmo apds ajuste. Esse achado
corrobora com os autores que investigaram fenétipos cardiometabélicos relacionados ao
excesso de peso em diferentes populagdes conforme demonstrado nos Quadros 3 e 4 (BRUCE
THOMPSON et al., 1997; MATSUOKA et al., 1997; CHAGNON et al., 1999; CHAGNON et
al., 2000; WAUTERS et al., 2001b; SALOPURO et al., 2005; WANG et al., 2006; SANTOS,
2007; BIENERTOVA-VASKU et al., 2009; HUUSKONEN et al., 2010; MURUGESAN et al.,
2010; SILVA, 2010; ANGELI et al., 2011; LABAYEN et al., 2011).

Em relagcdo aos estudos de associagdo com populagéo brasileira, Duarte et al. (2002)
estudaram 350 individuos com e sem obesidade e foi observada frequéncia de 73% dos
individuos com genétipo AG+GG obesos versus 63% nos ndo obesos (p=0,03). A mesma
tendéncia foi encontrada no estudo de Mattevi et al. (2002) que avaliaram 336 individuos e
encontraram frequéncias maiores de GG (18%) nos individuos com excesso de peso do que nos
eutréficos (8%; p<0,01).

Silva (2010) realizou estudo de intervencdo do impacto da dieta e treinamento fisico em
mulheres obesas, observou melhoria no perfil das variaveis antropométricas apds dieta e
atividade fisica, mas ndo se alteraram de acordo com as variantes genéticas. Estudo realizado
em Passo Fundo-RS também nédo encontrou associa¢do do polimorfismo em questdo e o IMC
(SANTQOS, 2007), corroborando com o presente estudo.

Para melhor visualizacdo dos dados da literatura (Quadro 3) dos 12 principais artigos
encontrados em adultos com os mesmos desfechos avaliados no presente estudo, sete ndo
encontraram associagdo entre o polimorfismo da leptina e indicadores de sobrepeso, e somente
0 estudo de Chagnon et al. (2000) obteve um numero comparativo de avaliados, embora
nenhum deles tenha sido desenhado para a observacao da prevaléncia desse polimorfismo.
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Em estudos de metandlise, Yang et al. (2011), avaliando populacdo chinesa, encontrou
efeito protetor para o alelo G ou para os genotipos AG+GG. Entretanto, em outras duas
metanalises encontradas, Bender et al. (2011) e Heo et al. (2001) ndo encontraram associa¢do
entre os estudos revisados e os desfechos de sobrepeso ou avaliando IMC e circunferéncia
abdominal respectivamente, concordando com os resultados do presente estudo.

Como pode ser observado, os dados da literatura sdo contraditorios. Os estudos
supracitados justificam as inconsisténcias por causa das potenciais varidveis de efeito
modificador estudadas, como sexo, estratificacdo da populacdo, estado de salde que parecem
influenciar nas diversas associa¢fes encontradas nos mesmos (HEO et al., 2001; BENDER et
al., 2011). As interagcbes com outros polimorfismos, por sua vez, também podem explicar a
existéncia em algumas associacOes encontradas na literatura (PEREIRA et al., 2011),
principalmente em termos de populagdo mais especifica nos estudos caso-controle.

A auséncia de associacdo pode ser também devido & complexa etiogénese dos
indicadores de adiposidade elevados, uma vez que a atual epidemia de obesidade resulta de uma
combinacdo de fatores genéeticos complexos e de um ambiente obesogénico (LOOS;
BOUCHARD, 2003). Levando em consideracdo a complexidade metabolica no contexto da
epigenética, o ambiente parece contribuir de forma mais evidente para o controle dos fenétipos
cardiometabdlicos complexos (BENDESKY; BARGMANN, 2011; VETTER et al., 2013).

Vale ressaltar que a analise de SNP é considerada menos informativo por se restringir a
avaliacdo da substituicdo de bases do DNA, néo avaliando, portanto, processos que envolvem
mecanismos pds-transcricionais e pds-traducionais, os quais também podem modificar a
resposta bioldgica (SPEICHER et al., 2010). Isso implica que um SNP sozinho tem pouca
habilidade para predizer um fenétipo. Por fim, a heterogeneidade e as modificagdes
epigenéticas podem responder por parte das contradi¢@es da literatura (MANOLIO et al., 2009;
MINIHANE, 2013).

Outras justificativas podem ser dadas a falta de associagdo, em que um pequeno nimero
de polimorfismos tem sido consistentemente replicado e poucas variantes demonstram
consisténcia de significancia estatistica em diferentes populacdes (HINNEY et al., 2010). Em
contraposi¢do, tem sido também atribuido ao baixo poder estatistico (PEREIRA et al., 2009)
limitada cobertura do genoma ou presenca de vieses com grande heterogeneidade entre 0s
estudos (MCCARTHY et al., 2008).
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Estudos com amostras representativas sdo necessarias para o entendimento mais amplo
dessas relagbes genéticas nas populagbes humanas. Assim, o presente estudo assume uma
importéncia epidemioldgica de destaque, uma vez que ndo foram encontrados estudos que
objetivaram a avaliagdo de populagdes saudaveis em estudos de base populacional no Brasil
utilizando-se de amostra probabilistica com a finalidade de determinacdo da prevaléncia do
polimorfismo LEPR GIn223Arg.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

No estudo da area rural, dentro da estratégia de analise de herdabilidade, os dados
mostraram que diversos fendtipos cardiometabdlicos possuem herdabilidade moderada em
diferentes niveis e pleiotropia completa entre triglicérides e VLDL e pleiotropia incompleta em
outros diversos pares de fenotipos, reforcando a hipdtese de que um conjunto de genes com
fendtipos avaliados tem potencial efeito no metabolismo dos mesmos e pode contribuir
substancialmente para o desenvolvimento de doencas cronicas.

Quanto ao estudo do polimorfismo do LEPR GIn223Arg em area urbana de Montes
Claros, pode-se observar elevada frequéncia do fenétipo de sobrepeso, obesidade e hipertensao
na populagdo avaliada. Entretanto, ndo foi observada associagdo do polimorfismo LEPR
GIn223Arg com os indicadores de excesso de peso estudados.

O conhecimento das estimativas de herdabilidade dos principais fatores de risco
cardiometabdlicos e suas relacdes pleiotrdpicas entre eles podem ajudar a melhor direcionar
estudos de localizacdo de vias metabolicas que se relacionam a sua expressao fenotipica e seu
impacto nos desfechos aos quais estdo relacionados. Por outro lado, as estimativas
populacionais de polimorfismos de receptores hormonais podem prover informagdes
importantes para o entendimento da epidemia de expressivos fenétipos cardiometabdlicos como

0 sobrepeso e a obesidade.
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ANEXO A — Aprovacao do projeto de pesquisa em area rural no Comité de Etica em
Pesquisa da UFMG

U 'ﬁ Laiversblsdes bederal de YMinas Garan
Comitd de Etica em Pesquina da UFNG - OOEP
Parecer n®, ETIC 144/04

Interessado: Prof. Dr. Jorge Gustavo Velasquez Meléndez
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAC

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP, aprovou no dia 18
de novembro de 2004, apos atendidas as solicitagcbes a diligéncia, o projeto
de pesquisa inhtulado « Fatores de Riscos Cardiovascularas, Doancas
Créonicas ¢ Hereditabilidade em Area Rural de Minas Gerais » bem
como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido do referido projeto

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ac COEP um

ane apés o inicio do projeto.

Profa. Dra. ljr (-)&ulma Perez Garcia

Presidente do COEP/UFMG

A Praralvmy deideipe Tarlea, SF T Pedally i Braeis - "™ owfler st ™OJF - 1 PR BH - WD
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ANEXO B - Questionario utilizado na pesquisa em area rural, Vale Do Jequitinhonha

questionario | EVOLUCAO DE INDICES DE OBESIDADE E FATORES DE RISCO CARDIOVASCULARES E SUA
RELACAO COM HABITOS DE VIDA EM POPULACOES DE AREA RURAL DE MINAS.
LOCALIDADE:

NUMERO DA CASA: ENTREVISTADOR

DATA DA COLETA / /

I. IDENTIFICACAO/DEMOGRAFIA

O | Nome completo

1 Numero da ID

2 | Cor (observagio do entrevistador) () 1. Branca ()2 Parda () 3. Preta () 4. Indigena ()5
Amarela

3 | Participante novo? ()1Nado ()2 Sim

I. AGORA VAMOS FALAR SOBRE ATIVIDADES FISICAS.
PARA RESPONDER ESSAS PERGUNTAS VOCE DEVE SABER QUE:

> ATIVIDADES FiSICAS FORTES SAO AS QUE EXIGEM GRANDE ESFORCO FiSICO E QUE FAZEM RESPIRAR
MUITO MAIS RAPIDO QUE O NORMAL.

> ATIVIDADES FISICAS MEDIAS SAO AS QUE EXIGEM ESFORCO FiSICO MEDIO E QUE FAZEM RESPIRAR UM
POUCO MAIS RAPIDO QUE O NORMAL.

> EM TODAS AS PERGUNTAS SOBRE ATIVIDADE FiSICA, RESPONDA SOMENTE SOBRE AQUELAS QUE
DURAM PELO MENOS 10 MINUTOS SEGUIDOS.

4. Atualmente vocé trabalha? (0) Ndo = Pule para a questdo 14 (ler a primeira frase da orientacdo anterior a pergunta)
(1) Sim = Pule para a proxima questdo

5. Qual é o seu trabalho?

6. Vocé trabalha quantas horas por dia?

7. Vocé trabalha quantos dias por semana?

SE ESTA TRABALHANDO: AGORA EU GOSTARIA QUE VOCE PENSASSE APENAS NAS ATIVIDADES QUE FAZ
QUANDO ESTA TRABALHANDO.

8. Quantos dias por semana vocé faz atividades fisicas FORTES no seu trabalho? _
Por ex: trabalhar em obras, levantar e carregar objetos pesados, cortar lenha, __dias/semana
trabalhar com enxada ou foice, etc. QUAL ATIVIDADE?

9. SE FAZ A.F. FORTES: Nos dias em que vocé faz essas atividades, quanto tempo

. min
no total elas duram por dia? —

10. Quantos dias por semana vocé caminha no seu trabalho? .
__dias/semana

11. SE CAMINHA: Nos dias em que caminha, quanto tempo no total duram essas

. . min
caminhadas por dia? —

12. Quantos dias por semana vocé faz outras atividades fisicas MEDIAS fora as
caminhadas no seu trabalho? Por ex: levantar e carregar objetos leves, varrer,
colher frutas, etc. QUAL ATIVIDADE?

__dias/semana

13. SE FAZ A.F. MEDIAS: Nos dias em que vocé faz essas atividades, quanto tempo

. min
no total elas duram por dia? —

AGORA EU GOSTARIA QUE VOCE PENSASSE APENAS NAS ATIVIDADES QUE FAZ QUANDO ESTA NO
TERREIRO OU ROCA DA SUA CASA, COMO TRABALHAR NA ROCA OU VARRER O TERREIRO. LEMBRE DE
NAO REPETIR AS ATIVIDADES QUE VOCE JA DISSE ANTES E SO CONTAR AQUELAS QUE DURAM PELO
MENOS 10 MINUTOS SEGUIDOS.

14. Quantos dias por semana vocé faz atividades fisicas FORTES no terreiro ou roga da sua

casa? Por ex: capinar, cortar lenha, cavar, esfregar o chdo, carregar objetos pesados, etc.
QUAL ATIVIDADE?

__dias p/ sem.

15. SE FAZ A.F. FORTES: Nos dias em que vocé faz essas atividades, quanto tempo no total

3 ____minutos
elas duram por dia?

16. Quantos dias por semana vocé faz atividades fisicas MEDIAS no terreiro ou roca da sua

casa? Por ex: levantar e carregar pequenos objetos, colher frutas, varrer, lavar, etc. QUAL __dias p/ sem.
ATIVIDADE?
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17. SE FAZ A.F. MEDIAS: Nos dias em que voceé faz essas atividades, quanto tempo no total

) ____minutos
elas duram por dia?

AGORA EU GOSTARIA QUE VOCE PENSASSE APENAS NAS TAREFAS QUE FAZ DENTRO DE CASA, POR
EXEMPLO: LEVANTAR E CARREGAR PEQUENOS OBJETOS, LIMPAR VIDROS, VARRER, LAVAR, ETC.

18. Quantos dias por semana voceé faz atividades fisicas MEDIAS dentro da sua casa?

QUAL ATIVIDADE? __dias p/ sem.

19. SE FAZ A.F. MEDIAS: Nos dias em que vocé faz essas atividades, quanto tempo no total

. minutos
elas duram por dia? —

AGORA EU GOSTARIA QUE VOCE PENSASSE APENAS NAS ATIVIDADES QUE FAZ NO SEU TEMPO LIVRE.
LEMBRE DE NAO REPETIR AS ATIVIDADES QUE VOCE JA DISSE ANTES E SO CONTAR AQUELAS QUE
DURAM PELO MENOS 10 MINUTOS SEGUIDOS.

20. Quantos dias por semana vocé faz caminhadas no seu tempo livre? dias p/

Semana

21. SE CAMINHA: Nos dias em que vocé faz essas caminhadas, quanto tempo no total elas

. minutos
duram por dia? —

22. Quantos dias por semana vocé faz atividades fisicas FORTES no seu tempo livre? Por
ex.: correr, jogar futebol, pedalar em ritmo rapido, etc. __dias p/ sem.
QUAL ATIVIDADE?

23. SE FAZ A.F. FORTES: Nos dias em que voceé faz essas atividades, quanto tempo no total

3 ____minutos
elas duram por dia?

24. Quantos dias por semana vocé faz atividades fisicas MEDIAS fora as caminhadas no _
seu tempo livre? Por ex.: pedalar em ritmo médio, tomar banho no rio, praticar esportes por __dias p/ sem.
diversao, etc. QUAL ATIVIDADE?

25. SE FAZ A.F. MEDIAS: Nos dias em que vocé faz essas atividades, quanto tempo no total

) ____minutos
elas duram por dia?

AGORA EU GOSTARIA QUE VOCE PENSASSE COMO SE_DESLOCA DE UM LUGAR AO OUTRO QUANDO ESTE
DESLOCAMENTO DURA PELO MENOS 10 MINUTOS SEGUIDOS. PODE SER A IDA E VINDA DO TRABALHO
OU QUANDO VAI FAZER COMPRAS, VISITAR A AMIGOS, ETC.

26. Quantos dias por semana vocé usa a bicicleta para ir de um lugar a outro? di
__dias p/ semana

27. SE USA BICICLETA: Nesses dias, quanto tempo no total vocé pedala por dia? minutos

28. Quantos dias por semana vocé caminha para ir de um lugar a outro? di
__dias p/ semana

29. SE CAMINHA: Nesses dias, quanto tempo no total vocé caminha por dia?

______minutos
1. SITUACAO CONJUGAL
30 Vocé vive em companhia de conjuge ou companheiro? | ()1.Sim ( )2. Nao, masjaviveu () 3.Nuncaviveu
31 Qual o seu estado civil atual? [11. Casado(a) ouem unido
[12. Solteiro(a)
[ 13. Separado(a)/divorciado(a)
[14. Vilvo(a)
32 Ha& quanto tempo vocé esta na situacdo atual? | ano(s) meses (<1ano) Néo lembra
I11. ESCOLARIDADE
33 Vocé pode ler uma carta ou | [] 1. Facilmente [12. Com dificuldade [ 13. N&o consegue ler
jornal:
34 Qual foi a dltima série e 0 grau que vocé completou?
série/ grau
35 NUmero de anos completos de escolaridade (entrevistador)
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IV. CONDICOES SOCIOECONOMICAS

36 | Quais e quantos dos itens abaixo ha em sua casa? ot A
L . ou +
a—TgIeylsao em cores Qtd.. 4ou+
b-Réadio Qtd.. 4ou+
c-Banheiro 8:3 20U +
2 . ou +
d-Automdvel _ Otd. dou +
e-Empregada mensalista Qtd.. 40u +
f-Maquina de lavar 8:3" - iou +
: . ou +
g-Vldeoc_assete/ e ou DVD Ot dou+
h-Geladeira Qtd.. 4ou+
i-Freezer (aparelho independente ou parte da geladeira duplex)
37 | Qual o grau de instrucéo do chefe da familia? | []1. Analfabeto/ Até 32 série Fundamental (1°.
Grau)
[12. Até 42 série Fundamental (1°. Grau)
[13. Fundamental completo/ 1°. Grau completo
[14. Médio completo/ 2°. Grau completo
[15. Superior completo
V. HABITOS ALIMENTARES
38 | Quantos dias na semana vocé costumar comer frutas? | ( ) 1.todos os dias ( ) 2. 5a 6 dias ( ) 3. de 1a4 dias (pule para
38) ( )4. quase nunca ou nunca (pule para 38)
QUAIS?
39 Num dia comum, quantas vezes vocé come frutas? ()1l.1veznodia ()2 2vezesnodia ( )3. 3 oumais vezesno
dia
40 | Quantos dias na semana vocé costuma comer saladas | ( )1.todos osdias ( ) 2.5a6 dias
cruas, como alface, tomate, pepino? () 3.de 1a4dias (pule para 40)
( ) 4. quase nunca ou nunca (pule para 40)
QUAIS?
41 | Num dia comum, vocé come saladas cruas: () 1. no almogo (1 vez no dia)
() 2. nojantar ou () 3.noalmogo e no jantar (2 vezes no dia)
42 | Quantos dias na semana vocé costuma comer verduras | () 1. todos os dias ()2.5a6dias
e legumes cozidos, como couve, cenoura, chuchu, [ () 3.de1a4 dias (pule para42)
berinjela, abobrinha, sem contar batata ou mandioca? ( ) 4. quase nunca ou nunca (pule para 42)
QUAIS?
43 | Num dia comum, vocé come verduras e legumes | () 1. noalmogo
cozidos: () 2. nojantar ou
(') 3. no almogo e no jantar
QUAIS?
44 | Em quantos dias da semana vocé come feijdo? () l.todos os dias (inclusive sabado e domingo)
() 2.5a6 dias por semana ()3. 3a4dias por semana
() 4.1 a2 dias por semana () 5. quase nunca ()6
nunca
45 | Em quantos dias da semana vocé toma refrigerante? () 1. todos os dias () 2.5a6 dias por semana
() 3.3a4dias por semana () 4.1a2dias por semana
() 5. quase nunca (pule para46) () 6. nunca (pule para 46)
46 | Quetipo? () 1. normal () 2. diet/light () 3. ambos
47 | Quantos copos/latinhas costuma tomar por dia? ()1 ()2 ()3 ()4 ()5 ()6ou+
48 | Vocé costuma tomar leite? (ndo vale soja) () 1. néo (pule para 48) ()2. sim
49 | Quando vocé toma leite, que tipo de leite costuma ) 1. Integral

tomar?

(
() 2. desnatado ou semi-desnatado
() 3. o0sdois tipos

() 4.néo sabe

50

Vocé costuma comer carne de boi ou porco?

