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RESUMO

SILVA, Mariane Alves, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, dezembro de 2020.
Polimorfismos nos genes F7T0, MC4R e MTMRY9 e suas associacdées com 0 risco
cardiometabolico e dieta inflamatéria na infancia. Orientadora: Juliana Farias de
Novaes. Coorientadoras: Sarah Aparecida Vieira Ribeiro e Sylvia do Carmo Castro
Franceschini.

As doengas cardiovasculares sdo as principais causas de mortalidade por doencas
crOnicas ndo transmissives no mundo. Entre os fatores de risco relacionados ao risco
cardiometabodlico t€ém-se os habitos alimentares, com o consumo de uma dieta pro-
inflamatéria, e os fatores genéticos. O Fat Mass and Obesity Associated (FTO),
Receptores de Melanocortinas Tipos 4 (MC4R) e Proteina relacionada a miotubularina
(MTMRY) sao genes responsaveis pelo controle das preferéncias e ingestdo alimentar, e
por consequéncia do peso corporal e outras desordens metabolicas. Entender a relagao
entre os fatores ambientais e genéticos ¢ de grande importancia para que as intervengdes
sejam mais efetivas. Diante disso, o objetivo deste estudo ¢ avaliar a associagdo dos
polimorfismos nos genes F70, MC4R e MTMRY com o risco cardiometabdlico e o
perfil inflamatério da dieta em criangas. Trata-se de um estudo transversal, com
criangas de 4 a 9 anos, avaliadas no Programa de Apoio a Lactacio (PROLAC) e na
Pequisa de Avaliagao da Saude do Escolar (PASE). O material genético foi coletado
pelo swab bucal e realizada a genotipagem dos porlimorfismos rs9939609 do gene F70,
rs17782313 proximo ao gene MC4R e 1s2293855 do gene MTMRY. Foi realizada
avaliacdo antropométrica (peso e altura) e da composigao corporal (% gordura corporal
total). O risco aterogénico foi avaliado por meio dos marcadores de dislipidemias, tais
como colesterol total, HDL-c, LDL-c, triglicerideos, indices de Castelli I (CT/HDL-c) e
IT (LDL-c/HDL-c), coeficiente aterogénico (CA), indice de combinagdo de lipoproteina
(LCI) e indice aterogénico do plasma (AIP). Foi aplicado um questiondrio
semiestruturado contendo questdes referentes a dados sociodemograficos e de estilo de
vida, além de Recordatérios 24 horas (R24H) e Registros Alimentares, em dias nao
consecutivos. A partir dos inquéritos alimentares foi realizado o calculo do Indice
Inflamatério da Dieta Infantil (IID-I). Observou-se que o alelo de risco do gene MTMR9
foi negativamente associado ao HDL-c e positivamente relacionado aos marcadores de
dislipidemias (TC/HDL-c, LDL-c/HDL-c e AC). Criangas com pelo menos um

polimorfismo no escore genético foram negativamente associadas ao HDL-c e



positivamente associadas ao CT/HDL-c, AC, LCI, AIP e IID-I. O alelo de risco do gene
FTO também foi associado a maiores valores do IID-I. Os resultados desse estudo
apontam que os genes estdo associados ao maior risco cardiometabolico e a dieta pro-
inflamatéria na infancia. O alelo de risco do gene MTMR9 e o escore genético foram
associados ao maior risco aterogénico, ¢ o alelo de risco do gene FTO associado ao

consumo de uma dieta mais pro-inflamatoria.

Palavras-chave: Criangas. Polimorfismos genéticos. Dieta. Dislipidemia. Doencas

cardiovasculares. Inflamagao.



ABSTRACT

SILVA, Mariane Alves, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, December, 2020.
Polymorphisms in the FT0, MC4R and MTMRY genes and their associations with
cardiometabolic risk and inflammatory diet in childhood. Adviser: Juliana Farias de
Novaes. Co-advisers: Sarah Aparecida Vieira Ribeiro and Sylvia do Carmo Castro
Franceschini.

Cardiovascular diseases are the main causes of mortality from chronic non-
communicable diseases in the world. Among the risk factors related to cardiometabolic
risk are eating habits, with the consumption of a pro-inflammatory diet, and genetic
factors. Fat Mass and Obesity Associated (F70), Melanocortin Receptors Types 4
(MC4R) and Myotubularin-related Protein (MTMR9) are genes responsible for
controlling preference and food intake, and as a consequence of body weight and other
metabolic disorders. Understanding the relationship between environmental and genetic
factors is of great importance so that actions are more effective. Therefore, the aim of
this study is to evaluate an association of polymorphisms in the FT7O, MC4R and
MTMRY genes with cardiometabolic risk and the inflammatory profile of the diet in
children. This is a cross-sectional study, with children from 4 to 9 years old, evaluated
in the Lactation Support Program (PROLAC) and in the Student Health Assessment
Survey (PASE). The genetic material was collected by the oral swab and genotyped
porlimorphisms rs9939609 of the FTO gene, rs17782313 next to the MC4R gene and
1s2293855 of the MTMR9 gene. Anthropometric assessment (weight and height) and
body composition (% total body fat) were performed. Atherogenic risk was assessed
using dyslipidemia markers, such as total cholesterol, HDL-c, LDL-c, triglycerides,
Castelli I (CT/HDL-c) and II (LDL-c/HDL-c) indexes, atherogenic coefficient (CA),
lipoprotein combination index (LCI) and plasma atherogenic index (AIP). A semi-
structured questionnaire was applied containing questions related to sociodemographic
and lifestyle data, in addition to 24-hour recalls (R24H) and Food Records, on non-
consecutive days. From the food surveys, the Inflammatory Index of the Infant Diet
(IID-I) was calculated. It was observed that the risk allele of the MTMRY gene was
negatively associated with HDL-c and positively related to dyslipidemia markers
(TC/HDL-c, LDL-c/HDL-c and AC). Children with at least one polymorphism in the
genetic score were negatively associated with HDL-c and positively associated with

CT/HDL-c, AC, LCI, AIP and IID-I. The risk allele of the F7TO gene was also



associated with higher IID-I values. The results of this study indicate that the genes are
associated with a higher cardiometabolic risk and with a pro-inflammatory diet in
childhood. The risk allele of the MTMR9 gene and the genetic score were associated
with a higher atherogenic risk, and the risk allele of the F7O gene associated with the

consumption of a more pro-inflammatory diet.

Keywords: Children. Polymorphism genetic. Diet. Dyslipidemias. Cardiovascular

disease. Inflammation.
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1. INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares sdo as principais causas de mortalidade por
doengas cronicas nao transmissives no mundo (GBD, 2017) e estdo associadas a
diversas desordens metabdlicas, tais como a obesidade, resisténcia insulinica,
dislipidemia e hipertensao arterial (SKINNER et al., 2016; ABESO, 2016; FALUDI et
al., 2017; PRECOMA et al., 2019). Essas alteragdes sao evidenciadas em estagios de
vida cada vez mais precoces (BAKER et al., 2007; REILLY et al., 2011; TIROSH et al.,
2011). Estudo de revisdo encontrou uma prevaléncia de 6 a 39% de sindrome
metabolica em criangas e adolescentes, ou seja, individuos que apresentavam
concomitantemente pelo menos trés das desordens metabodlicas citadas anteriormente
(WEIHE et al., 2019).

Entre os fatores de risco modificaveis relacionados ao risco cardiometabolico,
tém-se as mudancas dos hdbitos alimentares (SUHETT et al., 2020). De acordo com a
Pesquisa Nacional de Satde do Escolar houve um aumento no consumo de alimentos
nao saudaveis, como as frituras, embutidos, guloseimas e refrigerantes (IBGE, 2015) e
como consequéncia a ingestdo de uma dieta pré-inflamatéria (NEUSTADT, 2006).
Entre as formas de avaliacdo do consumo alimentar tem-se o Indice Inflamatério da
Dieta Infantil (IID-I), que foi criado e validado com o objetivo de avaliar o perfil
inflamatorio da dieta no publico pediatrico. Este indice leva em consideragdo diversos
componentes (alimentos e nutrientes) e classifica a alimentagdo em antiinflamatoria ou
pro-inflamatéria (KHAN et al., 2018).