() 1. néo (pule para 50) ()2. sim
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51 | Quando vocé come carne de boi ou porco com gordura, | () 1.tirar sempre o excesso de gordura
vocé costuma: ( ) 2. comer com a gordura
(') 3. ndo come carne vermelha com muita gordura
52 | Voce costuma comer frango? () 1. ndo (pule para 52) ()2. sim
53 | Quando voceé come frango com pele, vocé costuma: () 1. tirar sempre a pele
() 2. comer com a pele
(1) 3. ndo come pedacos de frango com pele
54 | Voce esta fazendo atualmente alguma dieta para perder | (') 1. nao (') 2. sim (pule para 54)
peso?
55 | Nos ultimos doze meses, vocé fez alguma dieta para | (') 1. nao ()2 sim
perder peso?
56 | Atualmente, vocé esta fazendo uso ou tomando algum | (') 1. ndo () 2. sim (pule para 56)
produto ou medicamento para perder peso?
57 | Nos ultimos doze meses, vocé tomou algum produtoou | (') 1. ndo ()2 sim
medicamento para perder peso?
58 | Vocé costuma consumir bebida alcoolica? (') 1. ndo consumo (pule para 62)
()2 sim (" ) 3.sim, mas ndo nos ultimos 30 dias (pule
ara 62
(') 4. nunca consumi (pule para 62)
59 | Com que frequéncia vocé costuma ingerir alguma | () 1.todos os dias () 4. 1a2dias por semana
bebida alcodlica? () 2.5a6 dias por semana () 5. quase nunca (pule
() 3. 3a4dias por semana para 62)
() 6. nunca (pule para 62)
60 | No ultimo més, vocé chegou a consumir num Unico dia | () 1. ndo (pule para 62
mais do que 2 latas de cerveja ou mais do que 2 tagas
de vinho ou mais do que 2 doses de qualquer outra | () 2.sim
bebida alcodlica? (apenas para homens)
61 | No ultimo més, vocé chegou a consumir num dnico dia | (') 1. nao (pule para 62)
mais do que 1 lata de cerveja ou mais do que 1 taca de
vinho ou mais do que 1 dose de qualquer outra bebida | ( ) 2. sim
alcodlica? (apenas para mulheres)
62 | E maisde 5? (apenas para homens) ()1 ndo ()2 sim
63 | E mais de 4? (apenas para mulheres) ()1 ndo ()2 sim
64 | Vocé costuma adicionar sal na comida pronta, no seu | ( )1.nao
prato, sem contar a salada? () 2. sim, sempre
() 3. sim, de vez em quando
VI.ESTADO DE SAUDE
65 | Vocé classificaria seu estado de satide como: () 1. excelente () 4. ruim
() 2. bom () 5. ndo sabe
() 3. regular () 6. ndo quis informar
VII. Histéria Obstétrica (apenas para as mulheres)
66 Vocé estd gravida atualmente? ()L NAO ()2.SIM
() 99. Néo Sabe/Recusa a responder
67 Quantas vezes vocé ja 67 Quantos partos vocé teve?
ficou gravida?
68 | Quantos filhos nasceram 69 Quantos filhos nasceram
Vivos? _ mortos?
70 Alguma vez teve ()1.NAO 71 N° de abortos espontaneos
gravidez que resultouem | ( ) 2. SIM
aborto?
72 N° de abortos 73 Com quantos anos voceé teve
provocados seu primeiro parto? _
74 | Com quantos anos vocé 75 Vocé menstrua atualmente? | () 1. NAO
ficou menstruada pela () 2.SIM (pule
primeira vez? ara 80
76 | Haquanto tempo parou 77 Com que idade parou de
de menstruar? meses menstruar? anos
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VIIl. DOENCAS E RISCOS CARDIOVASCULARES

78 | Alguma vez algum profissional de sadde ja disse que sua presséo estava | ( ) 1. NAO
alta ou que vocé tinha hipertensdo arterial? ()2.SIM
() 99. Néo Sabe/Recusa a responder
79 | Alguma vez o profissional de saude ja disse que vocé tinha diabetes | ( )1 NAO
(acUcar alto no sangue ou na urina)? ()2.SIM
() 99. Néo Sabe/Recusa a responder
80 | Vocé faz uso de algum medicamento? ()1.NAO
() 2. SIM, para a Pressdo
() 3. SIM, para o Diabetes
() 4. SIM, para o Colesterol
() 5. SIM, para o Diabetes e a Pressdo
81 | Alguma vez algum profissional de saude ja
disse que vocé teve
a- Infarto (ataque do coragao)? ()1 NAO ()2.SIM ()99. Ndo Sabe/Recusa a responde
b- AVC ou derrame cerebral? ()1.NAO ()2.SIM ()99 Nio Sabe/Recusa a responder ( ) 1.
c- Angina de peito (ma circulagio no | NAO ()2.SIM () 99. Nio Sabe/Recusa aresponder ( ) 1. NAO (
coragdo)? )2.SIM () 99. Nio Sabe/Recusa a responder ( ) 1. NAO () 2.SIM
d- Febre reumatica? () 99. Néo Sabe/Recusa a responder ( ) 1. NAO () 2.SIM () 99.
e- Doenga do rim (pedra, célculo, nefrite, | N&o Sabe/Recusa a responder ( ) 1. NAO () 2.SIM () 99. Ndo
insuficiéncia)? Sabe/Recusa a responder ( ) 1. NAO () 2. SIM () 99. Nio
f- Trombose ou embolia? Sabe/Recusa a responder ( ) 1. NAO () 2. SIM () 99. Nio
g- Enfisema, bronquite, DPOC? Sabe/Recusa a responder ( ) 1. NAO () 2. SIM () 99. Nio
h- Asma? Sabe/Recusa a responder ( ) 1. NAO () 2. SIM () 99. Nio
i- Artrose, artrite, reumatismo ou problemanas | Sabe/Recusa a responder ( ) 1. NAO ( ) 2. SIM () 99. Nio
juntas? Sabe/Recusa a responder
j- Cirrose do figado, hepatite?
I- Cancer?
m- Insuficiéncia cardiaca?
82 | Vocé € ou ja foi fumante, ou seja, ja fumou, ao
longo da sua vida, pelo menos 100 cigarros (5 | ( ) 1. ndo ()2.sim
magos de cigarro)?
83 | Quantos cigarros vocé fuma por dia?
84 | Vocé jatentou parar de fumar? () 1.ndo ()2.sim
85 | Que idade vocé tinha quando comegou a fumar regularmente? (S6 anos () néo lembra
aceita > 5 anos)
86 | Que idade vocé tinha quando parou de fumar? anos () néolembra
IX. ANTROPOMETRIA
87 | Datada coleta 38
/ / Peso medido (Kg) Kg
89 | P.A sistlica | 1 90 P.A diastolica | 1
(mmHg) 2 (mmHg) 2
3 3
X X
Q1 | Estatura (cm) 1 92 | E. sentada(cm) 1
2 2
3 3
X X
93 | C. cintura (cm) 1 94 | C.brago (cm) 1
2 2
3 3
X X
95 | P. Tricipital (cm) 1 96 1
2 2
3 3
X X
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ANEXO C - Aprovagio do projeto de pesquisa em area urbana no Comité de Etica de

Montes Claros

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE
MONTES CLAROS - W me
UNIMONTES

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicdo Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: PREVALENCIA DO POLIMORFISMO DO GENE DO RECEPTOR DA
LEPTINA(GLN223ARG), OBESIDADE E SUA POTENCIAL ASSOCIACAO COM A
ADIPOSIDADE E FATORES DE RISCO CARDIOVASCULARES NO CONTEXTO DO
AMBIENTE FISICO E PERCEBIDO: ESTUDO DE BASE POPULACIONAL

Pesquisador: Jorge Gustavo Velasquez Melendez

Area Tematica: Area 1. Genética Humana.
(Trata-se de pesquisa envolvendo genética humana ndo contemplada acima.);

Versao: 1

CAAE: 11858412.5.0000.5149

Instituicdo Proponente: PRO REITORIA DE PESQUISA ((UFMG))
Patrocinador Principal: UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 226.604
Data da Relatoria: 22/03/2013

Apresentagdo do Projeto:

Estudo populacional com base de dados secundarios originada de projeto que foi anteriormente realizado,
sendo o mesmo observacional, de delineamento transversal pertencente ao projeto intitulado: "Polimorfismo
do gene do receptor da leptina (GIn223Arg), obesidade e sua associagdo com fatores de risco para as
doencgas cardiovasculares em Montes Claros- Minas Gerais". Nesse projeto foi aplicado questionario
semiestruturado que contém investigagdes sobre os aspectos socioeconémicos e demograficos, clinicos
como presséo arterial e glicemia, medidas antropométricas e de composigédo corporal, habitos de vida além
de comorbidades autorreferidas.

Objetivo da Pesquisa:
Estimar a prevaléncia e a associag&o do polimorfismo do receptor de leptina (GIn223Arg) e fatores de risco
cardiometabolicos no contexto de ambiente construido e social na populagéo urbana de Montes Claros.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
N&o foram previstos por se tratar de dados secundarios; os aspectos éticos foram preservados em estudo
anterior.

Enderego: Av.Dr Rui Braga s/n-Camp Univers Prof® Darcy Rib

Bairro: Vila Mauricéia CEP: 39.401-089

UF: MG Municipio: MONTES CLAROS

Telefone: (38)3229-8180 Fax: (38)3229-8103 E-mail: maisa.leite@unimontes.br
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Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

As doencas cardiovasculares representam a principal causa morbidade e mortalidade no mundo. A
variabilidade genética esclarece parte da variagdo da expresséo génica em populagées humanas, sendo a
proporcao significativa da variag@o biologica e do risco cumulativo para muitos riscos em saude como a
obesidade.espera-se que as novas estratégias de analise estatistica que contemplam interacdes gene-
ambiente possam contribuir para o dimensionamento de modificagdes genéticas e suas relagdes.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagéo obrigatoria:

Estdo anexados parecer consubstanciado de aprovagéo da instituicdo proponente e demais termos de
apresentacao obrigatéria

Recomendacgoes:

Apresentar relatério ao final do estudo.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Nao ha.

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Consideragodes Finais a critério do CEP:

O projeto foi apreciado pelo Comité de Etica em Pesquisa e entende que o mesmo atende os preceitos
éticos da pesquisa em seres humanos.

MONTES CLAROS, 22 de Margo de 2013

Assinador por:
Maisa Tavares de Souza Leite
(Coordenador)

Endereco: Av.Dr Rui Braga s/n-Camp Univers Prof® Darcy Rib

Bairro: Vila Mauricéia CEP: 39.401-089

UF: MG Municipio: MONTES CLAROS

Telefone: (38)3229-8180 Fax: (38)3229-8103 E-mail: maisa.leite@unimontes.br
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ANEXO D — Aprovagcao do projeto de pesquisa em area urbana no Comité de Etica da

Universidade Federal de Minas Gerais

UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
MINAS GERAIS %9‘01"

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: PREVALENCIA DO POLIMORFISMO DO GENE DO RECEPTOR DA
LEPTINA(GLN223ARG), OBESIDADE E SUA POTENCIAL ASSOCIACAO COM A
ADIPOSIDADE E FATORES DE RISCO CARDIOVASCULARES NO CONTEXTO DO
AMBIENTE FISICO E PERCEBIDO: ESTUDO DE BASE POPULACIONAL

Pesquisador: Jorge Gustavo Velasquez Melendez

Area Tematica: Area 1. Genética Humana.
(Trata-se de pesquisa envolvendo genética humana nao contemplada acima.);

Versdo: 1

CAAE: 11858412.5.0000.5149

Instituicao Proponente: PRO REITORIA DE PESQUISA ((UFMG))
Patrocinador Principal: UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 213.555
Data da Relatoria: 30/01/2013

Apresentacao do Projeto:

As doencgas cardiovasculares representam a principal causa de morbidade e mortalidade no mundo. A
variabilidade genética esclarece parte da variagdo da expressao génica em populagdes humanas. Muitos
genes vém sendo estudados, entre eles o gene do receptor da leptina que possui o polimorfismo GIn223Arg,
o qual foi anteriormente relacionado ao sobrepeso e obesidade, entre outros fatores de risco
cardiometabdlicos. Por outro lado, o conceito de ambiente propiciador da obesidade, denominado ambiente
obesogénico, tem sido mostrado como um potencial contribuinte do ganho de peso e, consequentemente,
aumento das prevaléncias de excesso de peso em diversas populagdes, piorando dessa forma o quadro de
morbidades associadas as doengas cronicas ndo transmissiveis. Ainda ndo é conhecida no Brasil a
prevaléncia do polimorfismo do gene do receptor da leptina obtidos por meio de estudos de base
populacional com amostragem probabilistica. Além disso, ha poucos dados sobre o potencial impacto da
presenca desse polimorfismo sobre composigéo corporal dos individuos em um contexto de condigbes de
ambiente que podem tambem potencialmente afetar o desenvolvimento da obesidade ou de outras doencgas
cronicas. Assim sendo, o objetivo do presente estudo é estimar a prevaléncia e a associagdo do
polimorfismo do receptor de leptina (GIn223Arg) e fatores de risco

Enderego: Av. Presidente Anténio Carlos,6627 2° Ad S| 2005

Bairro: Unidade Administrativa Il CEP: 31.270-901

UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE

Telefone: (31)3409-4592 E-mail: coep@prpq.ufmg.br
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cardiometabélicos no contexto de ambiente construido e social na populagdo urbana de Montes Claros, MG.
Sera utilizada base de dados do projeto que foi anteriormente realizado durante o ano de 2012 em Montes
Claros, MG, sendo o mesmo observacional, de delineamento transversal pertencente ao projeto intitulado:
"Polimorfismo do gene do receptor da leptina (GIn223Arg), obesidade e sua associagao com fatores de risco
para as doengas cardiovasculares em Montes Claros- Minas Gerais". Nesse projeto ja foi obtido o TCLE dos
participantes e foi aplicado questionario semi-estruturado que contém investigagdes sobre os aspectos
socioecondmicos e demograficos, clinicos como pressao arterial e glicemia, medidas antropometricas e de
composicao corporal, habitos de vida além de comorbidades auto referidas. Foram adotadas as
recomendagdes ja consagradas na literatura para afericio da pressao arterial, dosagem da glicemia e para
as medidas antropométricas e de composigao corporal.

Para a coleta do DNA gendmico foram realizados raspados de mucosa oral com espatulas tipo swab
estéreis e o material foi processado de acordo com as recomendagdes, sendo armazenado a -20 oC no
Laboratério de Pesquisa em Saude da Universidade Estadual de Montes Claros para a futura extragdo do
DNA. Para a genotipagem, o DNA extraido sera amplificado pela técnica da reagdo em cadeia da
polimerase (PCR). Por fim, o processo de georreferenciamento para caracterizar o ambiente construido,
consistira na captura das informagées do Sistema de Posicionamento Global (GPS) com as coordenadas
latitude e longitude, mediante o CEP (o qual indica o centroide da rua). Para caracterizar os fatores do
ambiente construido & desenvolvida uma base com os supermercados, superlojas e hipermercados de
Montes Claros. A lista com os enderegos e os CEP dos supermercados, superlojas e hipermercados sera
solicitada e disponibilizada pela Camara de Dirigentes Lojistas de Montes Claros (CDL) e atualizada com
base no GoogleMaps.

Foi calculada amostragem probabilistica por conglomerados totalizando 750 participantes, com idade maior
ou igual a 18 anos de ambos os géneros. Foi aplicado questionario semi-estruturado que continha questdes
sobre os aspectos socioeconémicos e demograficos, fatores de risco para as doengas cronicas néo
transmissiveis e comorbidades auto referidas. A presenca de fatores de risco foi verificada através do indice
de massa corporal, pressao arterial, glicemia, habitos e estilo de vida, além do nivel de atividade fisica.
Conforme supracitado, a coleta de dados epidemiolégicos foi realizada e estdo completas. Para a
continuidade deste projeto de pesquisa, serdo utilizados os dados anteriormente coletados dentre os quais
se incluem medidas antropométricas, de composicédo corporal e dados do polimorfismo do receptor da
leptina (LEPR GIn223Arg). Além disso, dados do ambiente fisico serdo obtidos por meio das coordenadas
geograficas do domicilio do participante usando ferramentas apropriadas

Enderego: Av. Presidente Antdnio Carlos 6627 2° Ad S| 2005

Bairro: Unidade Administrativa Il CEP: 31.270-901

UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE
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contidas na internet, serdo estimadas as prevaléncias do polimorfismo, por meio de associac¢des bivariadas
e multivariadas com ajustes para variaveis potencialmente confundidoras.

Para a analise dos dados individuais e dos dados ambientais, sera utilizado o médulo survey, do pacote
estatistico Statistical Software for Professional (STATA), em sua versdo 12, que considera na analise os
diversos aspectos do delineamento complexo de amostragem. Para a caracterizagdo da amostra, serdo
apresentadas tabelas de distribuicdo de frequéncias das variaveis estudadas. As variaveis ambientais serdo
descritas por meio de medidas de tendéncia central e de dispersdo. Nas analises univariadas e
multivariadas serao utilizadas como medida de associagao a Razéo de Prevaléncia (RP), calculada com o
auxilio da técnica de regressdo de Poisson com estimador de variancia robusta, por se tratar de um
delineamento transversal cujo desfecho pesquisado € frequente. As diferencgas estatisticas serdo avaliadas
segundo a razdo de pseudoverossimilhancga e pelo teste de Wald. Inicialmente sera trabalhado com a
modelagem multinivel em dois niveis: o individuo como unidade do nivel 1 e o setor censitario como unidade
do nivel 2. Esta opgdo da modelagem multinivel é baseada no fato de que os modelos de regresséao
tradicionais partem do principio de que as pessoas estudadas sdo independentes entre si em relagdo ao
desfecho; todas as variaveis sdo tratadas como sendo do mesmo nivel; e ignorar o nivel dos dados pode
levar a uma compreensao incompleta dos determinantes das doengas nos individuos e nas populagdes.
Esta técnica estabelece que individuos que pertencem a um mesmo grupo estdo submetidos a um contexto
semelhante. Para a analise multinivel, sera utilizado o comando XT Mixed no moédulo survey do STATA 12.
Espera-se que as novas estratégias de analise estatistica que contemplam interagcdes gene-ambiente
possam contribuir para o dimensionamento de modificacdes geneticas e suas relagdes.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Estimar a prevaléncia e a associagao do polimorfismo do receptor de leptina (GIn223Arg) e fatores de risco
cardiometabdlicos, no contexto de ambiente construido e sécia, na populagdo urbana de Montes Claros.
Objetivos Secundarios:

- Estimar a prevaléncia do polimorfismo do receptor da leptina (GIn223Arg) na populagado de adulta de
Montes Claros, MG;

- Investigar possiveis associag¢tes do polimorfismo do receptor de leptina (GIn223Arg) com fatores clinicos,
medidas de excesso de peso e composigao corporal;

- Estimar associagdes entre varidveis ambientais e individuais com fatores de risco cadiometabélicos na
populagdo adulta de Montes Claros, MG.
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Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

N&o se aplica, a proposta & baseada em dados ja coletados.
Beneficios:

Nao se aplica, a proposta € baseada em dados ja coletados.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

O projeto é relevante, exeqlivel, estd bem fundamentado. Os participantes do estudo, o processo de analise
e o tratamento dos dados estdo bem descritos. Entretanto, alguns comentarios sdo necessarios.
Comentarios:

Discutir em plenaria a necessidade de tramite na CONEP.

Discutir em plenaria a necessidade de aprovacéo pelo COEP UFMG.

Atualizar o cronograma do estudo.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacgao obrigatoria:

Foram apresentados:

Folha de Rosto

Parecer consubstanciado da Camara Departamental ; Departamento de Enfermagem Materno Infantil e
Saude Publica - UFMG

Termo de compromisso dos pesquisadores

Aprovacdo do Comité de Etica de Montes Claros

Declaracao de Autorizagao de utilizag&do do banco de dados anteriormente elaborado para a continuidade do
projeto intitulado ¢Prevaléncia do Polimorfismo do Gene do Receptor da Leptina (GIn223arg),
Obesidade e sua Associagdo com Fatores de Risco para as Doengas Cardiovasculares em Montes
Claros - Minas Gerais;,.

Declaragdo de Participagao entre Instituicdes: Universidade Federal de Minas Gerais ¢, Pés-Graduagdo em
Saude e Enfermagem e Universidade Estadual de Montes Claros ¢ Programa de Pos-Graduagao em
Ciéncias da Saude.

Recomendacgoes:
Diante do exposto, s.m.j., sou pela aprovagao do projeto.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Aprovado.

Situagdo do Parecer:
Aprovado
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Necessita Apreciagdo da CONEP:

Néao

Consideragoes Finais a critério do CEP:
Aprovado conforme parecer.