Além dos habitos alimentares e estilo de vida, os fatores genéticos exercem
grande influéncia no desenvolvimento das doencas cardiometabodlicas (FERNANDES et
al., 2015; PETTERMON et al., 2018). A genomica nutricional tem sido apontada como
uma ferramenta util para o melhor entendimento do bindmio satde-doenca
(HERMSDOREFF et al., 2018). De acordo com o Mapa Genético da Obesidade Humana,
existem 127 genes associados ao excesso de peso (RANKINEM et al., 2006). Dentre
eles, destaca-se o Fat Mass and Obesity Associated (FTO), Receptores de
Melanocortinas Tipos 4 (MC4R) e Proteina relacionada a miotubalarina (MTMRY9), que
além da associagdo com a obesidade (FRAYLING et al., 2007; QI et al., 2008), também
foram relacionados ao diabetes mellitus tipo 2 (DINA et al., 2007, CHAMBERS et al.,
2008; RUSSELL et al., 2011), hipertensdo arterial (XI et al., 2013), dislipidemia
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(SIKHAYEVA et al, 2017), inflama¢do (WU et al., 2017) e outras alteracdes
cardiometabdlicas, inclusive no publico pediatrico (DUICU et al., 2016; LAURIA et al.,
2016; ALMEIDA et al., 2018).

Nesse contexto, torna-se importante avaliar a triade gene-alimentagao-doenca,
pois os componentes da dieta podem ter efeito modulador nos fenotipos, a depender do
gendtipo do individuo. A partir desse entendimento, ¢ possivel conhecer o processo de
desenvolvimento da doeng¢a, mesmo em fases iniciais da vida ¢ atuar de maneira
precoce na prevencao das doencas cardiometabodlicas. Ressalta-se ainda, que € possivel
auxiliar profissionais de saude na pratica clinica, a entender porque os individuos
apresentam respostas diferentes quando submetidos a uma mesma intervengdo
(STEEMBURGO et al., 2009). No entanto, os estudos com essa tematica ainda sdo
escassos e, muitas vezes, contraditorios (CECIL et al., 2008; SOVIO et al., 2011).

Nossa hipotese ¢ que, os polimorfismos nos genes F70, MC4R e MTMR?9 estao
associados ao consumo de uma dieta pré-inflamatoria e ao maior risco cardiometabdlico
em criancas. Ainda, acredita-se que criangas com um ou mais polimorfismo genético
apresentam uma alimentacao de pior qualidade (pré-inflamatéria) e maior risco para

desfechos cardiometabdlicos.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Risco cardiometabolico na infancia

As doengas cardiovasculares foram responsaveis pela morte de 17,6 milhdes de
pessoas em todo o mundo no ano de 2016, tornando-se a principal causa de mortalidade
por doengas cronicas nao transmissives (DCNT) (GBD, 2017). Em criangas, esse
cenario se torna ainda mais preocupante visto que a obesidade, hipertensdo arterial,
hiperglicemia e dislipidemia nas fases iniciais da vida foram consideradas preditoras das
doengas cardiometabdlicas em adultos (BAKER et al., 2007; REILLY et al., 2011;
TIROSH et al., 2011).

A presenca concomitante de desordens cardiometabolicas, tais como a
resisténcia insulinica, excesso de peso, dislipidemia, diabetes mellitus tipo 2 e
hipertensao arterial esta associada ao risco aumentado para as doengas cardiovasculares
(PRECOMA et al., 2019), e pode ser influenciada por fatores genéticos ou ambientais
(SAKLAYEN, 2018). Estudo de revisdo encontrou uma prevaléncia de 6 a 39% de
sindrome metabolica entre criancas e adolescentes, sendo esta caracterizada pela
presenca de trés ou mais alteragdes cardiometabdlicas. No entanto, apesar da
dificuldade em se estabelecer um critério para o diagnostico, destaca-se a importancia
de se considerar a idade e o sexo na avaliacdo das desordens metabolicas no publico
pediatrico (WEIHE et al., 2019).

Entre os componentes do risco cardiometabdlico tem-se a obesidade (SKINNER
et al., 2008). O excesso de gordura visceral estd associado a ocorréncia de hipertensao,
dislipidemia, diabetes mellitus tipo 2, doengas cardiovasculares (LOBSTEIN et al.,
2015; ABE et al., 2016; BARROSO et al., 2017) e processo inflamatério (ANDRADE
et al., 2017). Além disso, pode ser associado com a disfun¢do na sinalizacdo de
hormonios responsaveis pela saciedade e fome, como a leptina (MOTA et al., 2007) e o
balango energético positivo (PAYAB et al., 2015). Ainda, na obesidade abdominal tem-
se uma maior atividade lipolitica da cé€lula, ocorrendo maior liberagdo de 4cidos graxos
livres na corrente sanguinea, € por consequéncia, aumento do risco aterosclerdtico
(AHRENS et al., 2014).

A resisténcia insulinica também foi associada a ocorréncia de alteracdes
cardiometabolicas na infancia (BRITO et al., 2020). No entanto, em seu estudo de

revisdo, Weihe et al. (2019) sugeriram cautela ao avaliar as concentragdes de insulina
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em individuos mais novos. Estudo identificou valores aumentados de insulina e
HOMA-IR em adolescentes de 13 a 16 anos, quando comparado as criangas de 9 anos.
Esse resultado seria atribuido a diminui¢do da sensibilidade a insulina que ocorre
durante a puberdade (ALLARD et al., 2003).

A dislipidemia ¢ caracterizada pelo quadro clinico de alteracdo na concentragao
de lipidios ou lipoproteinas no sangue e pode ser determinada por fatores ambientais e
genéticos (FALUDI et al., 2017). Essas alteragdes provocam agressdes no endotélio
vascular, que por sua vez leva a formagdo de placas aterosclerdticas e o
desenvolvimento da aterosclerose, uma doenca inflamatoria cronica que acomete a
camada intima das artérias de médio e grande calibre (FALUDI et al., 2017). Estudo de
revisdo identificou que a dislipidemia na infancia esta diretamente associada a
ocorréncia de doencas cardiovasculares na vida adulta e a atuagdao preventiva no inicio
da vida reduziria a mortalidade em adultos por doengas cardiacas (PIRES et al., 2016).

A hipertensdo arterial em criancas foi associada a maiores valores de
hemoglobina glicada e indice de massa corporal (IMC) elevado (NAMBAM et al.,
2016). Sugere-se que essa comorbidade seja subestimada e subdiagnosticada na
infancia, devido a flutuagdes na aferigdo da pressdo arterial e medi¢des erradas.
Ressalta-se ainda, a auséncia de pontos de corte para determinacdo dos niveis
pressoricos elevados no grupo pediatrico, o que dificulta o diagnostico da patologia
(NAMBAM et al., 2016; FLYNN et al., 2017).

Sabe-se que as doencas cardiometabolicas apresentam uma grande herdabilidade
genética (30 a 60%) e sdo causadas pela combinagao de fatores genéticos e ambientais
(VAN RIJIN et al.,, 2007; ALMGREN et al., 2011; WILLYARD et al., 2014). A
interacdo do genotipo do individuo com estresse, atividade fisica, alimentagdo e estilo
de vida podem influenciar na progressdo de diversas patologias (VAN NIEL et al.,
2014; LOPIZZO et al., 2015). Por isso, diante do aumento da prevaléncia das doencas
cardiometabolicas e das consequéncias que esses agravos acarretam a saude, faz-se
necessario o diagndstico nutricional logo na infincia. A identificagdo dos fatores de
risco no publico pediatrico possibilita o desenvolvimento de estratégias precoces e
efetivas para a prevencdo de alteragdes metabolicas ao longo da vida (SOUZA et al.,

2009).

2.2 Perfil inflamatodrio da alimentacio e risco cardiometabdlico
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A alimentagdo se caracteriza como um fator de risco modificavel para a
ocorréncia das DCNT (BRASIL, 2011) e tem passado por alteragdes ao longo dos anos
(LOUZADA et al., 2015). Devido as mudangas no estilo de vida da populagao, que cada
vez mais buscam refeigdes que sejam praticas e rapidas, observou-se um aumento no
consumo de alimentos ultraprocessados, e por consequéncia, uma dieta com perfil pro-
inflamatério (NEUSTADT, 2006). Esta ¢ composta por alimentos e nutrientes que
estimulam a liberagdo de citocinas pro-inflamatorias e representa um fator de risco para
o desenvolvimento das DCNT (BRESSAN et al., 2009).

A inflamagdo subclinica desempenha um papel fundamental na aterogénese
precoce (WILLEIT et al., 2016), promovendo o aparecimento de lesdes vasculares, e
por consequéncia a ocorréncia das DCV (LIBBY et al., 2012). Minihane et al. (2015)
evidenciaram que a alimentagdo regulou o processo inflamatdrio em adultos, sugerindo,
portanto, o efeito modulador da dieta no risco aterogénico. Estudo de revisao realizado
com criangas ¢ adolescentes identificou associagdo positiva entre uma dieta pro-
inflamatéria e marcadores cardiometabolicos, tais como adiposidade (avaliados pelo
IMC, perimetros da cintura e quadril, relagdo cintura-estatura e tecido adiposo) e
inflamatorios (interleucinas 1, 2 e 6, fator de necrose tumoral alfa, interferon gama e
molécula de adesdo celular vascular soluvel -1) (SILVEIRA et al., 2018). Outros
estudos que avaliaram o perfil inflamatério da dieta infantil encontraram associagao
entre o consumo de uma dieta pré-inflamatoria e maiores valores de gordura corporal,
IMC, perimetro da cintura (SEN et al., 2018; ASLANI et al., 2019), relacao cintura-
estatura (CORREA-RODRIGUEZ et al., 2018) e risco de obesidade em criancas de
cinco e nove anos (NAVARRO et al., 2019). Em criangas brasileiras, observou-se
associagdo direta e inversa da dieta proé-inflamatéria com as concentragdes de
adipocinas pro e anti-inflamatorias, respectivamente. Entretanto, nenhuma associagao
foi encontrada entre este tipo de dieta e a adiposidade das criangas, estimada pelo
DEXA (SUHETT et al., 2021).

O Indice Inflamatério da Dieta (IID) tem como finalidade, avaliar o potencial
inflamatorio da dieta baseado nas propriedades anti e pro-inflamatéria de alguns
alimentos e nutrientes especificos (CAVICCHIA et al., 2009). Em 2014, Shivappa et al.
(2014) realizaram uma modificacdo e nova validagdo do IID. Nesta nova versdo foi
criado um escore do efeito inflamatorio global de parametros alimentares especificos,
baseado em dados de inquéritos dietéticos de 11 paises. Buscou-se identificar os

parametros alimentares que estdo associados aos seguintes biomarcadores inflamatérios:
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IL-1 B, IL-4, IL-6, IL-10, TNF e PCR. Cada parametro alimentar recebeu uma
pontuacdo variando de +1 (pré-inflamatorio) a -1 (anti-inflamatério), sendo que o 0
significava que o parametro era neutro (CAVICCHIA et al., 2009). Com o mesmo
objetivo do IID, em 2018, foi criado e validado o [ndice Inflamatério da Dieta Infantil
(IID-1), sendo utilizado no publico pediatrico (KHAN et al., 2018).

Estudos t€ém demonstrado associacdo entre maiores valores do IID (dieta pro-
inflamatéria) e aumento de mediadores pro-inflamatorios como a PCR (SHIVAPPA et
al., 2014b) e IL-6 (SHIVAPPA et al., 2015) em adultos. Além disso, tem sido
relacionado ao maior risco do desenvolvimento de doengas como cancer colorretal
(ZAMORA-ROS et al., 2015) e de prostata (SHIVAPPA et al., 2014a), e doencas
cardiovasculares (GARCIA-ARELLANO et al., 2015; RAMALLAL et al., 2015). No
publico infantil, o IID-I indicou que uma dieta pré-inflamatéria esteve associada ao
maior risco do desenvolvimento precoce de alteragdes cardiometabdlicas, como o
aumento da gordura corporal, IMC e perimetro da cintura (SEN et al., 2018) e
inflamatorias, tais como menores valores de adiponectina ¢ RBP4 ¢ maiores niveis de
quemerina e leptina (BARRAGAN-VAZQUEZ et al., 2020; SUHETT et al., 2021).
Metanalises realizadas recentemente identificaram uma associa¢do independente entre a
dieta pro-inflamatoria e o risco aumentado de mortalidade por doengas cardiovasculares
na populacdo em geral (SHIVAPPA et al., 2018; ZHONG et al., 2017).

Na obesidade, as concentra¢des dos biomarcadores inflamatorios, tais como a
PCR, TNF, IL-6 e IL-8, estdo aumentadas. Existem evidéncias de que a dieta
desempenha importante papel na regulagdo da inflamagdo cronica. Estudos tém
demonstrado que o maior consumo de frutas, hortalicas, Oleos vegetais, cereais
integrais, lacteos desnatados e consumo moderado de alcool estdo associados a menor
liberacdo de mediadores pro-inflamatérios (ESTRUCH, 2010; URPI-SARDA et al.,
2012). Em contrapartida, o maior consumo de carnes vermelhas e processadas, produtos
lacteos integrais, cereais refinados e refrigerante foram associados a maior concentragdo
sanguinea de marcadores pro-inflamatorios (LOPEZ-GARCIA et al, 2004;
NEUSTADT, 2006). Estudos realizados com adultos brasileiros identificaram
associacao entre a dieta pro-inflamatéria e maior prevaléncia de sobrepeso e obesidade
(MENEGUELLI, et al., 2019; OLIVEIRA, et al., 2020). Em estudantes iranianos, com
idades entre 6 e 18 anos, a dieta pro-inflamatoria também foi associada ao aumento do

IMC e perimetros da cintura e do punho (ASLANI et al., 2018). Nesse sentido, a
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alimentagdo se apresenta como uma estratégia oportuna tanto para a preven¢ao quanto
para o tratamento do processo inflamatorio.

Estudos mostram a interacao entre fatores genéticos, dietéticos e ambientais no
desenvolvimento da inflamagdo e por consequencia, na patogénese da obesidade e
doengas cardiovasculares (KREUTZER et al., 2017; YARIZADEH et al., 2020). Em
adultos, foi relatado a interagcdo entre o IID e o polimorfismo rs17782313 do gene
MC4R no colesterol total, massa livre de gordura e taxa metabolica basal
(YARIZADEH et al., 2020). No entanto, nao ha estudos que avaliaram a associa¢ao do
IID-I com marcadores genéticos no publico pediatrico. Diante disso, faz-se necessario
investigar o gen6tipo do individuo e a sua relagdo com o perfil inflamatério da dieta e o

risco cardiometabdlico em fases iniciais da vida.

2.3 Genomica Nutricional

A genOmica nutricional tem sido apontada como uma ferramenta ttil para
aumentar os conhecimentos sobre as interacdes entre dieta e expressdo génica. Além
disso, a partir destes estudos tem-se um melhor entendimento do bindmio saude-doenca
(HERMSDOREFF et al., 2018). Os fatores de risco modificdveis apresentam grande
influéncia na ocorréncia da obesidade, no entanto, a herdabilidade genética ¢
responsavel por 40 a 70% dos casos de obesidade (ALLISON et al., 1996). Estudo
identificou que o IMC de criancas adotadas se correlacionou com o IMC do pai
bioldgico e/ou do irmdo, mas ndo com o do pai adotivo (STUNKARD et al., 1986). No
entanto, apesar de ja se ter identificado diversos genes, os estudos atuais explicam
apenas uma pequena fragcdo da variacao genética da populagao (STITZIEL, 2017).

Nos genes pode-se ter a ocorréncia de polimorfismos. Estes sdo definidos como
variacoes genéticas que estdo presentes na populagdao numa frequéncia maior que 1%.
Quando estas variagdes estdo presentes numa frequéncia menor que 1% sao chamadas
de mutagdo (SCHAFER et al., 1998).

Os polimorfismos de nucleotideo unico (Single Nucleotide Polymorphisms,
SNP) sao variagdes na sequéncia do DNA em que um tnico nucleotideo (A, T, C ou G)
do genoma ¢ alterado. Estes polimorfismos constituem 90% das variagdes encontradas
no genoma humano, ocorrendo a cada 1.000 pares de bases e sendo responsavel pelo
desenvolvimento de diversas patologias (MARQUI, 2015). Recentemente uma

metanalise identificou a existéncia de 738 SNP’s associados ao perimetro da cintura,
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gordura corporal e tecido adiposo visceral (DONG et al., 2018). SNP’s em genes como
0 FTO, MC4R e MTMR9 tém sido associados ao aumento do risco cardiometabdlico em
adultos (HOTTA et al., 2011; PETTERMON et al., 2018; SABARNEH et al., 2018) ¢
criancas (DUICU et al., 2016; KNOW et al., 2017).