BELO HORIZONTE, 07 de Margo de 2013

Assinador por:

Maria Teresa Marques Amaral
(Coordenador)
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ANEXO E - Questionario utilizado no estudo em area urbana, Montes Claros-MG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
POS-GRADUACAO EM SAUDE E ENFERMAGEM

UF&?G

UNIVERSIDADE FEDERAL UNIV EE{SDJAD,EESTADUAL[EE:\RTE_SCL"R[E ) M
DE MINAS GERAIS PROGRANADE POS-GRADUACAO FMCIENCIASDASAUDE

QUESTIONARIO DE FATORES DE RISCO PARA DOENCAS CRONICAS Num Questionario:

NAO TRANSMISSIVEIS

Data: __ / /12 Num. Setor Censitario N. Domicilio:

Inicio: : Fim: : Tempo: h min. Entrevistador(a):

| O (A) Sr. (a), por favor, poderia me fornecer o seu: |

NOME: CEP: -

ENDERECO:

BAIRRO: TELEFONES:

1- SEXO do entrevistado (a) 8- Qual é aproximadamente a RENDA TOTAL mensal
da sua FAMILIA (das pessoas que moram com vocé)?
R$622.00 (salério vigente)

1- Menor que 1 salario minimo

2-De 1 a 2 salarios minimos

3- De 2 a 4 salarios minimos

1- Masculino 2- Feminino

2- Qual a sua IDADE? anos

3— Qual a melhor opgio que define a SUA COR/ ETNLA: it _—
- Preta/ ascendéncia negra 4- De 4 a 6 salarios minimos

- Parda /morena 5-De 6 a 8 salarios minimos

- Branca 6- Maior que 8 salarios mimmos
- Vermelha /ascendéncia indigena
- Amarela/ ascendéncia oriental

A e el b

9- Quantidade de membros na familia (considere as
pessoas que moram  juntas na  mesma
4 Qual é 0 seu ESTADO CIVIL? residéncia)_ pessoas

1 - Casado (a) . unido consensual oL . . ,
10- Historia familiar: O seu pai ou sua mie € obeso?

2 - Desquitado (a), diverciado(a), separado(a), ex-unifio
consensual

3 - Solteiro (a)

4- Viivo (a)

5 - QUAL é a sua PRINCIPAL OCUPACAO
atnalmente?

1- Empregado de empresa privada

2- Funcionario publico

3- Empresario/empregador

4- Profissional liberal/ Autonomo

6- Aposentado/encostado

7- Desempregado

8§ - Estudante

9- Outros. Especifique:

6- Qual o seu grau de ESCOLARIDADE?

- Analfabeto

- 4 série ncompleta (antigo primario incompleto)
- 4* série completa (antigo primario completo)

- 8% série incompleta (fundamental incompleto)

- 8% série completa (fundamental completo)

- Médio mcompleto (nio terminou o 3°cientifico)
- Médio completo (terminou o 3°cientifico)

- Supernior incompleto

- Superior completo

- Pos-graduacio

Rr=N-- R I - R e

7- Anos de estudo:

1- ( )somenteamde 2-( )somenteopai

3- () ambos 4-( ) nenhum deles

11-Quais e quantos dos itens abaixo ha em sua casa
(lembre-se que devem ser itens funcionantes)?

a-Televisio em cores Qtde
b-Radio (nio vale do carro) Qtde
c-Banheiro (tenha vaso samtario) | Qtde
d-Automdvel (56 carros. Nio vale Qtde

veiculos que sio usados somente para
trabalho e se for usado para tal ndo contar)

e-Empregada mensalista Qtde
fMaquina de lavar (uio vale tanquiniiey | Qtdle
g-Videocassete/ e ou DVD Qtde
h-Geladerra Qtde

1-Freezer (aparelhe mdependente Qtde

ou parte da geladeira duplex)

12-Qual o grau de instrucio do CHEFE DA FAMILIA?
1- Analfabeto/ Até 3? série Fundamental (1°. Grau)

2- Até 4* série Fundamental (1°. Grau)

3- Fundamental completo/ 1°. Grau completo

4- Médio completo/ 2°. Grau completo

5- Superior completo



As proximas perguntas sio sobre ATIVIDADE FISICA.

Para responder, lembre-se que:

» ATIVIDADES FISICAS VIGOROSAS sio as que
precisam grande esforco fisico e fazem respirar muito
mais répido que o normal.

» ATIVIDADES FISICAS MODERADAS sio as que
precisam esforgo fisico médio e fazem respirar um pouco

Analise Genética de Fenotipos Cardiometabdlicos 124

19- Quanto tempo no total vocé usualmente gasta POR
DIA fazendo atividades fisicas VIGOROSAS _como

parte do seu trabalho? h min.

SECAOQ 2 — ATIVIDADES FISICAS COMO MEIO
DE TRANSPORTE

Estas questdes se referem a forma tipica como voceé se
desloca de um lugar para outro, incluinde seu
trabalho, escola, cinema, lojas e outros.

mais forte que o normal

» Em todas as perguntas sobre atividade fisica, responda
somente sobre aquelas que duram pelo menos 10 minutos

seguidos.

SECAQ 1 - ATIVIDADES FISICAS NO TRABALHO

Esta seciio inclui as atividades que vocé faz no seu
servico, que incluem trabalho remunerado ou voluntario,
as atividades na escola ou faculdade e outro tipo de
trabalho néio remunerado fora da sua casa. NAQ incluir
trabalho nio remunerado que vocé faz na sua casa como
tarefas domésticas, cuidar do jardim e da casa ou tomar
conta da sua familia. Estas serdo incluidas na Secio 3.

20- Em quantos dias de uma semana normal vocé anda
de carro, moto, Gnibus, metrd ou
trem? dias/semana ( ) Nenhum—Va
para a questio 22

21- Quanto tempo no total vocé usualmente gasta POR
DIA andando de carro, Omibus, metré ou trem?
h min.

Agora pense somente em relacio a caminhar ou pedalar
para ir de um lugar ao outro em uma semana normal
(NAO inclua pedalar por lazer ou exercicio).

13- Atualmente vocé trabalha ou faz trabalho veluntario
fora de sua casa?

1- Nao — Pule para a se¢iio 2 — Transporte

2- Sm-—+ Pule para a proxima questio

22- Em quantos dias de uma semana normal vocé anda
de bicicleta por pelo menos 10 minutos continuos para
ir de um lugar para outro? dias/semana
() Nenhum—Va para a questio 24

23- Nos dias que vocé pedala quanto tempo no total vocé
pedala POR DIA para ir de um lugar para outro?
h min.

As proximas questdes sio relacionadas a toda atividade
fisica que vocé faz em uma semana USUAL ou
NORMAL como parte do sen trabalho remunerado ou
nio remunerade. NAO inclua o transporte para o
trabalho. Pense unicamente nas atividades que vocé faz
por pelo menos 10 minutos continuos:

14- Em quantos dias de uma semana normal vocé anda.
durante pelo menos 10 minutos continuos, como parte
do seu trabalho? Por favor. NAO inclua o andar como
forma de transporte para ir ou voltar do trabalho.

dias/semana { ) Nenhum—Va para a questiio 16

15- Quanto tempo no total vocé usualmente gasta POR
DIA caminhando COMO PARTE do seu trabalho?
h min.

16- Em quantos dias de uma semana normal vocé faz
atividades MIODERADAS, por pelo menos 10 minutos
continuos, como carregar pesos leves como parte do seu
trabalho? dias/semana () Nenhum—Va para
a questdo 18

17- Quanto tempo no total vocé usualmente gasta POR
DIA fazendo atividades MMODERADAS como parte do
seu trabalho? h min.

18- Em quantos dias de uma semana normal vocé gasta
fazendo atividades VIGOROSAS por pelo menos 10
minutoes continuos, como trabalho de construgio pesada.
carregar grandes pesos, trabalhar com enxada, escavar ou
subir  escadas come parte do seu trabalho:

dias/semana ( ) Nenhum—Va para a
secdo 2 — Transporte

24- Em quantos dias de uma semana normal vocé
caminha por pelo menos 10 minutos continues para ir
de um lugar para outro? (NAO mclua as caminhadas por
lazer ou exercicio) dias/semana
() Nenhum-Va para a segio 3

25- Quando vocé caminha para ir de um lugar para outro

quanto tempo POR DIA vocé gasta? (NAO inclua as

caminhadas por lazer ou exercicio) h
min.

SECAO 3 - ATIVIDADE FISICA EM CASA:
TRABAILHO, TAREFAS DOMESTICAS E CUIDAR
DA FAMILIA

Esta parte inclui as atividades fisicas que vocé faz em
uma semana NORMAL na sua casa e ao redor da sua
casa, por exemplo, trabalho em casa, cuidar do
jardim, cuidar do guintal, trabalho de manutencio da
casa ou para cuidar da sua familia. Novamente pense
somente naquelas atividades fisicas que vocé faz por

pelo menos 10 minutos continuos.

26- Em quantos dias de uma semana normal vocé faz
atividades MODERADAS por pelo menos 10 nunutos
como carregar pesos leves, limpar vidros, varrer,
rastelar no jardim ou quintal dias/semana
{ ) Nenhum—Va para a questiio 28

27- Nos dias que vocé faz este tipo de atividades
MODERADAS no guintal ou jardim quanto tempo
no total vocé gasta POR DIA? h

nmn.



28- Em quantos dias de uma semana normal vocé faz
atividades MODERADAS por pelo menos 10 minutos
como carregar pesos leves, limpar vidros., varrer ou
limpar o chiao DENTRO DA SUA CASA

dias/semana ( ) Nenhum—Va para a
questio 30

29- Nos dias que vocé faz este tipo de atividades
MODERADAS dentro da sua casa quanto tempo no
total vocé gasta POR DIA? h

mnn

30- Em quantos dias de uma semana normal vocé faz
atividades fisicas VIGOROSAS no jardim ou
quintal por pelo menos 10 minutos como capinar,
lavar o quantal, esfregar o chio:
dias/semana( ) Nenhum—Va para a secio 4

31- Nos dias que vocé faz este tipo de atividades,
quanto tempo no total vocé gasta POR DIA fazendo
essas atividades VIGOROSAS no jardim ou no
quintal? h nin

SECAO 4 - ATIVIDADES FISICAS DE

RECREACAO, ESPORTE, EXERCICIO E
LAZER
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SECAO 5- TEMPO GASTO SENTADO

Estas ultimas questies sio sobre o tempo que vocé
permanece sentado todo dia, no trabalho, na escola ou
faculdade, em casa e durante sen tempo livre. Isto inclui
o tempo sentado estudando, sentade enquanto descansa.
fazendo licio de casa visitando um amigo, lendo, sentado
ou deitado assistindo TV. Nao inclua o tempo gasto
sentando durante o transporte em dnibus, trem, metro
ou carro.

38- Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante
um dia de semana ? h nun

39- Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante
um dia de final de semana? h
nun

As préximas perguntas sio sobre o HABITO DE FUMAR.

Esta seciio se refere as atividades fisicas que vocé faz em
uma semana NORMAL unicamente por recreaciio.
esporte, exercicio ou lazer. Novamente pense somente
nas atividades fisicas que faz por pelo menos 10 minutos
continuos. Por faver, NAO inclua atividades que vocé ja
tenha citado.

32- Sem contar gqualguer caminhada gue vocé tenha
citado anferiormente, em quantos dias de uma
semana normal. vocé caminha por pelo memos 10
minuteos continuos no seu  tempo  livre?

dias/semana ( ) NenhunrVa para a questio 34

33- Nos dias em que vocé canunha mo seu tempo
livre, quanto tempo no total vocé gasta POR DIA?
h min

34- Em quantos dias de uma semana normal, vocé faz
atividades MODERADAS no sen tempo livre por pelo
menos 10 minutos, como pedalar ou mnadar a
velocidade regular, jogar bola, volei, basquete, témis:

dias/semana ( ) Nenhum—Va para a
questdo 36

35- Nos dias em que vocé faz estas atrvidades
moderadas no seu tempo livre quanto tempo no total
vocé gasta POR DIA? h min

36- Em quantos dias de uma semana normal, vocé faz
atividades VIGOROSAS no seu tempo livre por pelo
menos 10 munutos, como correr. fazer exercicios
aerdbicos, nadar rapido, pedalar rapido ou fazer
cornda: dhas/semana ( ) Nenhum—Va
para a seciio 5

37- Nos dias em que vocé faz estas atrvidades
vigorosas no seu tempo livre quanto tempo no total

vocé gasta POR DIA? h min

40-Vocé € ou ja foi fumante. ou seja, ja fumou, ao
longo de sua vida, pelo menos 100 cigarros (cinco
magos de cigarros)?

1- Sim

2- Ex-fumante

3- Nio (se nfio, pule para a pergunta 43)

41- Com que idade vocé comecou a fumar? anos

42- Voceé fuma cigarros atualmente?

1- Sim
2- Ndo — Com que idade vocé parou de fumar pela
ultima vez? anos

43- Em geral. quantos cigarros por dia vocé fuma (ou
fumava)? cigarros () menos de 1 cigarro
por dia

44- Ao todo, durante quantos anos vocé fumou ou
fuma? (se for o caso. desconte os periodos em que
voce deixou de fumar)
1 ano

anos ( ) menos de

As proximas perguntas séio sobre o CONSTUMO DE
ALCOOL

45- O(a) St (a) costuma CONSUMIR bebida
alcodlica?
1- Sim.

2- Nido. (se ndo va para a pergunta 48)

46- Com que frequéncia o(a) Sr(a) costuma consumir
alguma bebida alcodlica?
1- 1 dia por semana
2 chas por semana
3 dhas por semana
4 dias por semana
5 dias por semana
6 dias por semana
todos os dias (inclusive sabado e domingo)
menos de 1 dia por semana
menos de 1 dia por més

E =N )
]
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47- Quantas DOSES o (a) Sr. (a) consome
bebidas nessa ocasido?
Considere uma dose :

dessas

meia garrafa ou 1 lata de

cerveja, um calice de vinho ou 1 dose de bebidas

destiladas (aguardente, whisky, etc.)
Dose:

Total

 As préximas perguntas sio sobre DOENCASE |

TRATAMENTOS

48- O Sr(a) dassificana sen estado de sanide como:

o

Vito bom

Bom

Regular

Rumm

Vhxto Rium
Naosabe

7-  Naoqus mfoonar

RS

49- Alomm vez o medico ja disse que o (@) St () tem aloua
dessas DOENCAS? Se sm hd quanto TEMPO o nédico te
filou pela pomema vez, confimando o diagndstico? Vocd fiz

CONTROLEMEDICO?
Doenca Presencada Tanpo Controle
doenca Diagnostico meéddico
(em meses)
1 | Duabstes Sm | N Sm | Nao
2 | Dihpdenma ou| Sm | Nao Sm | Nao
alteragiio no colesterol
3 | Hpedersio  artepal | Smm | Nao Sm | Nao
oupressio alta
4 | CadiscacuVascular | Sm | Nao Sm| Nio
5 | Renaloudonm Sm | Nao Sm | Nao
8 | Negphsmoucineer | Sm | Nio Sm| Nio
9 | Psiquistrica Sm | Nao Sim | Nao
10 | Rewmatsno on das| Sm | Nao Sm| Nio
11 | Outras Especifique: Sim | Nio Sm| Nio
12 | Nao apresenia doenga

50- Em quantos dias da semana o(a) sr(a) costuma

comer feijio?

1- 1 a2 dias por semana
2- 3 a4 dias por semana
3- 5a 6 dias por semana

4- todos os dias (1nclusive sabado e donungo)

3- quase nunca
6- nunca
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51- Em quantos dias da semana, o(a) sr{a) costuma
comer pelo menos um tipo de verdura ou legume
(alface. tomate, couve, cenoura, chuchu, berinjela.
abobrinha — NAQ vale batata, mandioca ou inhame)?

1- 1 a 2 dias por semana

2- 3 a4 dias por semana

3- 5 a6 dias por semana

4-  todos os dias (inclusive sabado e domingo)

3- quase nunca (pule para 36)

6- nunca (pule para 56)

52-Em quantos dias da semana, o{a) sr(a) costuma
comer salada de alface e tomate ou salada de
gualguer outra verdura ou legume CRU?

1- 1 a 2 dias por semana

2- 3 a4 dias por semana

3- 5 a6 dias por semana

4- todos os dias (inclusive sdbado e domingo)

3- quase nunca (pule para 24)

6- nunca (pule para 54)

53-Num dia comum, oa) sr(a) come este tipo de
salada:

1- no almogo (1 vez no dia)

2- no jantar ou

3- no almoco e no jantar (2 vezes no dia)

54-Em quantos dias da semamna. o{a) sr(a) costuma
comer verdura ou legume COZIDO junto com a
comida ou na sopa, como por exemplo, couve,
cenoura. chuchu, berinjela, abobrinha, sem contar
batata, mandioca ou inhame?

1- 1 a 2 dias por semana

2- 3 a4 dias por semana

3- 5 a6 dias por semana

4-  todos os dias (inclusive sabado e domingo)

3- quase nunca (pule para 36)

6- nunca (pule para 56)

55-Num dia comum, o{a) sr(a) come verdura ou
legume cozidao:

1- no almogo (1 vez no dia)

2- no jantar ou

3- no almogo e no jantar (2 vezes no dia)

56- Em quantos dias da semana o (a) sr(a) costuma
comer carne vermelha (boi, porco, cabrito)?

1- 1 a2 dias por semana

2- 3 a4 dias por semana

3- 5 a6 dias por semana

4-  todos os dias (inclusive sabado e domingo)

3- quase nunca (pule para 58)

6- nunca (pule para 38)

57- Quando o{a) sr(a) come carme vermelha com
gordura, o(a) sr(a) costuma:

1- tirar sempre o excesso de gordura

2- comer com a gordura

3- nio come carne vermelha com muita gordura



58-Em quantos dias da semamna o (a) sr(a) costuma
comer frango/galinha?

1- 1 a2 dias por semana

2- 3 a4 dias por semana

3- 5 a6 dias por semana

4- todos os dias (inclusive sabado e domingo)

5- quase nunca (pule para 60)

6- nunca (pule para 60)

59-Quando ofa) sr(a) come frango/galinha com pele,
o(a) sr(a) costuma:

1- tirar sempre a pele

2- comer com a pele

3- ndo come pedacos de frango com pele

60- Em quantos dias da semana o(a) sr(a) costuma
tomar suco de frutas NATURAL?

1- 1a2 dias por semana

2- 3 a4 dias por semana

3- 5 a6 dias por semana

4- todos os dias (inclusive sdbado e domingo)

5- gquase nunca (pule para 62)

6- nunca (pule para 62)

61-Num dia comum, quantos copos o(a) sr(a) toma de
suco de frutas natural?

I- 1

2- 2

3- 3 ou mais

62- Em quantos dias da semamna ofa) st(a) costuma
comer frutas?

1- 1 a2 dias por semana

2- 3 a4 dias por semana

3- 5 a6 dias por semana

4- todos os dias (inclusive sabado e domingo)

5- gquase nunca (pule para 64)

6- nunca (pule para 64)

63-Num dia comum, guantas vezes o(a) sr(a) come
frutas?

1- 1 vezno dia

2- 2 vezes no dia

3- 3 ou mais vezes no dia

64-Em quantos dias da semana o(a) sr(a) costuma
tomar refrigerante ou suco artificial?

1- 1 a2 dias por semana

2- 3 a4 dias por semana

3- 5 a6 dias por semana

4-  todos os dias (inclusive sabado e domingo)

5- quase nunca (pule para 67)

6- nunca (pule para 67)

65-Que tipo?
1- Normal 2- diet/light/zero 3- ambos

66- Quantos copos/latinhas costuma tomar por dia?

1-1 2-2 3-3
4-4 5-5 6-6ou+
7- ndo sabe
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67- Em guantos dias da semana o(a) sr(a) costuma
tomar leite? (nfio vale soja)

1- 1 a2 dias por semana

2- 3 a4 dias por semana

3- 5 a6 dias por semana

4- todos os dias (inclusive sabado e domingo)

5- quase nunca (pule para 69)

6- nunca (pule para 69)

68- Quando o sr(a) toma leite, que tipo de leite
costuma tomar?

1- mtegral

2- desnatado ou semi-desnatado

3- os dois tipos

4- ndo sabe

69- Com que frequencia o (a) sr (a) costuma tomar
café da manhi fora de casa (ndo vale so cafezinho)
1- 1 a2 dias por semana
2- 3 a4 dias por semana
3- 3 a6 dias por semana
4- todos os dias (inclusive sabado e domingo)
5- quase nunca
6- nunca

ANTROPOMETRIA.