2.3.1 Fat mass and Obesity Associated (F70)

O gene FTO, localizado no cromossomo 16, regido 16q12.2, é responsavel pela
codificacdo da desmetilase 2-oxoglutarato-dependente, também chamada de proteina

FTO (WANG et al., 2015).
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Figura 1. Localizag¢do do gene FTO.
Fonte: Genome Decoration Page
Enderecgo eletronico: < https://ghr.nlm.nih.gov/gene/FTO#location> Acesso em: 26 de

margo de 2019.

Este gene foi identificado pela primeira vez em 2007, em um estudo que buscava
avaliar a relagcdo entre polimorfismos no gene F7O e a ocorréncia de diabetes mellitus
tipo 2 (FRAYLING et al., 2007). A variante do polimorfismo rs9939609 foi uma das
primeiras identificadas e associadas ao excesso de peso (CAUCHI et al., 2009; ZHANG
et al., 2010). Desde a sua descoberta, o SNP rs9939609 tem sido o mais estudado,
devido a sua associagdo com diversas alteracOes cardiometabolicas, em diferentes
populagdes e faixas etarias (CURT et al., 2013; DUICU et al., 2016; MIZUNO et al.,
2018).

Localizado no primeiro intron, o SNP rs9939609 caracteriza-se pela troca da
base timina (T) pela adenina (A). Os trés genotipos possiveis do individuo seria TT, AT
e AA, sendo o ultimo o genotipo com polimorfismo (LOOS et al., 2008). No publico
pedidtrico a frequéncia de ocorréncia desse polimorfismo variou de 9,5%

(PETTERMON et al., 2018) a cerca de 20,0% (OLZA et al., 2013; ULLOA et al.,
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2020), prevaléncia proxima ao observado em estudo realizado com criangas brasileiras
(SILVA et al., 2013).

Diante disso, o polimorfismo selecionado para o estudo foi escolhido devido a
sua associacdo em estudos anteriores com o risco cardiometabolico ¢ o consumo
alimentar (CURT et al., 2013; DUICU et al., 2016; CASTELINNI et al., 2017;
MARTINS et al.,2018; MIZUNO et al., 2018) e a frequéncia de alelos do polimorfismo
nas populacdes (OLZA et al., 2013; ULLOA et al., 2020).

- FTO e o risco cardiometabolico

O primeiro estudo com o gene F7O avaliou a associacdo do polimorfismo desse
gene com a ocorréncia do diabetes mellitus tipo 2. Os autores verificaram a existéncia
dessa associacdo, no entanto, quando realizado o ajuste pelo IMC dos individuos, a
associagdo perdeu a significancia estatistica (FRAYLING et al., 2007). A partir dai
comecaram-se as pesquisas avaliando a presenga do polimorfismo no gene F70 com a
adiposidade corporal.

Ja tem sido demonstrada a associacdo entre a presenca do gendtipo de risco € o
desenvolvimento da obesidade. Individuos com o gendtipo AA pesaram em média trés
quilos a mais e tiveram 1,7 vezes mais chance de ser obesos do que os individuos que
eram homozigotos para o alelo de menor risco (TT) (FRAYLING et al., 2007). Estudos
identificaram ainda que a presenga de um unico alelo foi capaz de aumentar a
probabilidade do excesso de peso, ou seja, individuos heterozigotos também
apresentaram o risco de desenvolvimento da doenca (FREATHY et al.,, 2008;
PETTERMON et al., 2018).

Entre o publico infantil essa associagdo se mantém. Estudos realizados com
criancas e adolescentes identificaram aumento do peso corporal, IMC, perimetros da
cintura e quadril a medida que se era adicionado um alelo de risco (CECIL et al., 2008;
DUICU et al., 2016). No entanto, uma metanalise identificou que o polimorfismo se
expressa de diferentes maneiras no individuo, a depender da sua idade. A mesma
variante associada a obesidade no adulto foi associada ao menor IMC entre as criangas
menores de dois anos (SOVIO et al., 2011). Estudos sugerem que a maior expressao do
gene seria na faixa etdria de 4 a 11 anos, depois teria um pico proximo aos 29 anos e
enfraqueceria ao longo da vida adulta (FRAYLING et al., 2007; HAWORTH et al.,
2008; JESS et al., 2008).
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Estudo que avaliou o efeito de dois polimorfismos do gene F70O no peso ao
nascer identificou que os individuos portadores do alelo de risco tiveram menor peso ao
nascer, quando comparado aos individuos sem o alelo de risco. Tal efeito perdeu a
significancia estatistica a partir dos trés meses de vida (DECAMPS et al., 2014).
Atribui-se esse resultado a programagdo fetal. Esta corresponde aos estimulos e
exposi¢cdes que o feto e as criangas em fases iniciais da vida sdo expostos. Tais
episodios podem desencadear adaptacdes que vao promover mudancgas fisiologicas no
organismo. Quando o ambiente intrauterino ¢ desfavoravel para o crescimento
adequado, o feto pode apresentar retardo do crescimento intrauterino e maior chance de
desenvolvimento das doengas cronicas nao transmissiveis (DCNT) (HERMSDORFF et
al., 2018). Sendo assim, neste caso, o polimorfismo estar associado ao menor peso ao
nascer ndo necessariamente seria benéfico, mas sim, sugere-se que predispde o feto a
programacao fetal.

Essa associagdo do gene F7TO com a obesidade se daria devido ao seu papel na
modulacdo da lipolise das células adiposas (WAHLEN et al., 2008) e regula¢do dos
fatores de transcri¢do envolvidos na adipogénese, contribuindo para a manutencdo e
formagao do tecido adiposo (WU et al., 2017). Além disso, o FTO ¢ responsavel pelo
controle da ingestdo alimentar e alteracao das preferéncias alimentares (BRUNKWALL
et al., 2013). Todos esses mecanismos contribuiriam entdo para o ganho de peso.

Entretanto, apesar de os individuos portadores do alelo de risco apresentarem
predisposicao a obesidade, uma metanalise identificou que a pratica de atividade fisica
atenuou o risco de obesidade entre os individuos adultos portadores do alelo de risco.
No grupo ativo, o alelo A aumentou o risco de obesidade em 1,22 vezes, enquanto que
no grupo inativo o aumento foi de 1,30 vezes. Houve, portanto, uma atenua¢ao no risco
de obesidade de 27% (KIPELAINEN et al., 2011). Esse resultado refor¢a a ideia de que
a ocorréncia do excesso de peso se dd pela interacdo entre os fatores genéticos e
ambientais, incluindo ainda, que mesmo que o individuo apresente a predisposi¢dao
genética para o excesso de peso, com um estilo de vida saudavel, tal risco seria
atenuado.

Apesar da maioria dos estudos com o gene F70 serem relacionados a obesidade,
sabe-se que este gene também regula o metabolismo da glicose. Individuos com o
polimorfismo apresentaram maior glicemia de jejum e producdo hepdatica de glicose
(FRAYLING et al., 2007; DINA et al., 2007, GRUNNET et al., 2009). Ressalta-se

ainda que, a relacdo entre este gene e o diabetes melittus tipo 2 pode ser mediada pela
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obesidade, uma vez que o FTO ¢ expresso no tecido adiposo (GERKEN et al., 2007;
GAO et al,, 2010) e este além de armazenar gordura, apresenta fungdo hormonal. O seu
excesso, principalmente na regido visceral esta associado a hiperglicemia (HALABIS et
al., 2015), portanto, o aumento da expressao do F70, devido ao polimorfismo contribui
para aumento da adiposidade e secrecao de insulina (RUSSELL et al., 2011).

Em criangas, o gene FTO foi associado a ocorréncia de hipertensao arterial (XI
et al., 2013). O FTO ¢ altamente expresso no hipotalamo, local responsavel por regular
a pressao arterial (GUYENET, 2006). Além disso, este gene contribuiu no aumento do
tonus do vaso motor simpatico, um mecanismo que eleva os niveis pressoricos
(PAUSOVA et al., 2009). Portanto, o polimorfismo no gene F70 pode contribuir para a
ocorréncia de hipertensao arterial.