AGORA  SE O SENHOE PERMITIE, EU VOU VERIFICAR A SUA
PEESSAO ARTERIAT, MEDIR A GLICEMIA (ACUCAE DO
SANGUE), PESO, ALTURA, MEDIE. SUA CINTURA E COLETAR
CELULAS DA SUA BOCHECHA.

Entrevistador: siga a verificacdo dos itens abaixo
conforme os protocolos.

70- Pressio arteral

PAS mmHg PAD mmHg
PAS mmHg PAD mmHg
PAS +mHgPAD ~ mmHg
Meédia: PAS mmHg PAD mmHg
71- Glicenua: mg/dL

O(a) Sr.(a) esta a mais de 4 horas em jejum?
( )Sim ( ) Niao
Se menos que 4 horas, determine o tempo h

72- Coleta de célula da mucosa bucal
( )S8im( )Niec. Por que:

73- Indice de Massa Corporal: Kg/nr’

Vocé sabe seu peso (mesmo que sea  valor

aproximado)? . Kg( ) Niosabe ( ) Nio
quis informar.

E suva altura? cm. { ) Niosabe ( ) Nio quis
informar.

Peso: kg Altura: m

Peso: kg Altura: m

Média: Peso: kg Altura: m

L=



T74- Circunferéncia da cintura: cm
Circunferéncia da cintura: cim
Circunferéncia da cintura: cim
Meédia: Circunferéncia da cintura: cm

75- Compesicio corporal (Byodinamics™):
% GC

Resisténcia: ohms
Reactincia: ohms
76- GPS:
Latitude: Longitude:
77- O(a) Sr(a) wusa MEDICAMENTO(S)
CONTINUO(S)?
1- Sim. 2- Nio.

78- Qual(is) € (sdo) a (s) medicacio(es) de uso
continno? Quantas VEZES utiliza ao dia? (Pedir a
embalagem dos medicamentos para conferir e anotar a
medicacio).

Fregiiéncia/dia: vez(es)

Dose:

I As proximas perguntas sdo sobre MEIO AMBIENTE !

GOSTARIAMOS DE OBTER INFORMACOES SOBRE A
MANEIRA COMO VOCE PERCEBE OU PENSA SOBRE SEU
BAIRRO. POR FAVOR, RESPONDA AS QUESTOES DA
MANEIRA MAIS CLARA POSSIVEL ASSINALANDO
APENAS UMA AILTERNATIVA PARA CADA QUESTAO.
NAQO HA RESPOSTAS CERTAS OU ERRADAS NESTE
QUESTIONARIO. SUA IDENTIDADE SERA MANTIDA EM
SIGILO.

A-IMEDIACOES DA SUA CASA, RENDODEZA.

Dentre as residéncias do seu bairro.....

79- Quantas sio compostas por apenas uma familia
na redondeza do seu bairro?

1- Nenhuma
2- Poucas

3- Algumas
4- A malona
5- Todas

80- Quantas sio compostas por sobrados ou lares
com 1-3 andares na redondeza do seu bairra?

1- Nenhuma
2- Poucas

3- Algumas
4- A malona
5- Todas
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81- Quantas sio compostas por apartamentos ou
conjuntos habitacionais com 1-3 andares na
redondeza do seu bairro?

1- Nenhuma
2- Poucas

3- Algumas
4- A mailona
3- Todas

82- Quantas sio constituidas por apartamentos ou
conjuntos habitacionais com 4-6 andares na
redondeza do seu bairro?

1- Nenhuma
2- Poucas

3- Algumas
4- A maioria
3- Todas

83- Quantas sio constituidas por apartamentos ou
conjuntos habitacionais com 7-12 andares ma

redondeza do seu bairro?
1- Nenhuma
2- Poucas
3- Algumas
4- A maioria
3- Todas

84- Quantas sio constituidas por apartamentos ou
conjuntos habitacionais com mais de 13 andares na
redondeza dao seu hairro?

1- Nenhuma
2- Poucas

3- Algumas
4- A maiona
3- Todas

B- COMERCIO, LOJAS E OUTROS
ESTABELECIMENTOS NO SEU BAIRRO.

85- Quanto tempo vocé leva para deslocar-se de sua
casa ao comércio mais proximo se tiver que caminhar
ate 1a? Por favor, responda apenas uma alternativa (X)
para cada comércio on estabelecimento.

1-5 610 11-20 | 20-20 +31 Nio Nio

Local N N
min min min min min sel tem

Loja de
convemencial
mercadinho',
armEzém

Supermercado

Loja de matenal
de construgio

Feira\ feira livre

Lavanderia

Loja de roupas

Coarrelo

Biblioteca

Escala
Fundamental

Qutras escolas

Livrana

Cafetena' bar




15 [et0 | 2| 3| e | vae | e
min | min -, " min sel

Local

Banco

Restavrante

Locadora de
video

Farmicia\
drogaria

Saldo de beleza\
barbeiro

Sen trabalho ou
escola

Ponto de Gnibus

Parque

Area de lazer
centro
comumitino

Academia  de
Findstica

Se vocé ndo trabalha fora de casa ou mio vai & escola
assinale a altemativa =

C- ACESSO A SERVICOS

Por favar, circule a alternativa gue melhor se aplica
a vocé ou a seu bairre. As palavras local e
caminhada guerem dizer ficar a 10-15 minutos
caminhando de sua residéncia.

86- Eu consigo fazer a maioria das compras no
comércio local.

1- D1ascordo fortemente

2- Discordo em parte

3- Concordo em parte

4- Concordo fortemente

87- As lojas estio a uma curta distincia de
caminhada de minha casa.

1- D1ascordo fortemente

2- Discordo em parte

3- Concordo em parte

4- Concordo fortemente

88- Estacionar é dificil na area do comércio local.
1- Duscordo fortemente

2- Discordo em parte

3- Concordo em parte

4- Concordo fortemente

89- Existem virios locais em gue posso facilmente ir
caminhando da minha casa.

1- D1ascordo fortemente

2- Discordo em parte

3- Concordo em parte

4- Concordo fortemente

90- E facil caminhar da minha casa até um ponto de
dnibus (trem, metra)

1- D1ascordo fortemente

2- Discordo em parte

3- Concordo em parte

4- Concordo fortemente

Analise Genética de Fenotipos Cardiometabdlicos 129

91- As ruas do meu bairro sio inclinadas, fazendo
gue seja dificil caminhar nelas.

1- Discordo fortemente

2- Discordo em parte

3- Concordo em parte

4- Concordo fortemente

92- Ha muitos morros'depressies'\paredédes no meu
bairro, limitando o nimero de rotas\percursos para
o deslocamento de um lugar a outro.

1- Discordo fortemente

2- Discordo em parte

3- Concordo em parte

4- Concordo fortemente

D- RUAS DO MEU BAIRRO.

Por favor, circule a alternativa que melhor se aplica
a vocé e ao seu bairro.

93- No meu bairro nio existem ruas sem-saida ou
sdo raras.

1- Discordo fortemente

2- Discordo em parte

3- Concordo em parte

4- Concordo fortemente

94- No meu hairro existem caminhos que conectam
as ruas sem-saidas com outras ruas, trilhas oun
outras ruas sem-saida.

1- Discordo fortemente

2- Discordo em parte

3- Concordo em parte

4- Concordo fortemente

95- As distincias entre os cruzamentos do meu
hairro siio geralmente curtas (menos de 100metraos)
1- Discordo fortemente

2- Discordo em parte

3- Concordo em parte

4- Concordo fortemente

96- Existem varios caminhos alternatives gue eu
posso fazer para ir de um lugar para outro no meu
bairro (nio tenho que ir sempre pelo mesmo
caminha).

1- Discordo fortemente

2- Discordo em parte

3- Concordo em parte

4- Concordo fortemente

E- LUGARES PARA CAMINHAR E ANDAR DE
BICICLETA

Por favor, circule a alternativa que melhor se aplica
a vocé e ao seu bairro.

97- Existem calcadas na maioria das ruas do meu
bairro.

1- Discordo fortemente

2- Discordo em parte

3- Concordo em parte

4- Concordo fortemente



98- As calcadas do meu bairro sio bem cuidadas
(pavimentadas, lisas e sem muitos buracaes).

1- Discordo fortemente

2- Discordo em parte

3- Concordo em parte

4- Concordo fortemente

99- Existem ciclovias ou vias'trilhas para pedestres
proximas ou no meu bairro gue siio de facil acesso.
1- Discordo fortemente

2- Discordo em parte

3- Concordo em parte

4- Concordo fortemente

100- As calcadas do meu bairro sio separadas das
ruas'avenidas por locais para estacionar carros.

1- Discordo fortemente

2- Discordo em parte

3- Concordo em parte

4- Concordo fortemente

101- As calcadas do meu bairro sio separadas das
ruas por faixas sem pavimento

1- Discordo fortemente

2- Discordo em parte

3- Concordo em parte

4- Concordo fortemente

F- ARREDORES DO BAIRRO

Paor favor, circule a alternativa gue melhor se aplica
a vocé e seu bairro.

102- Existem arvores ao longo das ruas do meu
bairra.

1- Discordo fortemente

2- Discordo em parte

3- Concordo em parte

4- Concordo fortemente

103- As arvores fazem somhra nas cal¢adas do meun
bairro.

1- Discordo fortemente

2- Discordo em parte

3- Concordo em parte

4- Concordo fortemente

104- Enquanto se caminha no meu hairro existem
virias coisas interessantes para se alhar.

1- Discordo fortemente

2- Discordo em parte

3- Concordo em parte

4- Concordo fortemente

105- No meu bairro geralmente nfio se encontra
lixo.

1- Discordo fortemente

2- Discordo em parte

3- Concordo em parte

4- Concordo fortemente
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106- Existem varias construcdes'casas atrativas no
meu hairro.

1- Discordo fortemente

2- Discordo em parte

3- Concordo em parte

4- Concordo fortemente

G- SEGURANCA NO TRANSITO

Por favor, circule a alternativa gue melhor se aplica
a vocé e ao seu bhairro.

107- Existe tanto trifego ao longo da rua onde vivo,
gue fica dificil ou desagradavel caminhar no meun
hairro.

1- Discordo fortemente

2- Discordo em parte

3- Concordo em parte

4- Concordo fortemente

108- Existe tanto trafego ao longo das ruas
proximas onde vive, gue fica dificil ou desagradavel
caminhar no meu hairrao.

1- Discordo fortemente

2- Discordo em parte

3- Concordo em parte

4- Concordo fortemente

109- A velocidade do trifego na rua onde moro é
geralmente baixa (30Km'h ou menos).

1- Discordo fortemente

2- Discordo em parte

3- Concordo em parte

4- Concordo fortemente

110- A maioria dos motoristas ultrapassa o limite
de velacidade engquanto trafega no meu hairro.

1- Discordo fortemente

2- Discordo em parte

3- Concordo em parte

4- Concordo fortemente

111- Existem faixas, sinais ou passarelas gue
auxiliam os pedestres a atravessar as ruas
movimentadas do meu bairro.

1- Discordo fortemente

2- Discordo em parte

3- Concordo em parte

4- Concordo fortemente

112- As faixas para pedestre fazem com gue as
pessoas sintam-se seguras ao atravessar as ruas
movimentadas do bairro.

1- Discordo fortemente

2- Discordo em parte

3- Concordo em parte

4- Concordo fortemente



113- Quando caminho no meu bairro, existe muita
fumaca (por exemplo: carros e dnibus).

1- Discordo fortemente

2- Discordo em parie

3- Concordo em parte

4- Concordo fortemente

H- SEGURANCA CONTRA CRIMES

Por favor, circule a alternativa gue melhor aplica-
se a vocé e ao seu bairro.

114- As ruas do meu bairro sio bem iluminadas a
noite.

1- Discordo fortemente

2- Discordo em parte

3- Concordo em parte

4- Concordo fortemente

115- Pedestres e ciclistas gue utilizam as ruas do
meu bairro sio facilmente visualizados pelos
moradores, de dentro de suas casas.

1- Discordo fortemente

2- Discordo em parte

3- Concordo em parte

4- Concordo fortemente

116- Quando caminhe no meu bairro, vejo e
CONVErso com outras pessoas.

1- Discordo fortemente

2- Discordo em parte

3- Concordo em parte

4- Concordo fortemente

117- Existe um alto indice de criminalidade no men
bairro.

1- Discordo fortemente

2- Discordo em parie

3- Concordo em parte

4- Concordo fortemente

118- A criminalidade faz com gue nio seja seguro
caminhar durante o dia no meu bairro.

1- Discordo fortemente

2- Discordo em parte

3- Concordo em parte

4- Concordo fortemente

119- A criminalidade faz com gue nio seja seguro
caminhar i noite no meu bairro.

1- Discordo fortemente

2- Discordo em parie

3- Concordo em parte

4- Concordo fortemente
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I- NIVEL DE SATISFACAO COM O BAIRRO

Ahaixo estiio listados alguns itens do seu hairro gue
voceé pode achar ou nio satisfatories. Utilizando a
escala de 1-5, indigue o nivel de satisfacio sobre
cada item colocando o nimero no inicio de cada
questio. Por favor, responda da maneira mais clara
e honesta possivel. A escala de pontos estd compaosta
da seguinte forma:

1- insatisfacio total ou completa insatisfacio
2- alguma insatisfacio

3- nem satisfeito, nem insatisfeito

4- alguma satisfaciio

5- satisfaciio total ou completa satisfacio
6-niio se aplica (nfo sei/niio faz essa atividade)

120- Considerando o seu bairro, gual é a sua
satisfaciio guanto ao(a):

Exemplo: 3 mimero de faixas de pedestres no seu
bairro?

a.____ acesso a vias expressas'rodovias da sua casa?
b.  acesso ao transporte publico no seu bairro?

c. __ tempo de transporte entre casa— trabalho'\casa-
escola?

d._ acesso ao comércio no seu batrro?

e, mumero de amigos que vocé tem no seu bairro?
f  mimero de pessoas que vocé conhece no seu
bairro?

g facilidade e prazer em andar a pe nele?

h.  facilidade e prazer em andar de bicicleta na
ma?

1. qualidade das escolas no seu bairro?

1. acesso a diversdo no seu bairro (restaurantes,
cinema, clubes, etc) 7

k. seguran¢a quanto a ameaca da crininalidade
no seu bairro?

1. quantidade e velocidade do trafego no seu
bairro?

m ___ barulho do trafego no seu bairro?

n. __ quantidade e a qualidade dos mercados\
supermercados do seu bairro?

0. quantidade e qualidade dos restaurantes do seu
bairro?

p. __ ser um bom lugar para criar ciangas'\filhos?

q. ___ ser um bom lugar para se viver?

Sr(a) XXX Agradecemos pela sua colaboracio.
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Summary

We aimed to estimate the heritability and genetic correladon between ghicose homecostaiz and adiposity tmit in a
population in a rural community in Brazil. The Jeguitinhonha Community Family Study cohort consiste of subjects aged
18 years residing in rural areas in Brazil The data on the following traite were sssembled for 280 individoal (51.7%
women): body mass index (BMTI), body fat percentage, waist and mid-upper arm crcumferences, riceps skinfold, conicity
index, insolin, ghicose, high-density Lipoprotein cholesterol (HDLc), triglycerides and C-reactive protein. Extended
pedigrees were constructed up to the third generation of individuaks using the dita mansgement software PEDSYS. The
heritability and genetic correlations were estimated u=ing a variance component method. The age- and sex-adjusted
heritability values estimated for insulin (i* = 52%), glucose (F° = 51%), HDLc (F° = 58%), and waist circomference
(WC; b¥ = 49%) were high. Significantly adjusted genetic correlations were observed between insulin paited with each
of the following phenotypes; (BMI; pg = 0.48), WC (pg = 0.47) and HDLc (pg = —0.47). The homeostazizc model
asgesgment of ingulin resistance (HOMA-TR) was genetically correlated with BMI (pg = 0.53%) and HDLc (pg = —0.58).
The adjusted genetic correlation: between traits were consistently higher compared with the environmental cormelibons.
In concheion, glocose metabolism and adiposity traite are highly heritable and share common genetic effects with body
adipsity traite

Keywonds: Genetics, hemtaahity, vanance components, obenty, adiposity, glocose, msulm

Introduction In addwon, envimonmentml factoms, such as sedentany

hfestyle and gh-cnergy dict, abso contmbute to the develop-

Insulin resistance, type 2 diabetes and obesity are mayor deter—
mmants of crBowmsoular disease, morzhty and other com-
phoanons (Reaven, 19%97; Godsland et al., 2011; Bo et al,
21 2; Cameron et al., 2013). Dhabetes is considered as an ac-
celerating factor (Wagenknecht et al., 2003; Godsland et al.,
20 1).

*"Comesponding author: GUSTAVO VELASQUEZ-MELENDEZ,
Umniversidade Federal de Minas Gerais, Fsoola de Enfermagem-
Avenida Alfredo Balena, 190-Belo Horgonte, 30130-100, Braml
Tel: +55 31 34049 98G6E: Fax +55 31 3409 98530 E-mail
guvemeimiufing br

40  Anmak of Homae Genetics (3004} TEAD 45

ment of diabetes (Healy et al., 2008; He et al., 2012; Bhopal,
21 3). Contmoversy exists regarding the temporal sequence of
chmn'lpnn:rl: of the p:t]wpl:rj:inlnml n'l:-tj]:-: 2 dubertes, a
these processes apparently begin with a reduced response o
msuhn, clled meuhn resstance (Godsland et al., 2001).
Smudies  have indicated that alkemtons m glocose
metzbolsm might reflect chronic nflammaton assocated
with the cxpansion of adipose dzuwe (Bastard et al, 2006).
In general, increasmg the metabobic aoconty and expanzion
of adipose tissue increases the production of froe fatty acids
and inflammatory factors (Greenberg & Ohan, 2006). Thus,
bang oversewht might lead to a loss of homeossatic control
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or the formanon of part of 2 duster of other metabohe sates,
such as insulin resistance, hypertension, chronic inflammation
and a pre-thrombotic state, which contribube to the acceler-
ation of the development of atherosdeross (Schrmdt et al.,
1%0). Epadermiokegical studses have shown wide controversy
amocated with evidence that the components of metabohe
syndrome simubtaneoosly ocour more often than expected
[Schrmidt et al., 19946).

Thas effect could neflect the fact that these factors could
art together as important genetic determanants or these fac-
tors might be dependent on different envimnmental factors.
Indeed, a number of studses have 1dentified a genetic mfhs-
ence on phenotypes assocated with metabolic disorders that
inclode mulbple measures of adiposity (Face ot al, 1999),
hypernsolinemia and insulin resistance (Mayer et al., 1996).
These resalts are conmstent in populahion stodies of twins and
large farmly pedigrees, showing modemte and high hermimhil-
ity of vanous traits assocated with anthropometne, milam-
matory, serum hipids and glocose bevels (Soomen et al., 3007
Sung et al, 2009; Valle et al, 2011; Bao et al, 2012).

The amessment of the hentability of anthropometric and
biochemical phenotypes could provide the bass for anahyss
and more evidence for the hnkage detechion of metabohe
patheays involved m the development of these chrome das-
cases. Howewer, many aspects of the genebic contribuhion to
these decases remain eheve, particulady in admixed popu-
lations, such a5 Brarihans (Parm et al., 2003; Fimenta et al |
2006). In addsion, which and how many specithc genes are m-
wolved in these diseases and whether the genetic contribution
has 2 minor or major cffect, showing the pleotrope offects of
these genes, emams unknown (Pimenta et al., 2006). Thee
1zmaes have been poody invesngated in Brarmlan populatsons,
partcularly 1 roral aress where the popolations are ressonably
homogeneous, environmental vanaticon maght be reduced and
a relabvely oniform genetic background of the population
exsts (Heutink & Oostra, 2002), providing an attractive set-
ting for the stody of the henmhility of complex quantstative
trats (Welasquez-Melendez et al, 2007; Olveira et al., 2008).
Motahly, in this study area, the influence of Cancasian indi-
viduak on the populaton = not cleardy ewident, wath most
of the indviduak bang native Branlans and African de-
scendamits. [mporantly, bving i solted aress presents clear
famihal intermarniage, increasing the pobential inbreeding of
the popultion. Moreover, Bzl 15 a coontry where 2 now
phenomenon of rpid notmtional tanstonng ocors, whaile
other corxisting conditions, such as ondernutnbon, oheaty
and a high prevalence of metabolie symdrome, becomes more
prevalent in urhan and moral areas (Velzsquez-Melendez et al.,
2007; Aballay et al., 201 3).