O gene FTO foi associado ainda a ocorréncia de dislipidemia (CHURCH et al.,
2009; HOTTA et al., 2011), indicando que o F7O também atua no metabolismo lipidico
(SIKHAYEVA et al., 2017). Apesar dos mecanismos de atuagdo do gene no perfil
lipidico ainda serem desconhecidos, acredita-se que assim como para a adiposidade,
esse resultado seja atribuido as alteragdes nas preferéncias alimentares (MARTINS et

al., 2018).

- FTO e consumo alimentar

O gene FTO ¢ altamente expresso no hipotalamo, sugerindo uma atuacao desse
gene no controle da ingestdo alimentar (OLSZEWSKI et al., 2009; LLEWELLYN et
al., 2012), preferéncias alimentares (CECIL et al., 2008; BRUNKWALL et al., 2013) e
regulagdo do apetite (DEN HOED et al., 2009; DOUGKAS et al., 2013). Sabe-se que o
gene FTO codifica a enzima desmetilase de acido nucleico dependente de 2-
oxoglutarato. Esta enzima ¢ expressa no hipotdlamo e em outras areas do cérebro,
responsaveis pelo controle do apetite e comportamento alimentar (OLSZEWSKI et al.,
2009; LLEWELLYN et al., 2012).

Ainda relacionado ao papel do gene F7O no controle da saciedade, estudo
realizado com individuos italianos, identificou que a presenca do alelo de risco A esteve
associado a um aumento da vulnerabilidade a transtornos alimentares quando
comparado ao grupo controle (72,8% vs. 52,9%, p<0,001). Além disso, a presenca do
alelo foi associada a compulsao alimentar (CASTELINNI et al., 2017).
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Estudo realizado na Suécia identificou associag@o entre o alelo A e a preferéncia
por alimentos altamente energéticos, como biscoitos e doces, quando comparados aos
homozigotos TT (BRUNKWALL et al., 2013). Além disso, no unico estudo que avaliou
a associacdo entre o SNP rs9939609 e o consumo de ultraprocessados, foi observado
que gestantes que apresentavam o alelo A tiveram menor ingestdo de proteinas e maior
de carboidratos e alimentos ultraprocessados. Os autores explicaram que esse resultado
¢ plausivel, uma vez que os alimentos proteicos sdo responsaveis pela saciedade e no
caso, os individuos com o alelo de risco, apresentaram menor consumo desses
alimentos. Os autores sugeriram ainda, que a dieta poderia mediar o efeito do F70 na
obesidade (MARTINS et al., 2018).

Apesar de nao terem sido encontrados estudos que avaliaram a associagdao do
perfil inflamatorio da dieta com a presenca de polimorfismos no gene F70O, alguns
trabalhos evidenciaram a relagdo do polimorfismo com alteragdo de marcadores
inflamatorios tanto em adultos (FISHER et al., 2009; TIMPSON et al., 2011) quanto em
criancas (OLZA et al., 2013). Acredita-se que possa haver uma associag@o entres estes
componentes, uma vez que a presenca do polimorfismo no gene FTO foi associado a
maior ingestdo energética total (RANZENHOFER et al., 2019), maior consumo de
produtos ultraprocessados, carboidratos (MARTINS et al, 2018) e gordura
(STEEMBURGO et al., 2013; CROVESY et al., 2019; DAYA et al., 2019). Sabe-se
que todos esses alimentos e nutrientes compdem uma dieta pro-inflamatoria

(NEUSTADT, 2006; VERONESE et al., 2018), justificando entdo essa relagao.

2.3.2 Receptores de Melanocortinas Tipos 4 (MC4R)

O MC4R ¢ uma proteina composta por 332 aminodcidos, codificada pelo gene
MCH4R. Este pertence a familia dos receptores de melanocortinas (MC1R a MC5R), que
estdo amplamente distribuidos em tecidos periféricos € no sistema nervoso central.
Localizado no cromossomo 18, regido 18922, o MC4R esta relacionado ao controle do
peso corporal, modulando o gasto energético e a ingestdo alimentar (RODRIGUES et
al., 2003).

O polimorfismo mais comum no gene MC4R ¢ o rs17782313, tendo sido
explorado em outros trabalhos com o publico pediatrico (FERNANDES et al., 2015;
LAURIA et al., 2016; OBREGON et al., 2017; SONG et al., 2017). Este se caracteriza

pela troca da base timina (T) pela citosina (C) sendo assim, os trés gendtipos possiveis
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do individuo seria TT, TC e CC, sendo o ultimo o gendtipo com o polimorfismo
(RODRIGUES et al.,, 2003). Em criangas, a frequéncia de ocorréncia desse
polimorfismo variou de 0,8% (OBREGON et al., 2017) a 6,2% (SONG et al., 2017).

™o Mmoo — — ™ — ™Mom — ™ ™Mo MM M
m m oo™ - m m om I

. — — — ™ Mo — — I ™™ =3
— - - oA ~ — — — ] ™ ™ — - o~ ™ o 0
N L I [N = = = {5l - = [ sl T T T = = =
o R VP VO [ i s

Figura 2. Localizagdo do gene MC4R.

Fonte: Genomic Decoration Page

Endereco eletronico: < https://ghr.nlm.nih.gov/gene/MC4R#location>. Acesso em 26 de
margo de 2019.

Nesse contexto, o polimorfismo rs17782313 foi escolhido devido a sua
associa¢ao em estudos anteriores com o risco cardiometabolico € o consumo alimentar
(LAURIA et al., 2016; KNOW et al., 2017) e a frequéncia de alelos do polimorfismo
nas populagcdes (OBREGON et al., 2017; SONG et al., 2017).

- MC4R e o risco cardiometabolico

Em 1998, surgiram as primeiras evidéncias relatando a associa¢do entre as
mutacoes do gene MC4R e a obesidade. Tais mutacdes, com prevaléncia de 1,7 a 3,0%
entre os individuos obesos ¢ a causa mais comum da obesidade monogénica. A variante
alélica deste gene que teria maior associacdo com o aumento do IMC e risco para
obesidade seria o rs17782313 (VAISSE et al., 1998).

Uma metandlise identificou que o polimorfismo rs17782313 esteve associado ao
maior risco para obesidade, independente da etnia e faixa etaria (XI et al., 2012). No
publico infantil essa associacdo se manteve. Pesquisa realizada com criangas encontrou
que a presenca do polimorfismo no gene MC4R se associou a maiores valores de IMC,
perimetro da cintura e dobras cutaneas (LAURIA et al., 2016). Ainda, criancas que
apresentaram o polimorfismo tiveram maior perda de peso apds um més de intervengao
nutricional, no entanto, tiveram dificuldade em manter a perda de peso em relagdo as

criancas sem o alelo de risco (REINEHR et al., 2009).
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Estudo de revisdo encontrou que o padrdo alimentar dos individuos parece
modular a associa¢do entre o polimorfismo do gene MC4R e o risco de obesidade
(KOOCHAKPOOR et al., 2016). Ao verificar a relacdo entre o numero de refeicoes
realizadas ao dia, a presenca do SNP rs17782313 e a ocorréncia de obesidade, foi
observado que entre as criangas que apresentavam o alelo de risco, aquelas que
realizavam menos que quatro refeicdes ao dia apresentaram valores significativamente
maiores de IMC (22,72 Kg/m?), quando comparado as que realizavam mais que cinco
refeigdes (20,3 Kg/m?) (JAASKELAINEN et al., 2013).

No entanto, assim como para o gene F70, estudo realizado com criangas e
adolescentes com idades entre 7 e 18 anos encontrou que a pratica de atividade fisica
atenuou o risco de obesidade. A presenca do polimorfismo foi associada ao maior risco
de obesidade (OR=1,21, 1C95%: 1,03-1,44), no entanto, apds ajuste pelo
comportamento sedentdrio, a associacdo se manteve apenas entre as criancas que
praticavam menos que uma hora de atividade fisica por dia (SONG et al., 2017).

Em relagao aos demais parametros do risco cardiometabolico, os resultados
ainda sao conflitantes, a depender da idade do individuo. Estudo com adultos
identificou a associacdo entre o gene MC4R e o risco aumentado de resisténcia
insulinica (CHAMBERS et al., 2008). Em mulheres, o polimorfismo rs177823131 foi
associado ao aumento do risco de diabetes mellitus tipo 2, mesmo apds ajuste pelo IMC
e perimetro da cintura (Qi et al., 2008). Essa relacdo seria mediada por fatores dietéticos
(KOOCHAKPOOR et al., 2016), uma vez que individuos portadores do polimorfismo
apresentam maior preferéncia por alimentos gordurosos (QI et al, 2008) e
ultraprocessados (MARTINS et al., 2018). No entanto, Fernandes et al. (2015) ndo
evidenciaram diferenca estatisticamente significativa entre a presen¢a do polimorfismo
em criangas e alteragdes na glicemia de jejum, insulina de jejum e no HOMA-IR.

No publico pediatrico, o gene MC4R foi associado a hipertrigliceridemia
(FERNANDES et al., 2015) e menores valores de adiponectina (WU et al., 2017). Os
mecanismos ainda ndo sdo conhecidos e os estudos escassos, no entanto, sugere-se

também uma relagdo entre o MC4R e a ocorréncia de dislipidemia e inflamagao.

- MC4R e consumo alimentar

Existem evidéncias que mostram a influéncia do SNP rs17782313 na ingestao

calorica e comportamento alimentar. Estudo envolvendo a participagdo de 5.724
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mulheres, observou que aquelas que apresentavam o alelo de risco (C) para o
polimorfismo tiveram maior ingestdo calérica e de gorduras (QI et al., 2008). Além
disso, polimorfismos do MC4R foram associados a menor resposta a saciedade em
adultos e criangas, aumento do consumo de alimentos fora das refei¢des e hiperfagia em
criangas obesas (QI et al., 2008; STUTZMANN et al., 2009; VALLADARES et al.,
2010).

Ainda, Lv et al. (2015) avaliaram o consumo de sal por criangas que
apresentavam o SNP rs17782313, encontrando que, aquelas que apresentavam maior
ingestdo do alimento tiveram maior risco de obesidade, quando comparado as que
consumiam menos sal. Sendo assim, sugere-se que o consumo de alimentos altamente
salgados exacerba o efeito da variante do MC4R sobre a obesidade. Como os
ultraprocessados apresentam alto teor de sal em sua composicao, sugere-se ainda, que o
consumo deste grupo alimentar exerca efeito sobre o MC4R e influencie no ganho de
peso corporal. Martins et al. (2018) identificaram que a presenca do alelo de risco para o
polimorfismo do gene MC4R esteve associado ao aumento da ingestdo energética
proveniente de ultraprocessados. Por outro lado, outro estudo ndo encontrou associa¢ao
entre o polimorfismo do gene MC4R e a ingestdo de macronutrientes por individuos
obesos (KOOCHAKPOOR et al., 2016).

O comportamento alimentar ¢ regulado pelo hipotdlamo, onde o quanto se come
¢ uma resposta ao estado energético interno. Conexdes complexas sdo estabelecidas
entre os nucleos hipotalamicos a fim de se estabelecer a homeostase energética por meio
da regulagdo entre a ingestdo de alimentos e o gasto energético (MILLIGTON et al.,
2007). A deficiéncia do MC4R demonstrou estar associada aos niveis elevados de
insulina e ao crescimento linear acelerado na infincia (KNOW et al., 2017) e ainda
polimorfismos nos genes do sistema de melanocortinas do sistema nervoso central
(MC4R e MC3R) apresentaram como resultado o fendtipo da obesidade (KNOW et al.,
2017).

Foi encontrado na literatura um estudo que avaliou a interacdo entre o gene
MC4R e o indice inflamatorio da dieta no risco cardiometabdlico em adultos. Maiores
escores do IID foram associados a menores valores de HDL-c e maiores niveis de
triglicerideos, sendo observado diferencas significativas de acordo com o gendtipo do
individuo (YARIZADEH et al., 2021). Nao foram encontrados na literatura estudos que
avaliaram a associagdo entre os polimorfismos do gene MC4R e o perfil inflamatério da

dieta infantil.
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2.3.3 Proteina relacionada a Miotubularina — 9 (MTMRY)

O gene MTMRY9 ¢ localizado na regido 8p23.1 e faz parte da familia das
miotubularinas (MTMRI-MTMR13). Estudos tem demonstrado a associagdo entre
polimorfismos nesse gene e o risco cardiometabolico (YANAGIYA et al., 2007;
HOTTA et al., 2011; TANG et al., 2014).

Na literatura sdo encontrados cinco artigos publicados, que trabalharam com o
gene MTMRY. Destes, trés pesquisaram o SNP rs2293855 e avaliaram o risco
cardiometabolico (YANAGIYA et al., 2007; HOTTA et al., 2011; TANG et al., 2014).
Este polimorfismo se caracteriza pela troca da base guanina (G) pela adenina (A). Os
trés genotipos possiveis do individuo seria GG, AG e AA, sendo o ultimo o gendtipo de
risco para a obesidade (HOTA et al.,, 2011). Nao se tem publicado trabalhos que
avaliaram o polimorfismo no gene MTMR9 em criangas.

O gene MTMRY ¢ responsavel por codificar a proteina MTMRY, que controla a
regulacdo da atividade da MTMR6 ¢ MTMR7, e atuam em conjunto no controle da
proliferacdo (HNIA et al., 2012) e apoptose celular (ZOU et al., 2009). Além disso,
estudo em modelo animal, sugeriu que a expressao do MTMRY acontece no cérebro e
hipotadlamo, sendo a ultima regulada pela alimentacdo (YANAGIYA et al., 2007).

Ainda sdo escassos os estudos que avaliaram polimorfismos no gene MTMR9 e
as suas fungdes sdo pouco conhecidas. No entanto, alguns trabalhos encontraram a
relagdo entre o polimorfismo deste gene com valores aumentados de IMC, gordura
corporal (JOHNSON et al., 2005; RANKINEN et al., 2005; TANABE et al., 2007) e a
ocorréncia da sindrome metabolica (HOTTA et al., 2011).

Sugere-se que a associacao do polimorfismo do MTMR9 com a ocorréncia da
obesidade aconteca devido a sua funcao no controle do apetite. A proteina MTMRY foi
encontrada na 4rea hipotalamica de roedores, juntamente com a presenca do
neurotransmissor orexina, hormoénio concentrador de melanina, neuropeptideo Y e
proopiomelanocortina, todos envolvidos no controle da ingestdo de alimentos, peso
corporal e homeostase energética. Os autores sugeriram ainda que o MTMRY seria um
possivel candidato para o desenvolvimento de novos medicamentos para ajudar na
prevengdo e tratamento da obesidade (YANAGIYA et al., 2007).

Diante do exposto, percebe-se a existéncia de lacunas na literatura, relacionados
a associacdo entre o gendtipo dos individuos, habitos alimentares e risco

cardiometabolico. Além disso, os estudos com o publico pediatrico sdo escassos.
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3. JUSTIFICATIVA

As doengas cardiovasculares tém se tornado a principal causa de mortalidade por
doencgas cronicas nao transmissives, sendo evidenciado a ocorréncia de dislipidemia,
hipertensao arterial, diabetes mellitus tipo 2 e sindrome metabolica em criangas. Além
disso, a presenca dessas patologias na infancia tende a se perpetuar na vida adulta.

A alimentacdo ¢ um importante fator de risco modificavel para o
desenvolvimento de doengas cardiometabdlicas. Ja se tem evidenciado na literatura a
associacdo entre o consumo de uma dieta pro-inflamatéria e maior risco
cardiometabdlico. No entanto, além do consumo alimentar, fatores genéticos também
apresentam grande importancia no desenvolvimento destes agravos a saude.

Diante disso, torna-se importante avaliar o perfil genético dos individuos, para
que sejam tragadas estratégias individualizadas para a mudanga de comportamento,
identificando alvos terap€uticos para uma maior prevencao ¢ monitoramento das
alteragdes cardiometabolicas e da dieta inflamatoria em fases iniciais da vida.

Até o momento, de acordo com o nosso conhecimento, ndo foi encontrado
nenhum estudo que avaliou a relagdo dos polimorfismos nos genes F70, MC4R e
MTMR9 com o risco cardiometabolico e o consumo de uma dieta inflamatéria na
infancia.