[n emerging cocomomies, althoogh the mte of undernutn-
tion has gradually been decreasimg, obeaby mates ane inoreasing,
and 1n poor populations, these extreme condibions coexist m
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lover and miuddle-meome conntries, where gradin] changes m
the ecomomy am accompanied by rapad changes i the epa-
deminlogy of different diseases.

The aim of the present stody was to estimate the hen-
tahihity of the phenotypes associated wath imsuhn resistance
(glocose, fasting imsuhn and homeosm=ms model asesment
of insulin ressstance—HOMA-IR), adiposity anthropaomeet—
ric measures (body mass index—HBMI, wasst croumference—
W and mid-upper arm cimumference—MUAC), lipids lev-
ek (trighycenides and HIM.c) and C-reactive protein (CRP) as
an inflammatory marker. In addiion, we estimated the ema-
ronmental and genetic correlanons vsmg adjosted models o
Thas stody was developed 1nan underdeveloped area, whemne
governmental social programs have yet to show any effect on
health quality and care.

Materials and Methods
Study Area and Design

A cross-sectional population-hased study was conduocted m
2004 1n the wllage of Virgem das Gragas, a rural area in the
mumicipahty of Ponto dos Wolantes, and thes community =
located in a sermand region of Jequitinhonha Walley, Minas
Geras State, Bran]. The sample was chtzaned from the willage
of Taboca and four widely dispersed hamlets, Cardoso 1,
Cardoso 2, Cardeso 3 and Soguarana, which are bocated along
two streams between 1 and 5 km from the main village of
Tahora Supoarana is the remotest location at the highest
elevanon. Sugparana has no direct access and can only be
reached on foot or horseback. These maral villages and hambets
have no waber treatmient or sewsge systems.

Pedigree Dwata Collection

Al of the indmaduals Iiving in the moral area were indes-
criminately imvited to particpate o this study and 2 census
was obtmned of the population ving 1n Virgem das Gragas,
which mcheded 685 inhabitants. OF this botal, 408 were aged
greater than or egual 18 years, providing a base population for
this study: Some inhabitants were exduded: pregnant women
(n =T}, individals who did not give Hood (n = 35}, people
in the study who were maveling (n = 44), those who had
migrated to other areas (n = 11) and those who would not
participate 1n the study (n= 31). A towal of 280 chpble sub-
jects were available to partcipate in this study. For the family
data, in thes same vise, cach household was zagned 2 omgoe
houschold number, and each resident was assigned a personal
dentity mumber (PIMN). Informanon for the pedigree data
wene collected as previously descnibed (Williams-Blangens &
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Blangera, 2006). Brictly, pedigrees were constructed using the
information gathered during interviews of each howsehold.
The birth date and place, gender, and the names of parents,
sibhngs, and finst- or second-degree relatves Inang in the nl-
lage of rach paricopant were registered for cach home. I not
provaoushy remstered, 2 PIN was assaigned for each new parent,
grandparent or sibling cived 1n the interviews. Ths mforma-
non was wsed for the construction of mult-howsehold ex-
tended pedigrees wsing the pedigree-based data management
system—PEDSYS (hyke, 19%92). Tan programs were wsed
wathin PEDSYS: COUNTPED to identify the genealogicl
hnks in the file and to assign a number to cach individoal,
cormesponding to the pedigree to which he or she belongs;
and PEDTR.IM to sumphfy the pedigree throngh the removal
of mdividial: who do not add informaton to the analyss.

The consent form and the protocols were approved throogh
the Mational Ethics Committee of Brazl and the Ethics Com-
muttee from the Univerndade Federal de Minas Germs. Con-
sent forms, writen in Portugueese, were prowaded to each
partcipant, who was provided adequoate tme to read the in-
formanon and ask questions. Consent was ohtmined from cach
partcipant and documented with 2 signature on the consent
form. All panents provided wmitten informed consent prior po
inchusion in this study, and all procedures were performed in
person, in accordance with Matona], Insttutional and MIH
Gandelmes.

Pedigree Data Confirmation

To confirm the genealogical hinks obtained at the intervicws,
the genotyping of 10 lnghly informative micrsatellite mark-
ers was performed in all IMA samples (Table 1). Eight of the
markers were parchased from ABI— Appled Biosysterms ™
(Carlshad, CA, LISA) as part of a Linkage Mapping 5e (LME)
v2.5, and two markers weme customn made. To design these
markers, the [XMA samples were extracted from blood cots
ohtuned from the population for which pedigree information
was available (Chotra et al., 2013). Polymemse chan reachons
(PCRs) were perdformed in a total of 5 gL, containing 12.5 ng
DMA template, 22 gl of sandard boffer pre-mix, 2.5 pmol
of primers and 0.25 units of AmphTag Gold™ polymerase
{Applied Biosystems®, Foster City, CA, USA). The stan-
dard baffer premix comtmaned 23X PCR. Buffer 11 (Applied
Hiosystems), 6.9 mM Mg(l;, 0.58 mM dNTPs (Bichnei,
Taunton, MA, USA) and 1 M Beotune (Sigma-Aldrchit,
Sant Lowms, MO, USA). The PCRs were performed wsing
the follownng program: %4°C for 10 mm, followed by 15 oy
cles of M°C for 20 s, 63-56°C for 60 s, with 05°C/ oycde
decrements, and 72°C for 60 s, 20 cydes of 94°C for 20 s,
S56°C for 60 s, and T2C for 60 = and a final extension
step at 72°C for 5 min. Sobsequently, the PCR produces

42  Anmak of Homan Genstic (2014) TEAD 45

were denatured for 5 min at 95°C. The fragment analy-
stz was performed with Megallace /1000 (GE Healthoareif,
Buckinghamshire, UK) wsing the Megallace ET520-R. (GE
Healtheans®) = genotyping size standands. The sze of the -
beled fragments wa determined wang Fagment Profiler soft-
ware (GE Healthcarei©). Evenmoal typing ermors and genotype
and complex family strocture meompanbilines were wWent-
fied and corrected unng Pedcheck software (07 Connell &
Weeks, 1998, Shogart & Wang, 2012). Heterozygosty and
the polymorphic mformanon content (PIC) were caloulated
using the free onhine software PICcale (Magy et al., 2012).

Anthropometric Traits

Trained mtervewers collected the anthmopometne data ac-
cordimg to 2 standand protocol (Lohman et al., 1988). Woghe
was measared o the nearest 0.1 kg usng a calibrabed scale,
and hoght was determined to the neanst 1 mm usng 2 wall-
mounted stadicmeter. The measures were obtaned from in-
drnduals weanmng hghe clothes wnthoot shoes. The aroomfer—
cnces wene measured nsng inclasoc plastic fiber tape placed
directly on the skin with both feet and arms hanmng frecly:
The measurements were obmed at the end of expiation
at the midpoint between the lowest nb margin and the ihac
crest. The MUAC was measured at the midpoint bo the nearest
1 mm at the midpoint between the acomial and olecranon,
and the triceps skinfold (SKT) was measored to the nearest 1
mm wing a Lange™ (Heta Technology Incorporated, Cam-
bridge, ML, USA) skinfold caliper. These messurements were
repeated three tmes. The BMI was obtuned after divading
the waght in kilograms by the square of the height in meters
MBMI = weight/height®, kg/m®). The tetmpolar frequency
baoelectrical impnd:.un:: [:'ru:\-cld th'utum I, H_JL" S'j'!itl:rls,
Inc., Dietront, MI, LP5A]} was used to messuare the whole-body
clectrical nesistance and impedance with the participant ying
flat in the homizontal position. Estimates of the total body fat
{BF) and percent BF (%BF) were caloulated uang CYPRLS
1.2 softveane (RJL® Systems, Detroit, MI, USA).

Biochemical Analyses

The fasting blood samples were collected in Vacutzned™ (B
Baoscience, Frankhn Lakes, M, USA) tubes ar contral exam-
mnation sates 1n the sampled wvillages and hamlets. The blood
samples werne immedmtely placed on wet woe and transported
to the boratory of the Bene Radchou Research Center of
the Fondagio Owvemlde Cruz, in Belo Honzonte, where the
samples were procesed and stored unil further wse. The di-
agnosss of msulin reastance was estimated osing the Home-
ostaszs Model Assemment (HOMA-IR), a relmble indswator of
msuhn resistance, obtained wang a formula that considers the
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fasting msulin (U mL) and f=ting glucose [mmol/L)/225
levels (Matthews et al., 1985). Low HOMA-IR valoes inds-
cate high insulin sensativity, whereas high HOMA-IR. valoes
indicate insulin renstance.

Toml chalester], HDLe and tniglycerides were measared
unng commercialy avadable enrymatc reagents adapted o
an auto anabyzer (Cobas-Mimphis, Roche®™ Cromling UK.
The concentration of HIMLc was ako determuned wsing a
colorimetric enrymatic assay based on the precipstaton of
lowr-density hipoprotein chobesterol (LIDLc) and wery LDLc
fractioms wsing phosphotungstic acid and magnessum chlonde.

Statistical Methods

The genealogncal dam were entered into a2 PEDSYS, which
facihated mpid pedigree reconstrocon and the determina-
non of pedigree smes (Dyke, 1%92). The phenotypes stodied
incloded glocose homestasisand adiposity tradts. The basic
descriptive stabistics, ncheding means and standard deviabions,
were estimated using the STATA stabstical softwame, version
12.0. The heritability (i° %+ standand ermor) for each phe-
nobype was defined based on a standard quamtimove geneoc
theory, which defines hentahality as the proportion of the total
phenotypic vanance doe to addiove genetac effects. The her-
itabalsty was calculabed as the mbo of additve genetac vanance
to total phenotypic variance (07 gacic /07 phmatype)- When the
nurm.a]'l:g,r mn'n]:d:m did not hold fora :p:n:iﬁc trast, natu-
ral bog-tansformanon was applied, followed by 2 new data
smemment (Hopper & Mathews, 1983; Lange & Bochnke,
1983). The readoal hentabdhity was used to reflect the pro-
poroon of variance attmbutable to additive genenc offecs after
conmdermg covanate trasts, such as sex and age.

The relationships between bog transformed measores of gha-
tnzmmhbuﬁnnandﬂpm&yhﬁhmmﬁnmdhmdm
pair-wise genetic and envimonmental correlations. The phe-
nobypic cormeladon {pg) between taits can be parotoned
into addibive genetic (gg £ standard ermor} and random en-
virenmental {;_‘lz + stamdamd zrn:u.':l COTMYpOnCTs. In addition,
rl:nmp]cbc and iun:mnp]:t: p]E'iI:l.TD” wrre asscssed {.ﬁ.].m.a.q'
et al., 1%97). Complete plaotropy was indicated with 2 pg
cqual to one (the pg was not sguficantly dfferent from 1),
When the gg = agnthoantly diferent from £ 1.0 and =g-
nmificantly different from zem, the plactmpy 15 interpreted as
incomplete. The sgnificance of all paameters was calcolated
using 2 hkelihood mtio test based on the statistic —2 [In(Ls) —
]n.l}l-::”, which COMTPATTS the hkehhood of a restricted model
(Lr} tor the likelibood of 2 complete model (L} in which the
parameter (b7, ¢, peor g i set to zero. The Bkebhond mtio
test statistic i symptotically disributed 2= 2 x° distibution
with the number of degrees of freedom equal to the num-
ber of parameters fixed 0 the restracted model. All vanables

& 2013 John Wiy & Sons LidUniversity Callege London

Hertability of Glucose and Adipostty

wene considered sgnificant at p = 0005, The analyses were
'i.rnpl-:mmt:d m the Sequ::'i:i.i] Gligng:rri.n: liul‘.ag: .ﬂ.nil'gm-s
R.outine (SOLAR : Texas, USA) software package (Almasy &
Hlanger, 1998).

Results

Characteristics of Participants and Pedigree
Drescriptive Analyses

Famuly relationshap hinks were established beroeen mdividoals
m the data set based on detailed famaly imformanon collected
dunng the feldwork. After confirmaton of thes mformation
through the genotyping of informative microsatellite mark-
ers (Table 1), melatve pairs 1in the whole and subset family
population are shown m Table 2. The extensive in-depth
pedigree informatson faohtated the reconstrochon of a single
pedigree, contaimng a total of 1464 indivdualk and 280 sam-
pled indraduals (136 men and 144 women). We defined a2
total of 544 nsclear families and 485 founders from the peds-
gree data {data not showm). The sampled pedigree contained
400 parrs of rehtives, mchsding 149 parent—offpring, 114
siblings, 10 grandparent—grandchild, 172 avuncular, 2 half-
sibling and 317 first cousm paims, which wer informative for
genetic analysis.

Descriptove statishcs, induding means and standamd de-
ations for anthmpometric and biochemical tmits (Table 3),
wrere obtamed from 280 subjects mnging in 2ge from 18 to
B5 years (44.56 £ 17.29). As shown, BMI, BE MUAC, SKT,
fasting insubin and tom] cholesterol were ngher in female than
in male individuaks.

Estimates of the vanance components from the quantia-
tive genetye analysis, based on maximum-likehhood tesis, are
shown in Table 4. The hertability (& standasd error) es-
Hmates were iﬂj‘ust:d for different co-variahles. Cm‘n'idﬂ:i.ng
the anthropometnc trats, the henmhlity estmates were high
m all models. The crude hentabihty estimates ranged from
18 to 52%. The HDLe (¥ = 052 + 012, p <= 0.001),
WC (& = 050 £ 011, p = 0.0H) and insbin (¥ =
050 £ 013, p = 0.001) showed higher vahoes. When the
herstabahties were adjosted for age, sex and smoking habies,
higher estimates remamed for WE (B =049 £ 011, p =
0.001), BMI {F* = 047 £ 011, p = 0001}, and body &t
BP¥; k¥ = 042 & 011, p < 0U001). The hiochemical trats
wene adjpsted for age, sex, smoking habats and W, Esa-
mates were obtained for HOMA-IR (¥ =028 £ 013 p =
0005), CRP (h* =020 + 013, p = 04), gucose (k° =
051 £ 014, p < 0.001), fasting insulin (k" = 0.52 £ 014,
p = 0.001) and HDLc (k* = 0,58 £ 012, p = 0.001).

Becuse genetic and envimonmental factors cooperabvely
coniribute to the development of insubin renstance, which
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Table 1 Informaton for tee microsatellite markers nsed for genobyping.

Microsatellite LMS 2.5 Panel Dye Product mnge (bp) Hlet_, pIc’ N of allele
Mycl0_10 Customm made EAM™ 100-120 0B 0.3 10
01154102 i3 EAR™™ 140-172 074 0.72 16
Myc10_7 Cimtean made EAR™ 190-210 0LES 0.4 7
01154151 15 EAM™ 3-S5 g2 080 7
D1154191 15 wIC™ FI-119 078 0.74 15
DE5289 B g™ 160-182 B8 087 1
DI5117 3 g™ 190-220 B8 0.8 15
115014 £2 g™ 70291 078 0.74 &
DI%2387 4 vic™ 0633 gl 0.79 an
025325 3 MED™ 154-184 g3 0.81 15

" PIC: Polymorphizm Inftrmative Content.

Table 2 Bdatve pairs in the whole and sobset family populabon.

030 + 0.14, p = 0.04), fasting insulin—BMI (p, = 0.33 £
0.14, p = 0.04), fasting insalin-MUAC (p_ = 0.33 + 0.12,

) ] w"f”‘h (m) Phenotype o — 002), fasting insulin-HDLe and HOMA TR-MUAC
Pelative pairs pedigres miset n) 1, — 02040011, p = 0.03).
Pedigree/pedigrme members 211464 280
Parent-offpring 1735 149
Sibling—siblings e 114 Discussion
Cirandg grandchild 2457 10 . . o
Avuncular 1600 172 In this study, we estimated the heritabality of the phenotypes
Hlalf-siblings I\ 2 assocated with glocose homeostasss, adiposity and hpads os—
15t Comsins 1802 17 g a vanance components method 1 2 brge pedigree data
Tzl relationships 43,340 4009 set. These estimates explain the percent st waramce resok-

leads to dighetes, par-wase nelafonships were wsed bo csb-
mate the El:nrtil: correlations of ducm: homeostss traits
{glucose, fastmg insolin and HOMA-IR) wath anthropomie:-
nc (BMI, W and MUAC) and hpad tmuts (HDLe, erighyc-
crides). The genetic (pg) and eovironmental correlation (g;)
cstimates were adjusted for sex and age as shown mn Table 5.
A sigmificant pontive correlation of fasong msohn with BRI
{pg="048 £ 0.16) and W (pg = 047 £ 0.16) was ohserved
in bath unadjusted (data not shown) and adjusted models, and
these vahaes were negatmely correlated with HDLe onby in the
adpested moedel (pg= —0.47 £ 0.18). HOMA-IR. was nega-
trvely cormelated wath HIML.c in both models (pg = —0.58 +
0.21) and positrvely correlated with BMI only in the adpsted
model. There were no significant correlations between fast-
ing glocose and ather anthmopometnc or bochemical s in
the adpested analysis. Based on the hikelihood-ratio test, there
was no evidence of complete pleotropy (g, = £ 1) i any of
the smgnthcant cormelations. The proportions of total addine
E;r.11.-|:ﬁ.|: varance duoe o the shared grncs varied bebereen 21%
(HOMA-TR—HIDLc) and 44% (fasting meuhn—BMI).

Ther were sgnificant envimonmentally adjusted cormela-
nons between the following trats: fastmg ghacose—WE (o =

A4  Armak of Hamar Genetics (2018} TR 4049

g from additive genetic effects. Highly sigmficane genetic
heredstabibity (h%) for ghocose and fsting nsulin tmis was
observed, even m trass adjosted according to sex, age and
wanst arcumference. However, these estimates were atteno-
ated for HOMA-_IR. The heritability estimates for glocose
homeostans marts mnged botween 2056 and 58%. Smalar o
another study conducted in a rural area of Branl, polygenic
herability estimates, adsted for covaniates, are high for emist
amumference and BMI bot relanvely different for glocose
metzbohsm trasts (Olverra et al, 2008).

The results of the present study are consistent with other
stndies performed i different ses of populasons n differ—
ont grographical regrons woddwide (Aushn ee al, 1993;
Arya ot al, 2002; Xang et al., 2002 Lin et al, 2005;
Bastarrachea et al., 3007; Shah et al., 200%9; Zahanch et al.,
2009; Ghosh et al., 20010; Lee et al., 2010 Valle et al., 2011).
Hoerever, these results are the first demonstration that phe-
notypes ane associated wath glocose mesbohsm and obesity
in a Brazilian population, wsing large pedigree data from in-
draduals in rural areas.

Low estimates of hentabdity for fasting insubin (8% and
HOMA-IR. (B%) and modemate estmates for ghicose (28%)
have been observed in Afncan-descendants and Spamsh pop-
ulatons (Henkin et al., 2003). In addition, in healthy families
of Canmman, moderate henitabibty estimates (between 20
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Table 3 Clhinical characterstics of individoals acconiing bo sex.