Nesse sentido, destaca-se o ineditismo deste estudo que buscou avaliar a relagao
de polimorfismos genéticos com o risco cardiometabdlico, a partir de marcadores nao-
tradicionais, tais como indices de Castelli 1 e II, coeficiente aterogénico, indice de
combinacdo de lipoproteina e indice aterogénico do plasma, bem como com o perfil
inflamatério da dieta avaliado por meio de um instrumento validado para o publico

pediatrico e ainda pouco explorado na literatura.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral:

Avaliar a associacdo dos polimorfismos nos genes F70, MC4R ¢ MTMR9 com o

risco cardiometabolico e o perfil inflamatorio da dieta de criangas.

4.2 Objetivos Especificos:

= Avaliar a associagao dos polimorfismos nos genes F7O, MC4R ¢ MTMRY9 ¢
escore genético com o risco cardiometabolico em criangas brasileiras.
» Analisar a relacdo dos polimorfismos nos genes F70, MC4R ¢ MTMRY e escore

genético com o perfil inflamatorio da dieta em criangas brasileiras.
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5. METODOLOGIA GERAL

5.1. Caracteristicas do estudo

Este estudo faz parte de um projeto maior intitulado “Determinantes genéticos,
ambientais e consumo alimentar de desfechos de peso € composicao corporal em duas
coortes de criangas desde o nascimento até 7 anos”. Este, refere-se a juncao de dois
outros projetos maiores intitulados: 1) “Vitamina D na infancia: ingestdo, nivel sérico e
associacdo com fatores de risco cardiovasculares”, proveniente da Pesquisa de
Avaliagdo da Saude do Escolar (PASE); 2) “Associagdao do padrdo alimentar com
alteragdes metabolicas e de composi¢ao corporal em criangas de 4 a 7 anos de idade”,

pertencente ao Programa de Apoio a Lactacdo (PROLAC).

5.2 Pesquisa de Avaliacdo da Saude do Escolar (PASE)

5.2.1. Delineamento do estudo e casuistica

Trata-se de um estudo transversal com amostra representativa de criangas de 8 e
9 anos, matriculadas em todas as escolas urbanas publicas e privadas do municipio de
Vicosa - MG.

O municipio de Vigosa-MG esta localizado na Zona da Mata Mineira, a 227 km
da capital Belo Horizonte. De acordo com o Censo 2010, Vigosa apresenta uma
extensao territorial de 299,4 km? e 72.220 habitantes, sendo que 93,2% residem em zona
urbana. O Produto Interno Bruto (PIB) per capita ¢ de R$ 9.597,00 ¢ o Indice de
Desenvolvimento Humano (IDH) ¢ de 0,775, considerado Desenvolvimento Humano
alto, superior ao indice estadual e nacional (0,731 e 0,755, respectivamente) (IBGE,
2011).

Em 2015, o municipio contava com 17 escolas publicas (10 municipais e 7
estaduais) e 7 privadas que atendiam 1.464 criancas na faixa etaria de 8 e 9 anos. A
partir deste universo, as criangas foram selecionadas aleatoriamente e o convite para
participagdo foi realizado aos pais ou responsaveis.

Os critérios de nao inclusao foram: criancas em uso de medicamentos ou com
alteracoes de saude que pudesse interferir no seu estado nutricional, composi¢ao

corporal, perfil lipidico, pressdo arterial, metabolismo glicidico, bem como criancas
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com deficiéncia fisica, cognitiva ou multipla e a ndo realiza¢do do contato com os pais
ou responsavel apos trés tentativas.

Foi realizado um estudo piloto na Escola Professor Doutor Januario de Andrade
Fontes (Centro Educacional Nanete), com 10% da amostra, a fim de se testar a
aplicacdo dos questionarios, afericdo das medidas antropométricas e a avaliacdo da
alimentagdo escolar. As criangas foram selecionadas para o estudo piloto de maneira

aleatoria e nao foram incluidas na amostra final deste estudo.

5.2.2 Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
da Universidade Federal de Vigosa, processo n° 663.171/2014 (ANEXO A). O mesmo
também foi aprovado pela Secretaria Municipal de Educagdo, Superintendéncia
Regional de Ensino e direcao das escolas.

Os participantes do estudo, bem como seus responsaveis, foram informados
sobre os objetivos do trabalho e os pais/responsdveis que autorizaram a participagdo da

crianga, assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

5.2.3 Tamanho e processo de amostragem

Para a realizagdo do calculo amostral, utilizou-se o software Open Epi (Versao
3.03). Considerou-se o numero total de escolares com 8 ¢ 9 anos (n=1.464) em 2015 ¢
prevaléncia de 50%, visto que o estudo considerou multiplos desfechos; precisdo
desejada de 5%; nivel de confianca de 95% e acréscimo de 20% de perdas (LUIZ et al.,
2009), totalizando 366 criangas.

O processo de amostragem dos escolares foi realizado em duas etapas. Primeiro
realizou-se o célculo da amostra por escola, segundo a propor¢ao de alunos que a escola
representava em relagdo ao tamanho amostral total calculado. Em seguida, os alunos
foram selecionados por meio de sorteio aleatorio, utilizando-se tabela de numeros
aleatorios até¢ completar o nimero de alunos necessarios para cada escola. Apds o
sorteio, foi realizado contato telefobnico com os pais ou responsdveis pela crianca,
convidando-os a participar do estudo e esclarecendo os objetivos e a metodologia
empregada. Quando o responsavel pela crianga concordava em participar, era agendado

0 primeiro encontro.
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5.2.4 Coleta de dados

A coleta de dados foi realizada na Divisdo de Satide da Universidade Federal de
Vigosa, em trés encontros. No primeiro encontro foi explicado de maneira minuciosa
cada etapa do trabalho e aqueles que concordaram em participar assinaram o TCLE. Em
seguida, foi aplicado o questionario semiestruturado contendo questdes referentes aos
dados socioeconomicos e demograficos e foi aplicado o primeiro recordatorio 24 horas
(R24H).

No segundo encontro, foi realizada avaliagdo das medidas antropométricas e da
composi¢ao corporal, avaliagdo bioquimica e aplicado o segundo R24H.

O terceiro encontro contou com a aplicacdo do terceiro R24H e entrega dos
resultados dos exames com orientagdes para os pais € as criangas. Aqueles que tiveram
alteragdes nos exames receberam orientagdo nutricional e foram encaminhados para

servigos publicos de satde (Figura 3).

Primeiro encontro

¥

i - Explicacio detalhada sobre o estudo;

i - Assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE);

i - Aplicagio do questionirio semi-estruturado, contendo questdes referentes 3 dados
socioecondmicos e demograficos;

i-  Aplicagio do 1° Recordatorio 24 horas.

b
Segundo enconiro
b
- Awaliacio antropomeétrica e da composigio corporal;
i - Aferi¢3o da pressdo arterial:
- Coleta de sangue e analize biogquimica;
- Aplicagio do 27 Recordatorio 24 horas.
b
Terceiro encontro
b
- Aplicagio do 3° Recordatério 24 horas;

i - Entrega dos resultados das avaliagdes e exames bioguimicos;
{ - Orientacfes nutricionais.

“mramnnm

Figura 3. Fluxograma da coleta de dados.

Fonte: SILVA, 2018.
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Quando em algum momento ocorreu recusa da participacao, foi selecionado um
substituto da crianca, seguindo a lista na ordem de sorteio, ¢ foi realizado o mesmo

procedimento de contato telefonico até a amostra total ser completada.

5.3. Programa de Apoio a Lactacio (PROLAC)

5.3.1. Delineamento do estudo e casuistica

Trata-se de um estudo de coorte retrospectiva, realizado com todas as criangas
nascidas no unico hospital maternidade de Vigosa - MG e acompanhadas pelo Programa
de Apoio a Lactacdo (PROLAC) durante os seis primeiros meses de vida. Estas criancas
foram reavaliadas nas idades entre 4 ¢ 7 anos.

O PROLAC ¢ um Programa de Extensdo da Universidade Federal de Vigosa, em
parceria com o Hospital Sdo Sebastido (unico hospital maternidade do municipio) e o
Banco de Leite Humano de Vigosa. As criangas foram acompanhadas mensalmente e
tiveram suas informacodes registradas em prontuarios estabelecidos.