Herltability of Glucose and Adipostty

Sex
Male Fermnale: Tl
Frequency Frequency Frequency .
Wariahles M orfwerage X 5D N orfvenge £ 35D N orfvemge X 35D P valoe
Age [years) 135 44.69 = 1R3G 145 4444 + 17.65 Z80 44.56 £ 1729 0.90
Skin Color
White 48 3556 BT 4483 113 4035 011
Momwhite G5 6444 B0 55.17 167 55.64
Marital Status
Single 23 2148 21 1448 1786 0005
Married/Living with 102 73.56 105 72.41 N7 T3
a pamnimner
Separated Thvorced” 4 256 19 1310 3 B2
Widorwed
Emoking Status 0]
Current Smoker 48 3556 17 1172 65 232
Ex-smoker 50 37.04 116 B0 166 5529
MNomsmoker 7 T4 12 BI3 49  17.50
BMI Statas 0]
Mormal 118 &7.41 o G276 Y T4ed
Ohwerweight 15 1111 B OmU 33 1893
Obese 2 1.48 16 11.03 13 643
BMI {kgmr) 136 21.98 + 21061 144 M2 426 IWd 1313 £ 381 «luio
Body Fat (34) 136 1345 = 441 144 33564 TEl I 13RI £ 1186 0ol
Body Fat (kg) 136 845 = 384 144 1939 TA449 TR0 1408 += 321 0ol
MUAC fcm) 136 2751 + 260 144 ZEA3 A50 B0 2809 £ 314 0.003
Triceps Skinfold {mm) 13: 837 + 3ETE 144 1833 356 B0 1349 £ G837  <luiol
Conicity Index 135 1.2 + 007 144 122 nopE Iy 122 + 078 D66
W (cm) 136 8045 + 8531 144 B1L29 10.59 230 BO.93 + 9386 052
HOMA - [R 105 087 + 113 1% 112 0EFT M 1M + 105 007
Gluceee (mg/dL) 126 90.53 + 2245 13 S0.32 1821 D244 0042 + 2041 093
Fasting, Insnfn (plUfml) 107 3.76 + 43 1k 500 sl 133 443 + 403 0.0
CRP 114 035 + 070 1X7 038 051 M1 037 + 04l 072
HIDL {mg/dL) 126 49.95 = 1312 13 51.1% 1444 264 50.50 £ 1383 039
Choleterl (mg/dL) 126 193.58 = 415% 138 207.4 31EE 4 20062 £ 4763 0.02
Trighycerides {mg/dL} 126 10717 = 5415 138 12166 G723 4 11475 + GLGE 003

*e-test o chi-squared test, between sex. SI: sandand deviation; BMI: body mass index; MIUAC: mid-opper arm droamference; HOMA-TR.:
homenstads mode] amesoment-inmilin resistance; CRP: Creactive proteing HDL: high-densty Bpopeotein; W waist cirrumierence. H:

height.

amd 23%) were also ohserved, when analyning fasting ghacose,
insulm and insulin resssance (Freeman et al., 2002). Howe-
over, in ighly conmampunineons healthy Otmani Ab [Bayoom:
et al., 2007} and Bumopean farmbes with increased suscepalal-
:il:].' to by 2 diabetes, |1.ig;|:| estimates of El:nr:til: comtribution
for msuln rensance (37X) and fating glocese (725%) were
reparted (Mills et al., 2004). Morcover, in Asian Indian fam-
ihes, moderate and high hentabihty, smilar to the present
study, were observed for HOMA-IR. (22%), ghocose (37%),
amd HDLc (53%) (Labaneh et al., 2009). Other study desagmns
have showmn cvidence unfg]u:-cm: homeostass and h;g;h bewel

18 2013 jobe Wiy & Song LidUnivernty Collage London

“'Flid concentrabions I:l..:'w: et al, 15@9}, ithe :ig;uEﬂcrl: her-
iability of mnsohin in twans (533%) (Mayer et al, 19%6) and
increased insulin concentrations in the nondiabetic offspring
of diabetac parents (Hafmer et al., 1988).

We abso ohserved consisbent p-uu-h.“: correlations wath g;'u-
cose metabolsm trats, such as fstng insuhin and HOMA-IR,
and adiposty mdices and negative correlations with HDLe
All correlations remained agmbcnt after adusting for po-
tentilly confoonding wanables. However, we observed no
amocaton bereeen fastng glocose and ather adiposity or
“'pidb::ib.. These correlabons were not extended to the nowvel

Ammalk of Humman Genetice (20014) 78,4049 45
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Table 4 Heritbility of gheooss homeostss and adiposity traits adjusted according to models adjusted for different varisbles,

Crode heritsbility Adjusted heritshility

Phenatype N B L SE pvahse N B L IE vl
BMI (kg/m?) 279 0.47 £ 011 <0001 779 0.47 £ 011 < A.00] !
Body fat (%) 279 0.44 L 012 <1001 79 0.42 £ 011 <001
W i) 278 0.50 £ 0.11 <0001 78 0.49 L 011 <001 !
MUAL [zm) 279 0.30 & 0.10 <0001 79 0.31 L 0.0 <0001
SKT [mem) 279 0.24 L 0.1 0,003 78 0.23 L 011 004!
Comicity index 278 0.32 £ 0.13 0002 778 0.30 4+ 0.13 002!
HOMA_TR, 23 0.35 4+ 0.14 0002 739 0.28 4+ 0.13 005
Chscose fmg/dL) 263 0.38 4 0.4 0001 242 0.51 L 0.14 L0012
Fasting Insulin (uU/ml) 237 .50 4 0.13 <0001 23 0.52 £ 0.14 <A.0012
CRP 240 0.18 L 0.12 003 239 0.20 4 0.13 0047
HDL fmg/dL) 263 0.52 £ 012 <0001 242 0.58 £ 0.12 L0012
Cheslesterol [mg/dl) 263 0.41 £ 012 0002 242 0.42 £ 012 L0012
Trighycerides (mg/dL) 263 0.41 L 0.4 <0001 242 0.38 4+ 014 L0012

All measores were log, tansformed prior to analysis. i = herithility. SE: sandand ermor; BME: body mass index; MUAC: mid-upper arm
cirrummference; HOMA-IR: homeostaix mode] asesment-insulin resistance; CRP: Coreactive protein; HIDL: high-density Bpoprotein; WC:

waist cirumference. SKT: triceps skinfold.
1 Afjusted by sex and age and smoking habits.
*Audjusted by sex, age and W

nsk factors asocated with mflammation, soch = CRP We
observed that all correlations bebween these stodied braats were
higher when compared with the enamonmental comrelabons.

Chur resulis are consastent wath a mumber of stodies that
have investigated the melationship between insulin resstance
phenotypes, adiposity, dyshipidemi and hypertension (Browm
ct al., 2005; Olivara et al., 2008; Warren ot al., 2005; Relly
& Rader, 2003). Highly sgmficant posittve correlabions were
also observed between fasting insulin or HOMA-TR. and ad-
pomity indices i other stodies (Malls et al., 2004; Sung et al. |
2009). It has been suggested that the genes influenang msubn
resistance and glucose metabolism might exhibit plaotopic
cffects with genes that regulate central and global adiposioy
and the levels of HDLc in the body, suggesting that the genes
underdying an increase in global and central adiposity might
also influence insuhn renstance.

The magnstudes of genetic cormmelabons between anthmo-
pometric and biochemical trasts moght suggest the exstence
of plactmopic effects of genetic factors. In general, owr re-
sults of bivanate cormelations imply that the same set of genes
or additive genes contribute to the increase in fting in-
sulin, insulin resssemee, and adiposity and the decrease in
HDLc. The sigmficant addibve genetic correlations showed
p walues different from zero and one, confirmang incomplete
pleiotropy:

Smilar to other studies of hentabality, the present study
has lmitations. The herimbility estmates reflect the mbo of
genetic and tol varance and can therefore be influenced

46  Amnak of Homan Genetic (2004) TEAD-45

through populabon wanance and stuctome, and dsease and
treatment effects. In this study, we observed that many genes
contribute to the vanahality of each phenotype, potennally
immobang different metabohe pathways.

The results presented in this study are unigque, as these ob-
servations were obtined from a ruml population sobjected eo
nutriiong] and epdermological tansitions. In this area, the
prevalence of physizlly achwe adulis 15 high, as the pnmary
activity of the active population = farming, suggesting that the
warking members spend more energy i ther daly moutines.
Howrever, the kewels of keisure tme spent performing physacal
activites are low and follow patterns similar eo those observed
in orban ares (Bicalho et al., 2010). These observatons are
in contrast with those from sedentary populations, whach
have been asesed in other studies showing a potentally
high nsk for developing chmome diseases (Matos & Ladexa,
2003).

Momower, dl sgmficant cormelabons between these traits
showed incomplete plactropy. Plerotropy 1= typucally implied
when a genels) controls molople phenotypic tmits. There
might be a2 medianon of the effects of 2 gene for one =it
onto another or cven the confounding of effects by a thard
gene.

In condsion, the mesults of unnanate and branate qoan-
bative genetic analyses renforce the hypothess that 2 com-
mon set of genes has at beast parnal plactopic effects on boath
insulin levels and insulin resistance associated wath adiposity
and the kevels of HDLe in the bady. These results confirm this

& 2013 John Wiley & Soms LidUniversity College Londos
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Herltabillty of Ghucose and Adiposty

Table 5 Pair-wise correlation adjpsted betwesn ghicose homenstasis with anthropometrics and lipid mits.

Phenotype pairs M et SE P valoe’ pe =+ 51 o
Gloopss— BMI 280 005 £ 0,22 7w 02X+ 013 015
Glooos—"8C 280 =012+ 0.22 057 0.30 &+ 0147 018
Gloceas—MUSC i1 ] 028 L 044 056 0.3+ 012 015
Gloopea—HIDLc 264 =007 £ 0.24 074 =001 £ 017 =00
Glocree—TGL 263 023 L 0.2 041 —0.02 £ 016 016
Fastmg, Insofim—EBMI 280 048 £ 016 m 0.33 &+ 0147 0.44
Fastmg insulin—W( 280 04T £ 016 L1 ] 0.3 4+ 016 0.34
Fastmg insulin—dLIALC 280 4G £ 0.19 005 033 £ 0122 0.4
Fastimg imnsulin—HIM.c 265 —047 £ 018 0oz —0.0d 0 in —0.25
Fastmg insulin—T(GL 265 003 £ 0,25 LI ] 015 £ 017 0.o7
HOMA-TR. —BMI 280 053 L 018 0oz 0.2 4+ 013 0.42
HOMA-TR. —W 280 046 L 0.20 005 028 4+ 014 0.35
HOMA-TR. —MLUAC 280 050 £ 0,22 oor 0.29 4+ 0112 0.4
HOMA-IR. —HDLe i —058 £ 0.21 0oz —0.05 £ 0 1% —0.2
HOMA-IR-TGL 261 =01 £ 0.34 09 0.2 4+ 014 012

All measures wens

transfiwrmed prior to i
atuwupp=|31%=wﬁd+| [1—hi? + EZ)e];

envirenmental cormelation; g genetic correlation; pp: phenotypic coreelation
SE: sandand ermor; BMI: body mass index; MUAC: mid-apper arm aroumference;

HOMA-IR.: homeostasis model axessment-inmlin resisance; HIDL: high-density Bpopmotsin; WC: waist cirrmmference; TGL: trighycerides.
P different foom zero. All of the varables were significant for P different from one.

'p walue of genetic correlation, adjusted sex and age
Zp oz 005,
% of trait variation due o the plbotropic effecs of genss.

hypathesis and also provide the hasis for futere stadves for the
identification of genes that coold provide Insght into the na-
ture of the insulin resstance syndmome, their components and
other smociated discases.

In general, this study suggests the importance of environ-
mental and additrve genetic factors contributing to variations
in glucose homeostaszs and lipid levels that contribute o the
high presalence of ohenty, hypertension and diabetes in thes
populanon.
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and varioas . Therefore, the aim of the study was o i the associations of the leptin receptor gene GinZ23Arg
polymorphism (LEFR GIn2¥3Arg) with high capillary glocose levels. Cross-sectiomal stody with probabilistic ssmple was carried
out in individuals aged 18 years in an urban area of Montes Claros, MG, Brazil. The capillary glucoss was consider=d high when
=140 mgfdL. The genotypes of LEPR. Gln223Axg distribution were as the following: 10.43% GG (x = 49), 46.81% AG (e = 120), and
4277% A A (n = 201), and there were no prevalence differences between genders, (F = 0.57). Multivariste-adjusted models showed
that there i no association between the polymorphism LEFR Gln2234rg and capillary high levels of glocoss even when adjosted
for age, sex, smoking, schooling, and parental history of obesity. In conclusion, po association betwesn the polymorphism LEFR

Gla223Arg and devated blood glucoss kevels was detected.

1. Introduction

The leptin hormane is an adipocyte-spedfic ob gene product
that regulates the energy balance and multifaceted biokogical
actions and performs its central effects through several neun-
roendocring systems [1]. There are mubtiple lines of evidence
with regard to the association between variants of the gene
encoding the leptin receptor and the metabolism of the hor-
mone, a certain degree affecting the biological fundtion and
serum leptin [2-5]. In this sense, specifically leptin receptor
gene Glnd23A rg polymorphism (LEPR Gln223 Arg) has been
mentioned as one of the factors of genetic predisposition to
overwelght and other cardiometabolic events [4, 6-10] and as
suggesting that obesity that genetic variation plays a leptin-
resistance [11]. Since the LEPR Gln223Arg has a functional
importance for obesity, it could play a significant role in type 2

diahetes mellitus and pathophysiokegy of human obesity [12].
Furthermore, they may share a common genetic background;
that is, the risk alldes for obesity may also be involved in
the increased risk of developing type 2 diabetes [13, H].
Studies with the leptin receptor, it will be important to darify
the functionality of different genetic variants, since several
studies hawe found significant associations inking them to
several traits of obesity, diabetes or the metabolic syndrome
[10, 13]). For our knowledge, no data are yet available in Brazil
on the association of the LEPR Gln223A g genotypes and
capillary glucose levels as a proxy of impaired metabolism
glucose. In the present study, we investigated the association
between LEPR Arg225CGIn polymorphism and the glucose
levels in a preliminary population-based study from urban
population.
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2. Methods

21 Study Population and Design. A cross-sectional popu-
lation-based study was conducted with inhabitants aged
=18 years in Montes Clarns, MG, Brazil Montes Claros now
has about 361915 inhabitants; 95.1% of them in the urban area
of the municipality [15].

22 Sample Design. This research proposes the sample
sime procedure for estimating the prevalence of the LEPR
GIn213Arg To draw the sample, we use cluster sampling
method in two stages with unequal selection probabilities
form the aty of Montes Claros, MG state, Brazil The

size was based on the expected prevalence of 10% of the less
frequent polymorphism [16] with the standard dewviation of
1.55 and variation coefficient of 15%. In the first stage, we used
the database of census tracts (2000 Census, IBGE) [15] for
the purpose of drawing the primary sampling units. On the
second stage, we will use the address List for the purpose of
drawing households, and all individuals found at the time of
the survey were asked to participate in the study.

mittee of Universidade Federal de MG (UFMG), and all
participants gave written informed consent. In the first stage,
we wsed the database of census tracts (20010 Census, [BGE)
[15] for the purpose of drawing households.

Interview was conducted by answered a face-to-face
survey questionnaire covering various aspects of their demo-
graphic (sex, age, skin color, marital status, and schoolarity)
and lifestyle characteristics (physical activity, smoking habits,
and akoohol consumption). At the conclusion of the interview,
a clinical evaluation of participants was performed which
included weight, height, waist crcumference, and blood
pressure measurements, carried out in toplicate by well-
trained staff according to standard procedures [17, 18].

Weight and height were measured according o the rec-
ommendations of the World Health Organization, and it
induded all eligible participants in the selected howseholds
[18]. Capillary whole birod was obtained from a finger prick
ﬁ:lrn:la]]s:b}ettsmnnn fasting statns. This drop was placed
on the tape reading in disposable and was immediately
analyzed wsing Accucheck Roche (Mannheim, Germany)
beod gluicose analyzer. Participants were then divided into
two categories considered those with high blood glucose
values were =140 mgfdL with capillary whole blood glucose
less than that value [19).

Blood pressure was measured, using an ONRON HEM-
T42INT (5P Brazil) automatic BP monitor, in the sitting
position, using the right upper arm and an appropriately
simed cuff after 5 mimates, according to The Seventh Report
of the Joint Mational Committee on Prevention, Detection,
Evaluation, and Treatment of High Blood Pressure [17]. Mea-
surements were accomplished three times in the participant
right arm with a two-minute interval, after an at least five-
minute rest. Hypertension was defined as a systolic bleod
pressure greater than or egual 40 mmHg and/or a diastolic
brod pressure greater than or equal to ™) mmHg or reported
use of medication for hypertension control [17].

ISEN Genetics

23, DNA Extrachion. DNA was extracted from oral mucosa
scraping from study participants. DINA samples were isolated
using silica partides, which are adsorbed to DNA. Then, DNA
was washed to remove impurities, and it was eluted in TE
buffer, as previously described [20].

Leptin receptor gene polymorphism LEPE GIn225Arg
(& = G; rsll37WM) was assessed by restriction fragment
length polymorphism- chain reaction (RFLP-
PCR). Polymerase chain reaction for LEPE gene was per-
formed on 5 ng of genomic DMNA, as template. Other

were used, inchuding 4uM of each primer (F:
5. AEEEITTMGCTGGGTGTECCAMTAG ¥ R 5-
CAATATTTATGGGCTG AACTGACATT-3; 330bp),
01mM of each DNTP (Amersham Biosciences, Pittsburg,
PA, USA), 1X PCR buffer, 2.5 mM magnesium chloride, and
25U of Platinum Tag DNA polymerase (Invitrogen Life
Technologies, Carlshad, CA, USA). The 330 bp PCR product
was digested with Mspl (HPAII) restriction endomuclease
{Fermentas Life Sciences, Lithuania), that recognizes the
restriction site (C/CGG). For this SHE the A allele lacks Mspl
resiriction site. Thus, individuals carrying A allele show only
one PCE product (330bp), while those who carry G allele
show two bands (293 and 37 bp). Positive control for digestion
reaction was used, and 10 ul. amplified DNA was digested
with LOU of Mspl for 16h at 37°C. PCR and restriction
reactions were performed into a thermocycler (Eppendorf
AG, Hamburg, Germany). The products PCR were visualized
by electrophoresis in 10% acrylamide gel stained with silver.

3. Statlstical Analyses

Thex: test or Fishers exact test have been performed to
compare categorical variables, and Students i-test has been
performed to compare age 85 a contimious variable. All
analyzes have been performed using Stata version 12.0 (Stata
Corp, Texas, USA) and results with F < 005 have been
considered statistically significant. Afterward variables with
F < 0.05 have been entered into multivanate logistic regres-
sion analysis with the forward elimination method, and
adjusted odds ratio {OR) and 95% confidence interval (CI)
in order to explore the assodation between the Gln2234Arg
polymorphism and capillary glucose levels.

4. Results

This cooss-sectional study recruited 470 participants; the
mean and standard deviation of age with average age of total
population were 44.72 = 1799 years; 34.2% (161) of partic-
ipants were males; and 65.7% (309) were females. Selected
demographic characteristics and adiposity traits according
to gender are shown in Table l. The age group with the
highest frequency was from 18 to 29 years 25% (119 followed.
by ape greater or equal to 60 years X% (101). Frequencies
of schooling equal to or greater than % years of education
andumomewu‘emnulubehveeullmsms.ﬂmrewmm
statistically differences in chiaracteristics
between genders, except for the marital status. For the lifestyle
variables, the consumption of alcohol and tobacoo was higher
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TaHLE k Sociodemographic characteristics by sex.

Sex
Variahle Male Female Tatal FPvalue”
[ W [ W " W

Age groups (years)
1E-29 40 2484 m =) 9 532
032 3o 18,63 52 16.83 82 1745 0472
40-49 m 1242 58 1877 78 15,60
50-59 M niz 56 1812 o 1915
=60 37 1798 &4 2071 m 49

Skin color
White i3 1635 3 1370 on 1= 006
Moowhite 134 B375 135 Ta30 a0 TERS

Marital status
With spouse 106 6584 140 1531 M6 5234 <0001
Withowt spouse 55 316 169 5460 o | 4766

Education (years)
<5 19 1L.E8 L 16.E8 m 1571
=5 and <& =] 4250 i11:3 E3 1Bé T 0410
el | 1500 38 1234 &2 1325
=2 43 joal 100 k> ) 149 3184
<2 = 1553 44 M1 ) 1471 0251
2la«<d 74 4596 121 o ) 195 4158
=4 &2 kL 143 4642 5 437

Physacal activity
Yes 13 70]e 239 T35 352 7489 .D&s
Inactive 45 2081 il I2ES 118 =1

Emaoking
Yes 3z 20000 15 523 4B 1030 0001
Ex-smoking 43 1687 35 1144 78 16.74
Mo ES 513 155 8333 o 72946

Alcabal intake
Yes &0 77 -1 2621 141 3000 0.013
Mo 1o 62.73 el 7379 ] TOLO0

Mutritional stans
Underweight 1] 497 13 423 n 4.49
Mormal weight 73 4534 123 40.07 196 dLEE 0099
Chverweight L= 31354 a0 i v 144 0TT
e 15 1515 &l 1538 W7 2185

Abdominal chesity
Mo 135 BI85 178 5279 3 6674 <0001
Yes i3 1615 130 1271 156 1316

Hypertension
Yes o6 59,63 176 5733 7 58132 0.632
Mo &5 4037 13 42 67 196 dLEE

History of parent’s ohesity
Ve 144 Bo4a 262 BE5.06 A B&S5T 0187
Mo 161 10.56 46 1484 63 13.43

Glucose level
Mormal (<140 mgfdL) 137 B5.09 267 B&.OT 404 E6.32 0.574
High (=140 mg/dL} i 1491 40 13.03 G4 1568

* Chl-square test.
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TAELE X Sociodemographic characteristics by glocoss level.
Glucose level
Wariahle HMormal < 140 mg/dL High = 140 mghdL Total Pvalus”
" *® 1 % B ]

Age groups (years)
18-23 ur ] 2 33 nz 2543
-39 Fi-] 1931 4 625 BZ 1752 <0001
4049 & 1683 q 1406 TE 1642
50-59 71 7078 1B 2814 oo 19,02
=60 i &35 k| 45 44 10 160

Skin color
White Fik] 1965 LI 325 oo il e 0.035
Moowhite 323 8035 44 6875 36T TB.TG

Marital status
With spouse 205 50.74 k] 60094 244 5214 01z
Withouwt spouse 129 4026 15 30006 224 4786

Education (years)
<5 65 1617 4 625 69 1517
=5 and <& 168 4.7 18 28.13 186 074 0.0m
pEecl2 54 1343 8 12.50 [ 1330
=12 15 2861 u 5313 140 a7

Income {minimum wages)
L+ 60 1489 9 1406 69 4R a8l
z2a<d 166 4119 7 4219 193 41313
=4 jerd 43.92 8 4375 205 43.90

Phiysical activity
Yz k1 k] 7748 w 57ElL 350 7479 0.00
Imactive a1 2252 w 4219 & 2521

Smaking
Y 4z A4S [ 12.50 45 1034 ooz
Ex-smoking 57 1418 LI 2597 ki 1658
Mo 303 75.37 k1 5R.06 ) 7306

Alcobal intake
Yes 128 JL6E 13 203 141 313 L0EE
N 176 6832 51 7969 i 6987

Mutritional statis
Underweight 19 473 2 ENE] 2 45l
Mormal weight 174 4338 21 32.81 195 4185 LI
Crverweight i .59 I& 25.00 16 309
Dhese B2 20,40 25 3005 » 2204

Ab-dominal obesity
Mo m G906 33 5138 32 [ 0.ooa
Yoz 125 30,04 k] 4762 155 3319

Hypertension
Y=z 254 6318 16 25.00 270 57594 <0.001
Mo 148 35.82 4B 75.00 126 42.06

" Chl-square test

in the male group (F < 0.05). The genotypes of GIn233Arg

polymorphism in the LEPR gene distribution were as the
following: GG genotype was 10043% (n =
(rn = 2200, and 42.77% AA (n = 201) (data not shown).

49), 46.81% AG

The percentage of individuals having fasting blood glu-

cose levels greater than or equal to 140g/L in our sample
was 15.68% (n = &4, 95% CL: 0.12-0.20). When the sample

was distributed by ghicose level was observed that age group,
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TaBLE 3: Multivariate logistic odds ratio and confidence interval (95% CI) of association between genotype and high capillary ghocose levels

(2140 mg/dL).
Capillary glhucose (z140mgidL) OR o5 I Fwalue
Model 1 {niot adjusted)
Genotype GG 1 — -
Genotype AG 0E  034-205 07
Genotype A4 L6 043259 0,889
Model 2 (adjust- age)
Genatype AG BEd 03116 w7z
Genotype AL DEE  079-126 0798
Model 3 (adjust age and gender)
Genotype AG BEd  072-LI3 0724
Genotype AL DEY  034-238 OLB0A
Middel 4 (adjust age, gender, and education)
Genatype AG 0EF 03327 0,780
Genotype A4 &9 D.34-231 0824
Model 5 (adfnst age, gender, edwcation, and smoke)
Genotype AG D9 036175 0959
Genatype A4 Ll 137275 0,981
Model & (adjust: age, gender, sducation, smoke, and aloohol intake)
Genotype AG 105 038280 nerr
Genatype A4 L2 037180 0962
Model 7 (adjust: age, gender, education, smoke, alcohol intake, and WC)
Genotype AG 100 036277 0.895
Genatype Ad L 037-278 0.976
Mo<del & (adjust: age, gender, education, smake, alcohal intake, W, and parental history of chesity)
Genatype AG 087 035-271 [L95E
Genotype A4 L0 0362176 0,988

WC: waist ol roamferemce.

skin color, schooling, physical activity, mutritional status,
waist circumference and hypertension were associated with
glucose levels excepted marital status, income and alcobol
intake (Table I). Meither in the univariate analysis nor in the
multivariate analysis for the models adjusted by the poten-
tially confounders (age, sex, schooling, smoking, alcohol
intake and waist ciroumference) an association between the
polymorphism LEPR Gin223Arg and elevated blood ghacose
levels was detected (Table 3).

5. Discassion

In this population-based study, we estimate the associations
between genotype frequencies determined uwsing PCR-RFLP
analysis of the GlnI23Arg polymorphism and the high
capillary glucose levels. Several studies have described the
associations with obesity, hypertension, or other chronic
diseases [9, 21-13], but the condusions about the ghicose
levels are mot yet dear. The Gln223Arg polymorphism s
within the region encoding the extracellular domain of the
leptin receptor, and, therefore, the amino acid change affects
all forms of the receptor. It has been shown that LEPR
GIn2253Arg polymorphism is associsted with the variation
in ligand binding; higher levels of ligand binding activity
have been demonstrated in individoals homozygous for the

G (LEPR Arg223Arg) allele than in carriers of the A (LEPR
213In) allele, and the leptin recepiors in the hypothalamus
and the pancreatic beta-cells could be where they mediate
leptin-induced inhibition of insulin secretion [8]. Despite
some studies have been found o be associated with diabetes
and insulin homeostasis [13, 24]. However, in this study, no
association between the polymorphism LEPR Gln2 23Arg and
clevated blood ghucose bevels was detected. This is similar to
a previous study conducted in other populations in which
the Gin223A g in the leptin receplor was ot associated with
baody weight, leptin concentration, and metabolic parameters
[13, 25]. Furthermore, the knowledge on the complex sig-
naling pathways involved the insulin resistance and diabetes
management of patients with metabolic diseases. The lack
of association could be due to this complex pathogenesis of
hyperglycemia which involves 2 numerous of genetic and
emvironmental factors which other studies should attempt to
oontrol.

6. Conclusions

In summary, in this study, we report no association between
GIn2253Arg polymorphism and capillary whole glocose lev-
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many potentially confounders, and we did not measure leptin
levels.
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Hypertension is responsible for high morhidity and mortality as one of the most important cardiometabolic risk fctors. The aim
af the study was to investigate whether the Gln2234 g in the leptin receptor (LEPR) influsnces the prevalence of hypertension.
A cross-sectional study was carried out in individuals aged = 18 years. Polymorphism identification was performed wsing PCR-
Wmﬁmme&Mm2]WMmﬂﬂnrmdxnmmmmdzmdhpm Frequencies,
means, cross-tabulations, and multivariate models were produced to study differences in hypertension prevalence by genotypes.
The stody includes 470 participants. The frequency of GG polymorphism variant was 10043%, 46.81% AG, and 42.77% AA. The
distribution of hypertension frequency by LEFR genotypes was the kllowing: AA 43.8%, AG 40.4%, and GG 40.8%; there wers

o significant differences between groups. Comparative analysis which wsed multivariate Poisson regression adjusted by many
potential confounders (age, sex, schooling, smoking, aleohal intake, obesity, and Gmily history of parental obesity) did not modsfy
this result. In this large sample of population-based study, the association of the LEFR. GIn?23Arg gene polymorphism with

hypertension was not ohserved.

1. Intreduction
Cardiometabolic outcomes are responsible for high mortality
worldwide both in developed and developing societies [1, 2).
Among the top ten canses of death, two are cardiovascular
diseases (CVID) and responsible for 12.8% of the deaths in the
world [3].

Moreover, TV are related to complex phenotypes with
multifactorial etiology such as obesity, uncontrolled bleod
pressure, increased waist circumference, increased fractions
quDI.ﬂuitngi}'culdﬁ.demaad HDL [2, 4-9], presence
of metabolic syndrome [10-12], disbetes [13], and penetic
polymorphisms [14). These complex phenotypes contribute
tix the increase of the prevalence of CVID and increasing the
costs in the public health [15].

Therefore, studies which investigate the association of
these complex phenotypes, such as cardiometabolic risk
factors, take on a definite importance in the context of public
health and the search of different analysis tools such as
evaluation of polymorphisms. These are interesting strategies
to understand the contribution of the epidemiology of CVD
better.

The mechanism of leptin signaling in the regulation of
energy homeostasis in human metabolism [16] is considered
of utmost importance. Besides the leptin gene receptor, poly-
morphism possibly intermeddles with the regulation of body
weight, obesity, fat mass distribution, serum leptin levels,
glucose homeostasis, and diabetes, among others [17-24].

Thie variants of the leptin receptor GIn223Arg gene ( LEPR
GIn223Arg) have been reported to associate with metabolic
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functions and adiposity in different studies, contribute to
inadequate metabolism of the hormone, and affect the bio-
bogical functions and leptin resistance [19, 21, 24, 25]. Thus,
this polymorphism could be involved as a genetic risk factor
in overweight and other cardiometabolic events [17, 20, 22—
24). Evidence of a significant effect of the Gin223Arg poly-
morphism on Mood pressure regulation has been reported in
some recent studies [21, 26, 27]. The aim of the study was to
study the association of the LEPR GIn223 Arg with prevalence
of hypertension in an urban Brazilian population.

2. Methods

21 Shudy Populaiion and Design. A cross-sectional popula-
tion-based study was conducted with residents aged =18 years
in Montes Claros, Minas Gerais, Brazil Montes Claros now
has about 361915 inhahitants—95.1% of them in the urban
municipality area [28].

22 Sample Design. This research proposes the sample
size procedure for estimating the prevalence of the LEPR
GIn2Y3Arg. The sample size was based on the expected pre-
valence of 10% of the less frequent polymorphism with the
stanidard deviation of 1.55 and variation coeffident of 15%.
In the first stage, the database of census tracts (2000 Census,
IBGE) [2B] was used for drawing the primary sampling
units. In the second stage, the address list for the purpose of
drawing households and all individuals in the survey asked to
participate in the study will be used.

2.3 Dwata Collection.  An interview was conducted by answer-
ing a face-to-face survey questionnaire covering various
aspects of their demographic (sex, age, skin color, marital sta-
tus, and schooling) and lifestyle characteristics | physical acti-
vity, smoking habits, and alcohol consumption). At the con-
dusion of the interview, a clinical evaluation of participants
was performed; this included weight, height, waist ciroum-
ference, and blood pressure measurements, carried out thrse-
fold, by well-trained staff in keeping with standard proce-
dures [29, 30].

Anthropometric variables were measured as suggested
in the recommendations of the World Health Organization
[30] and included all eligible partidpants in the selected
howseholds. For the adults, overweight was defined as BMI =
25 kg'm® and obese as BMI = 30 kg/m®. Waist ciroumference
{WC) was measured bo the nearest millimeter, using a nomex-
tendable measuring tape, and taken exactly halfway between
the margin of the lowest rib and the iliac crest. The partici-
pants were in a standing position {aocurate to 0.1 cm).

The capillary whole blood was obtained without fasting
from a finger prick and was immediately anal with the
use of a Performa (Roche Diagnostic , Nutley, NI,
U5A) bleed ghicose analyzer. Participants were considered
normal at bess than 140 mg/dL or high when greater than or
equal to 140 mgidL.

Blood pressure was measured, using an ONRON HEM-
?ﬂlm‘amlmmaﬁcﬂpmmimnmmzsirﬁngpmiﬁnmusiq;
the right upper arm and an appropriately sized ouff after a
5 min interval, according to The Seventh Report of the Joint
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MNational Committee on Prevention, Detection, Evaluation,
and Treatment of High Blood Pressure [29]. Measurements
were performed three times in the participants right arm
with & two-minute interval, afier a rest period of at least
five minutes. Hypertension was defined as a systolic blood
pressure greater than or equal to 140 mmHg and/or a diastolic
bleod pressure greater than or equal to ™ mmHg or reported
use of medication for lhypertension controd [29].

24 DNA Exraction and Genotypimg The collection of
genomic DMA was obtained through an oral swab performed
with a sterile plastic spatula. After gentle scraping of oral
mucosa, the ip of the spamla was immersed in 2mlL
sterile microtubes containing 1500 mL of Krebs buffer (MaCl
20%, KC1 2%, CaCl, 2%, H,O 2%, Mgs0,, KH,PO,, and
CeH20,) and stored at —20°C in the Laboratory of Health
Research, Universidade Estadual de Montes Claros for future
DMA extraction. DNA extraction was carried out by protocol
described earlier [31, 32].

GIn2¥Arg (rs1137101) polymorphisms were assessed by
PCR amplification and digestion. The primers used were
5-ACCCTTTAAGCTGGGTGTOCCAAATAG-3 and 5-
CAATATTTATGGGCTGAACTGACATT-3 primers. For
amplification and genotyping. 100 ng of DMNA was amplified
using primers specific to 10 pmol of primers: forward, 2.5 ul,
dWNTP mix (25 mM of each), 2.5 uL 10X PCR buffer, 1.25uL
magmesium chloride (50mM), and 2.5 units of Platinum
Tag DMNA polymerase (Invitrogen® Life Technobogies,
Carlsbad, USA). The conditions for the PCR assay were
denaturation at 95°C for Smin followed by 35 cycles of
denaturation at 95°C for 1 min, annealing at 574™C for 1 min,
and extension at 72°C for 1min, and a final extension at
72°C for 10min. This primer pair produced a fragment of
330bp. The 330bp PCR product was digested using the Mspl
restriction endonudease {Prmepn, Madison, WI, USA).
The substitution from A to G allele produce a single cut site
yielding two bands of 293 and 37 bp.

25 Statistical Amalyses. Studied population characteristics
were presented by the absolute and relative frequencies of
the demographic and life style variables stratified by sex.
Statistical differences were evaluated by Pearson’s chi-square
test, and the significance level was set at 5% (P < 0.05). First,
sample distributions of the sociodemographic variables (age,
sex, schooling, smoking, aloohol intake, obesity and family
history of parental obesity, family income, nuoiritional, and
marital status) according to genotype Gln223arg polymor-
phism were estimated. Subsequently, associations between
GIn225arg polymorphism and hypertension were explored
with the wse of crude prevalence ratios (PR) with 95% con-
fidence intervals; a logistic regresion model was used
Adjusted PR for potential confounders were obtained using
a multivariable Poisson regression model including all vari-
ahles. All analyses were conducted in Stata version 12.0 soft-

2.6, Ethics Cormmitiee Approval. This study was approved by
the Research Ethics Committee of Universidade Federal de
Minas Gerais [UFMG), in accordance with Mational Health
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TAELE |: Sociodemographic characteristics by sex. Montes Claros, Brazil, 2013.

Zex Total
Wariable Male Female Fvalue”
E % " % " %

Age groups [years) 0.472
18-29 40 1484 FL] 2557 119 1532
-39 3D 1B.63 52 683 82 1745
40-49 il 12.42 5E 1877 78 16,60
50-5% 34 iz 5 1812 an 1915
=60 w 1298 4 2071 1 49

Skin color 006
White 26 1635 73 BT o0 115
Moowhite 134 B7S ns 7630 150 TEBS

Marital status <1001
With spouse 106 G584 140 4531 ME 5234
Withowt spouse 55 3406 159 54.69 e | 4766

Education (years) 0410
-5 54 1188 52 (1%} | 1517
&7 &8 42 50 & B3 1864 ke |
E-I i | 15.00 k] 12.34 62 1335
=12 49 a2 100 3247 1.1 3184

Income {minimum wages) 0251
<2 15 1553 a4 1429 &e 1471
1-3 74 4596 11 o710 105 4158
=4 [ 3E5 143 46,42 5 437

Phrysical activity 0065
Vg JIE] i 238 T35 352 T4.E9
Inactive 48 298] 70 2265 118 =1

Smoking <0001
Yes n 20000 14 513 48 10.30
Ex-smoking 43 1687 35 144 78 16.74
Mo B 5313 155 B333 M 71846

Alcohal intake 0u0L3
Yz &0 T Bl 2671 141 30.00
Moy 1ol 62.73 218 7379 34 F0.00

"B value < 005 for ditferenices between male and female (chi-square test).

Council Resolution 196/96. All of the subjects who took
part in the study were informed about the objectives of the
research and their rights as participants, and then they were
asked to sign a consent form.

3. Results

In the preliminary results, sample size was 470 participants,
34.7% (161) males and 65.7% (309) females. The mean and
standard deviation of age with average age of total population
was 44 72+ 17.99 years. Selected demographic characteristics
aocording to sex are shown in Table 1. The age group with
the highest frequency was 18 to 29 years 25% (119) followed
by age greater or equal to 60 years 21% (101). Frequencies of
schooling equal to or greater than 9 years of education and
income were similar between the sexes. There were no sta-

between sexes, except for the marital status. Regarding the
married status (with spouse), the highest Was
observed in men {658%) than women {45.3%; P < 0.001).
For the lifestyle habits, the consumption of alcohol and
tobacoo was higher in the male group (F < 0.05).

Table 2 shows high prevalence of abdominal obesity
among the women. Prevalence of nutritional status, hyper-
tension, and glucose levels was similar between sexes. The
genotypes of Gln223Arg polymorphism in the LEPE gene
distribution were the following: GG polymorphism variant
was 10.43% (n = 49), 46.81% AG (n = 220), and 42.77% AA
{m = 201).

In the univariate analysis, carriers of genotype AA pre-
sented a slightly higher prevalence of hypertension (43.78%)
when compared to those who have GG genotype (40.8%).
The prevalence ratins were not significant (RF = LO7; CI
95%: 0.73-L55). The distribution of hypertension frequency
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TABLE - Mutritional status, glucose levels, and blood pressure status by sex. Montes Claros, Brazil, 27013,

Sex Total
Variahles Mal= Female Povalue”
" .1 " % " W
Mutritional statis ongd
Underweight 08 457 13 473 n 4149
Mormal weight 73 4534 113 40,07 196 ALEE
Cheerweight S 3354 a0 o ld4 g7
Obese 6 1615 Bl 2638 107 21185
Abdominal chesky <0001
Mo 135 B1ES 17& 579 3 66,74
Yes 6 1615 130 411 156 1326
Hypertension 0632
Yes o4 S5RL63 176 5733 m 5812
Mo &5 40.77 131 41 67 196 dLEE
Ghucose level 0574
Mormal {<140mg/dL) 137 B5.09 26T B&9T 404 B6.32
High (=140 mg/dL} i 14.81 40 13.03 d 1368

g < 005 for differemces betwern male and female {ichl-square fest).

by genotypes LEPR was the following by group: AA 43.8%
{rn = £}, AG 40.4% (1 = 84), and GG 40.8% (n = 20); there
were ni significant differences between groups (F = 0.76).
Comparative analysis using multivariate Poisson regres-
sion adjusted by many potential confounders (age, sex,
schooling, smoking, alcohol intake, waist drcumference,
glucose bevels, and obesity and family history of parental
obesity) did not modify this result. According to the multi-
variable Poisson regression model, genotypes of GIn225Arg
polymaorphism did not remain significantly associated with
jon in various multivariate models (PR = 095
5% CI: 0.70-1.27) after adjustment for age, sex, schooling,
smoking, alcohol intake, waist droumference, and parental
obesity history [ Table 3).

4. Discnssion

In this population-based study, the frequencies of LEPR
GIn273 Arg and the association between genotype frequencies
and the mild levels of blood pressure were estimated. Thus
by far, this is the first population-base study describing
a penotype frequency of the LEPR GIn223Arg wvarant in
healthy populations of Brazil The genotype frequencies
of three categories of polymorphism studied cormespond
to 10, 47, and 42% for GG, AG, and AA, respectively.
This is rather dissimilar to recent studies carried out in
healthy American multiethnic population (African, African-
American, African-Caribbean, Cancasian, Asian, and other
ethnic groups) in which the frequencies is diverse. For
example, AA ranged from 13.4% in African-Caribean to 37.9%
in Cancasian, while the GG ranged from 14.16% in Caucasian
to 34.67% in Asian'octher minority ethnic groups. However,
Cancasians [33].

Several lines of evidence suggest that most of the poly-
morphisms associated with signaling impairment of leptin
action in the central level would correspond to GIn2253Arg
polymarphism and in turn be associated with high circulating
of leptin levels, and this may play a role in the pathophys-
iology of hypertension obese [20, 22]. The mechanism that
explains the relationship between obesity and hypertension
oould be mediated by the increase of sympathetic nervous
system activity.

According to recemt studies, positive relationships
between plasma beptin and 24-hour blood pressure levels
have been shown. In a cross-sectional study in a population
of 70 nondiabetic, normotensive, and obese women, serum
leptin levels were directly related to 24-hour bleod pressure
levels aside BMI; this evinces that leptin kevels could be a
crucial parameter for determining the blosd pressure kevel
[34]. Obesity-induced hypertension could be secondary o
insulin resistance and'or hyperinsulinemia [35]. In obese
hypertensive subjects, changes in serum leptin levels corre-
lated to changes in blood pressure levels afier weight loss
regardless of insulin resistance confirming the role of leptin in
the pathophysiobogy of hypertension in obese patients [36].

The relationship between serum leptin levels was also
shown in hyperiensive participants. After adustment for
confounders, the authors concuded that free leptin surmo-
gates are associated with masked hypertension in nonobese
normoghycemic subjects. Following the same lines of evi-
dence, in a sudy of 284 volunteers with various levels of
waist to hip ratio, the differences in blood pressure by LEPR
variants remained significant afier adjusting for the influence
of obesity and body fat distnibution, as well as insulin and
leptin [2].

In this study, no association between Gln223Arg poly-
morphism and hypertension is reported. This association
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TAELE 3 Multivariate Poisson regression model {prevalence mtio and %5% CI) for bypertension, Montes Claros, Brazil, 2013

Miosdels PR 95% 1 P value
Mol 1
Genotype GG 1 — —
Genatype AG 058 0.68-1.43 0.954
Genotype A& La7 0.73-155 0712
Model 2 (adjust: age)
Genotype AG Loz 075138 (0.BET
Genotype A& 0.98 0.72-133 0919
Model 3 {adpost age and sex)
Genotype AG LE0 0.75-1.38 0.895
Genotype Ad 087 0.72-132 0.891
Model 4 (adjust: age, sex, and education)
CGenotype AG Loz 0.75-139 0.868
Genatype A& 0.87 0.72-132 ik
Model 5 (adjast age, sex, education, and smoke)
Genatype AG L4 075143 0.801
Genotype A& 0.98 0.72-135 0.541
Model & (adjust age, sex, education, smoke, and aloshal intake)
Genotype AG Lo4 0.75-142 0.808
Genotype A& 0.98 0.72-135 0.938
Model 7 (adjust: age, sex, education, smoke, alcohaol intake, and WC)
Genotype AG L3 0.75-143 0.808
Genotype Ad neg 0.72-135 0938
Model 8 (adjust: age, sex, education, smoke, aleohol intake, Wi, and
parental abesity history)
Genotype AG Loz 0.75-138 0.862
Genotype Ad 085 0.70-1.27 048

" G genotype as reference growp. WiC: waist cirormference.

remained nonsignificant after controlling for many poten-
measured. It is known that casual blood pressure level does
not account for the blood pressure circadian oscllation amd
this lack of precision in the measurements of blood pressure
could explain the nonassodation between polymorphism
and hypertension [37].

The results should be interpreted cantiously since the
preliminary data results are about & complex sample and need
weighing adjustments for different probabilities of selection
of each participant.

In conclusion, this study does not provide evidence for a
role of the LEPR gene Gln223Arg polymorphism in increas-
ing the prevalence of mild hypertension in a cross-sectional
population-based study. Thos, this study failed to provide
evidence for a differential prevalence of mild hypertension by
groups of the LEPR Q223K gene polymorphism.

Conflict of Interests

The authors dedare that there is no conflict of interests
regarding the publication of this paper.

Authors’ Contribution

Gustavo Velasquez-Melendez, Jodo E B Neto, Gedrgia das
Gragas Penz, and Andre L. 5 Guimardes designed the
research; Gustavo Velasquez-Melendez, JoSo FE R Neto,
(redrgia das Gragas Pena, Rosingela B Veloso, and Tatiana C.
Reis conducted the research; Gustave Velasguez-Melendez,
Gedrgia das Gragas Pena, Crizian 5. Gomes, and Andre L. 8.
Guimardes analyzed the dats; Gustavo Velasguez-Melendez,
Jodo E R Meto, Gedrgia das Gragas Pena, and Andre L
5. Guimardes wrote the paper. Gustave Velasquez-Mdendez
and Gredrgia das Gragas Pena had primary responsibility for
final content. All authors read and approved the final paper.
All authors contributed to conception, design, and paper
authors abide by the Association for Medical Ethics (AME)
ethical mbes of disclosure.

Acknowledgments

This study was supported by Grant (EFP_M140%) from the
Fundagao de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais



Analise Genética de Fenotipos Cardiometabdlicos 154

{FAPEMIG). Dr. Guimardes and D Velasquez- Melendez are
research fellow of CMPg (Conselho Macional de Desenvolvi-
mento Cientifico € Tecnoldgico).

References

[1] A @ Odegrard, W P. Koh, |. ¥oan, M. DU Gross, and M. A.
Pereirn, “Western-style fast food intkke and crdiometabalic
risk in an Fastern country, Circulotion, wol. 126, pp. 182-188,
iz,

[2] L Pérusse, |.-F. Després, A. Tremblay et al, "Genetic and
enviroomental determiramts of serum Epids and Epoproteins
in French Canadian families] Arferiosdernsis, wol. 9, no. 3, pp.
I08-318, 1989,

[3] WEHD, The Top 10 Cauwses of Denth, World Health Organization,
Geneva, Switzerland, 2011

[4] LD Brunzell and A. E Ayyohi, “Dryslipidemia in the metahalic
syndrome and type 2 diabetes mellitos. The American Journal
of Meudicine, vol. 115, no. B, supplement 1, pp. 24-28, 2003.

[5] K. L Edwards, M. C. Mahaney, A. G. Motulsky, and M. A.
Austin, “Fleiotropic genetic efects on LDL size, plasma trighy-
ceride, and HDL cholesteral in fmilies” Arteriescennsis,
Thrombaosis, and Vasauler Biolegy, vol. 19, no. 10, pp. 2456-2464,
19949

[6] M. E Peitosa, T. Rice, T. Rankinen =t al, "Common genetic
and environmental effects on lipid phenotypes the HERITAGE
Eamily study” Human Heredity, vol. 59, no. 1, pp. 34-41, 2005.

[7] I E.Hokanson, C. 1. Langefeld, B. D. Mitchell et al., "Plesotropy
and heterageneity in the expression of atherogenic lipoproteins:
the IRAS fxmily study” Himman Heredity, wol. 55, no. 1, pp. 46—
50, 203,

[8] L E Marcopito, 5. S. F Rodrigues, M. A_ Pacheca, M. M.
Shirassa, A. ]. Goldfeder, and M. A. de Moraes, "Prevaléncia de
alguns fatores de risco para doengas crfinicas na cidade de 530
Paulo,” Revista de Satide Piibifon, vol. 38, pp. 738-745, 2005.

[9] G. Velisquez-Meléndez, E C. Parra, A. Gorzinelli, 5 Williams-
Blangero, and B. Correz-Oliveira, "Genetic determinants of risk
factors for cardiovascular disease in 2 population from naral
Brazil” Hirman Biolegy, val. 79, no. 2, pp. 179-190, 2007,

[10] .Lla.w:.M.T...Stl:ﬁnﬂ.a.ndG M. Feaven, “Insulin resistance

hrpﬂ'h'l.g]}m’ﬂma Lnn-uudu]:d:.crdmm nl:'p:rlm:ls
nifrdna‘mnhgrndiﬁtﬂbahm vol. 68, mlpp 343-347,
1989,

[0] M. C Schumacher, T. M. Maxwell, L. L. Wi, 5. . Hunt, . B
Wilkams, and 5. C. Elbein, "Dyslipidemias among normogly-
cemic members of familial NIDDM pedigrees.” Diaketes Care,
vol. 15, no. 1, pp. 1285-1289, 992

[12] W. Tang. Y. Hoog, M. A. Province et al, “Familial dustering for
features of the metabolic syndrome: the Mational Heart, Lung,
and Blood Institute (NHLBI) Family Heart Study” Diabetes
Care, vol 29, oo 3, pp. 631634, 2006

[13] A. Malhotra and [ K. Wolford, “Analysis of quantitative lipad
traits in the genetics of NIDDM (GENMID) study, Diobetes,
vol. 54, no. 10, pp. 3007-3014, 2005,

[14] 5. H. Shah, “Gene polymorphisms and susceptihility to coro-
nary artery disease,” Pedictric Blood and Cancer, vol. 48, no. 7,
Pp. THE-T41, 2007

[15] M. L R Azambuja, M. Foppa, M. E Maranhio, and A. C.
Achutti, “Impacto econdmice dos csos de doenga candiovas-
cular grave no Brasl: oma estimativa baseads em dados

Cardinlogy Research and Practice

serundirios, Arquivos Brasileiros de Cardiclogia, wol 91, pp
163-171, 2008,

[16] W A Tritos and C. 5. Manteoros, “Leptin: its role in obesity and
beyond.” Dinbetologia, wol. 40, no. 12, pp_ 13711379, 1997

[I7] ¥. C. Chagnon, W . Chung, L. Pénsse, M. Chagnon, B L

Leibel, and . Bowochard, "Li and associations betwsen

the leptin receptor (LEPR) gene and homan body composition

in the Quebec Emily study,” International fournal of Obesity and

Relmted Metabolic Disorders, wol. 23, no. 3, pp. 278186, 1999,

T. A. Lakka, T. Rankinen, 5. [. Wﬂ.n#:t:].,'l.e_plmmd

Ep'h.nmcep‘h:rgm and changes in ghscose

in response to regular exercise in nondiabetic
individuals: the HERITAGE family study” Dinbetes, wol 53, no.

&, pp. 16031608, 2004.

[19] V. & Mattewi, V. M. Zembrruski, and M. H. Hutr, “Association

analysis of genes immlved in the leptin-signaling pathway with

ohesity in Braxil” International Journal of Obesity and Related

Mertahaolic Disorders, vol. 26, no. 9, pp. 11791185, Z2.

M. [ Quinton, A ]. Lee, B ]. M. Boss, B Eastell, and A 1. E

HBlakemaore, “A single nocestide polymorphism (SMP) in the

leptin receptor is asociated with BMI, 2t mass and leptin levels

in po Cancasian women,” Humanr Genetics, val.

108, no. 3, pp. 233-136, 2001

[21] R.annmd,TE.Chﬂgnnn,G ]'lnlmd:l..'Hrp:rl:mmm
Erdocrinology and Mefabolicm, wol. 85, oo, 9, pp. H256-313,
oa.

[22] M. Yanmakourss, M. Yannakoulia, L. Melistas, J. L Chan, D
Klimis-Facas, and C. 5. Mantzoros, “The (223 polymorphism
of the leptin receptor gene is significantly associated with
composition varihility” fourmal of Clirical Endocrimalogy and
Mertaholizm, vol. 86, no. %, pp. 44344439, 2001

[23] Y. C. Chagnon, |. H. Wilmore, . B. Borescki et al,, “Assodiations
cancasian males from the HERITAGE Bmily study,” fournal of
Ehu:uffrlduﬂ'mnhgr and Metabolism, vol. 85, no. I, pp. 29-34,

[18

_—

[20

=1

[24] M.\'l‘lLﬂnrs.th'hms.M_Eﬂupuu:tal “Polymorphisms in
Ih:kpnnmc.ephrp:.bndjcmnpumand distrihution
in overweight and cbess women Imtermatiomal fowrnal of
Obesity and Related Meiabolic Diserders, vol. 25, no_ 5, pp. 714-
T, 2001

[25] H.-Y. Woo, H. Park, C-5. K&, Y. L Park, and W, G. Bae, “Rela-

tionships among serum leptin, leptin receptor gene pobymar-

phisms, and breast cancer in Korea” Cancer Letiers, val. 237, no.

L. pp. 137-142, 1006,

Y Fheng, K. Xiang, K. Fhang, W Jia, |. Lo, and |. Tang.

“Association of GIn2¥3 Arg variant in leptin receptor gene with

mestabalic shoormalities and bypertension in type I diabetes

medlities in Shanghai “Han® population.” Zhongiue Mei Ke Za

Zhi, wal. 38, no. 3, pp. 174-177, 1985,

[27] P Gu, W. fiang, M. Chen et al, "Association of Lleptin receptor
gene polymarphisms and essential hypertension in a Chiness
population” fourmal of Endecrinclogical Inmvestigation, wal. 35,
10, 9, pp. 59865, 201

[28] IBGE, CENSO 3000, Insituo Brasileiro de (Georgrafia e
Estatistica, 2010.

[29] A. V. Chobanian, G. L. Baksis, H. B Black et al, “The Seventh
Report of the Joint Mational Committes an Frevention, Diebsc-
tion, Evaluation, and Treatment of High Elood Pressure the

[26

—



Analise Genética de Fenotipos Cardiometabdlicos 155

Cardiology Research and Practice

TWC 7 report,” The forral of the American Medical Associotion,
vol. 288, no 19, pp. 25602572, 2003

[30] WHO, The Use and Inferpretation of Anthropometry, Wackd
Health Organization, Geneva, Switrerland, 1995,

[3] AL 5 Goimardes, & B de 53, ]. M. M. Victdria et al, “Asso-
ciation of interlsakin-1f palymorphism with recorrent aphe-
hous stomatitis in Brarilian individuals] Oral Diseases, wol 12,
no. 6, pp. SE0-583, 2006,

[32] A L. 5. Guimardes, [ IL E Correia-Siha, A. B [ 5 et al,
“Investigation of functional gene polymorphisms IL-1§, IL-
6, IL-10 and THEF-a in individuals with recurrect aphthous
somatitis, Arcfives of Orel Binlogy, wol. 52, no_ 3, pp. 268-272,
0T

[33] C.C Ragin, C. Dallal, M. Okobia et ol , “Leptin bevels and leptin
receptor polymorphism freguency in bealthy populations,”
Infections Agents and Carcer, vol. 4, supplement 1, article 513,
mne.

[34] M. T. Guagnano, M. B Manigrasso, E. Ballone et al, “Associ-
ation between serum beptin levels and 24-hour blood pressure
in ohese women,” Obesity Besaarch, wol. 11, no. 4, pp. 543-555,
mon3.

[35] & M. Reaven, H. Lithell, and 1. Landsherg, “Hypertension and
associated metabolic abnormalities—the role of insolin resist-
ance and the sympathoadrenal system,” The New England Jour-
nal of Medicine, wol. 334, no. 6, pp. 374-381, 996,

[36] K Iioh, K. Imai, T. Masoda et al., "Relationshipl 1
in serum leptin levels and blood pressore after I'ughllu-'
Hypertension Research, vol. 25, no_ 6, pp. B81-886, 2002

[37] T G. Pickering and B_ B Devereur, “Ambulatory mon#nring of
bleod pressure as a predictor of crdiovasoolar risk]” American
Heart Journal, vol 114, no. 4, pp. 935-928, 1987




	1 INTRODUÇÃO
	1.1 Epidemiologia dos Fenótipos Cardiometabólicos
	1.2 Estratégias de Análise Genética: Herdabilidade e Análise de Polimorfismos Genéticos
	1.2.1 Fatores Cardiometabólicos em Estudos de Herdabilidade
	1.2.2 Fatores Cardiometabólicos, Leptina e Polimorfismo do Receptor de Leptina Gln223Arg
	1.3 Apresentação dos Estudos

	2 OBJETIVOS
	2.1 Objetivo Geral
	2.2 Objetivos Específicos

	3 MÉTODOS
	3.1 Estudo em Área Rural
	3.1.1 Delineamento e Área do Estudo
	3.1.2 População Acessível
	3.1.3 Questões Éticas
	3.1.4 Procedimentos para Coleta de Dados
	3.1.4.1 Variáveis Demográficas e Socioeconômicas
	3.1.4.2 Medidas Antropométricas
	3.1.4.3 Variáveis Clínicas e Hábitos de Vida
	3.1.4.4 Variáveis Bioquímicas
	3.1.4.5 Determinação Genealógica e Construção dos Pedigrees
	3.1.4.6 Confirmação Genética dos Pedigrees

	3.1.5 Processamento de Dados e Análise Estatística
	3.2 Estudo em Área Urbana
	3.2.1 Delineamento e Área do Estudo
	3.2.2 População Acessível e Amostragem
	3.2.3 Questões Éticas
	3.2.4 Procedimento para Coleta de Dados
	3.2.4.1 Variáveis Demográficas e Socioeconômicas
	3.2.4.2 Medidas Antropométricas e de Composição Corporal
	3.2.4.3 Análises Genéticas

	3.2.5 Processamento dos Dados e Análise Estatística
	3.2.5.1 Variáveis Dependentes
	3.2.5.2 Variável Independente
	 Variáveis de Confusão


	4 RESULTADOS
	4.1 Estudo de Herdabilidade, Correlações Genéticas e Ambientais de Fenótipos Cardiometabólicos em Áreas Rurais, Vale do Jequitinhonha, Minas Gerais
	4.1.1 Características dos Participantes e Descrição dos Pedigrees
	4.1.2 Estimativa de Herdabilidade
	4.1.3 Correlações Genética e Ambiental
	4.2 Estudo da Associação dos Fatores Cardiometabólicos, Polimorfismo do Receptor de Leptina Gln223arg e Indicadores de Excesso de Peso
	4.2.1 Características dos Participantes e Descrição da População
	4.2.2 Características Clínicas, Estado Nutricional e Hábitos de Vida
	4.2.3 Frequência do Polimorfismo Gln223arg e sua Associação com Fenótipos Cardiometabólicos

	5 DISCUSSÃO
	5.1 Herdabilidade, Correlações Genéticas e Ambientais de Fenótipos Cardiometabólicos em Áreas Rurais, Vale do Jequitinhonha, Minas Gerais
	5.2 Frequência do Polimorfismo Gln223Arg e sua Associação com Fenótipos Cardiometabólicos

	6 CONSIDERAÇÕES FINAIS
	REFERÊNCIAS
	ANEXO A – Aprovação do projeto de pesquisa em área rural no Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG
	ANEXO B - Questionário utilizado na pesquisa em área rural, Vale Do Jequitinhonha
	III. ESCOLARIDADE
	ANEXO C - Aprovação do projeto de pesquisa em área urbana no Comitê de Ética de Montes Claros
	ANEXO D – Aprovação do projeto de pesquisa em área urbana no Comitê de Ética da Universidade Federal de Minas Gerais
	ANEXO E - Questionário utilizado no estudo em área urbana, Montes Claros-MG
	ANEXO F - Artigo 1 - Publicado na Annals of Human Genetics
	ANEXO G - Artigo 2 - Publicado na ISRN Genetics
	ANEXO H - Artigo 3 - Publicado na Cardiology Research and Practice