A primeira etapa da coleta de dados aconteceu no periodo de novembro de 2010
a dezembro de 2011. Nesta etapa, foram selecionados os prontuarios de 371 criangas,
atendidas no PROLAC no periodo de agosto de 2003 a novembro de 2007. Destas, 257
criangas participaram da pesquisa e foram avaliadas aos 4-7 anos (VIEIRA, 2012).

A segunda etapa da coleta contou com a avaliacdo de 298 prontuarios das
criancas acompanhadas entre dezembro de 2007 a janeiro de 2011. A coleta se deu no
periodo de janeiro de 2015 a marco de 2016, sendo que 146 criangas foram avaliadas
(VIEIRA, 2017). Assim, considerando-se as duas etapas da coleta, a amostra final do
estudo foi de 403 criancas (Figura 4).

Para participar do estudo, considerou-se como critérios de inclusdo: as criancas
terem idade entre 4 e 7 anos; informacdes no prontudrio referente a localizacdo das
criangas; assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido pelos pais ou
responsaveis das criancas e a realizacao de todas as etapas do estudo.

Como critérios de ndo-inclusdo adotou-se: uso de medicamentos ou alguma
alteracdo de saude que pudesse interferir no estado nutricional, composi¢ao corporal,

perfil lipidico, pressdo arterial e metabolismos glicidico aos 4-7 anos.
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Selecdo de prontuinios do PROLAC:

Criancas clegiveis para o estudo: 371 (pnimeira etapa) + 298 (segunda ctapa) = 669 criangas

Coleta de dados nas 1dades entre 4 ¢ 7 anos:

Amostra de criancas avaliadas: 257 {primeira etapa) + 146 (segunda ctapa) = 403 cniancas

Perdas do estudo:

114 perdas (pnmetra etapa) + 152 perdas (segunda etapa) = 266 perdas (39,7%)

#2 criancas os pais/Tesponsivel
ndo  aceitaram  participar do

176 criancas ndo localizadas § criangas por apresentarcimn

problemas de sadde (7) ou

i
|
¥
:
¢ (mudanca de endercgo ou nio
I - .
| foi possivel o contato).

¥

!

I

|
1
devido falecimento (1). |
|

mladablalcoel Malean I,

1
]
1
1
1
i
estudo ou ndo concluiram todas |
!
i
:
1
-

Figura 4. Etapas da coleta de dados, com suas respectivas perdas.

Fonte: VIEIRA, 2017.

5.3.2 Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
da Universidade Federal de Vigosa, processo n° 892.476/2014 (ANEXO B) e todos os
participantes, bem como seus responsaveis, foram informados sobre o objetivo do
trabalho e os pais/responsaveis que autorizaram a participagdo da crianca, assinaram o

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

5.3.3 Coleta de dados

Informacdes retrospectivas:

Foram coletados nos prontudrios os dados de identificacdo da crianga, endereco,

telefone e data de nascimento.

Visitas domiciliares:
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Com base nos dados coletados nos prontudrios, foram realizadas visitas
domiciliares para localizagdo das criangas e convite para participacao no estudo. Os pais
e responsaveis das criangas foram informados quanto ao objetivo do estudo, e aqueles
que concordaram em participar, assinaram o TCLE. Neste momento foi agendado o

primeiro encontro na Divisdo de Satide da UFV.

5.4. Projeto Determinantes genéticos

5.4.1. Delineamento do estudo e casuistica

Este trabalho trata da jun¢do das amostras dos estudos PASE e PROLAC. A
coleta de dados foi realizada no municipio de Vicosa - MG, no periodo de agosto a
dezembro de 2018. Ao juntar os dois bancos de dados (PASE ¢ PROLAC) obteve-se
uma amostra de 781 criangas. No entanto, 20 criangas haviam participado de ambos
projetos e estavam duplicadas no banco de dados. Sendo assim, um total de 761

criangas foram elegiveis para participar do trabalho.

5.4.2. Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas com Seres Humanos
da Universidade Federal de Vigosa (parecer n® 2.832.590/2018) (ANEXO C). Os
participantes do estudo e seus responsaveis, foram informados sobre o objetivo do
trabalho e os pais/responsaveis que autorizaram a participagdo da crianga, assinaram o

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

5.4.3 Coleta de dados

Das 761 criangas elegiveis para participar do estudo, apenas 543 foram
localizadas. Realizou-se contato telefonico com os pais e responsaveis das criancas, a
fim de atualizar as informagdes de enderego e escola que a crianga estava matriculada.
Apo6s confirmadas essas informagdes, realizou-se o contato com a dire¢do de todos os
colégios publicos e privados de Vigosa, que continham criangas participantes do
projeto. O objetivo e as etapas da pesquisa foram informados a escola, e solicitada

autorizagdo para fazer a avaliagdo das criancas dentro do espaco escolar. Apos
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consentimento, o(a) diretor (a) ou supervisor (a), assinou uma autorizagdo, concordando
com a realizagdo do projeto na escola.

Quanto as criangas que nao foram localizadas pelo contato telefonico, no
momento da visita escolar, foi solicitado o acesso as listas de chamadas da escola para
verificar se a crianca estava matriculada. Caso a crianga estivesse matriculada na escola,
o contato telefonico era atualizado e realizada nova tentativa de contato com os pais ou
responsaveis. Ainda, para aquelas que ndo foram encontradas nas listas de chamada das
escolas, realizou-se a busca ativa nos sistemas escolares da rede municipal e estadual e
também nos enderecos que se tinham cadastrados, da época da primeira participa¢do no
projeto.

Ap6s identificados todos os participantes, foi entregue o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) as criangas e solicitado que fosse
encaminhado aos pais ou responsaveis para preenchimento e autorizagao da participagdo
no estudo. Apos essa etapa, foi agendada na escola a data da coleta do swab bucal.

Na data marcada, os TCLEs foram recolhidos ¢ realizada a avaliacdo das
criancas. Em relacdo aqueles que ndo entregaram o TCLE, foi feita uma nova
abordagem na escola solicitando a assinatura. Caso o TCLE ndo fosse entregue
assinado, os pais eram novamente contactados por telefone para verificar se a recusa era
definitiva ou se havia a possibilidade de realizar a avaliagdo em ambiente externo a
escola. No caso de recusa definitiva, a crianga ndo foi incluida na pesquisa. Ja aqueles
que aceitaram dar continuidade, a coleta foi agendada no domicilio.

A figura 5 representa o fluxograma da coleta de dados.
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378 criancas do 403 criangas do
PASE ‘ PROLAC

781 criancas

I 20 criangas participaram dos dois projetos

761 criangas aptas a participar do estudo

Perdas:
- 2 criancas faleceram;
- 24 recusas no contato por telefone;
- 18 mudaram de cidade;
- 59 nao foram encontradas;
- 103 nao entregaram o TCLE no prazo ¢
nao foi possivel agendar visita domiciliar.

}

| Amostra final: 555 criangas |
[
| Realizou-se a leitura do gendtipo: |

¥ ¥ Y
FTO: MC4R: MTMRO9:
539 criancas 546 criangas 498 criangas

Figura 5. Fluxograma para a coleta de dados no pojeto “Determinantes genéticos”.

Fonte: elaboracao propria.

5.4.4. Calculo do poder do estudo

Foi realizado o calculo do poder do estudo para todas as variaveis analisadas,
considerando-se a varidvel com menor poder. Ao comparar as médias e desvios-padrao
do colesterol total no grupo sem o alelo de risco do gene MTMRY (GG / AG) (155,7 £
26,2) e com o alelo de risco (AA) (158,2 + 33.3), o nivel de significancia estatistica foi
de 5% e o tamanho da amostra teve poder > 80%. Foi utilizado para andlise o software

OpenEpi online.

5.4.5 Coleta do swab bucal

As criangas foram orientadas a bochechar previamente com agua, repetindo o
processo por duas vezes. Apods isso, foi feita a coleta, raspando a face interna das
bochechas com escova citoldgica esterilizada (swab) em movimentos circulares
(aproximadamente 30 vezes). As escovas tiveram a por¢ao externa das hastes cortadas e
colocadas em microtubos autossustentdveis com tampa de rosca de 2,0 ml, previamente

identificados, contendo etanol absoluto. As amostras foram colhidas em duplicata e
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dispostas em hacks de papeldo, sendo armazenadas em geladeira até o momento da

extracdo do DNA.

5.4.6 Extracido do DNA

A extragdo do DNA foi realizada na Universidade Federal de Minas Gerais, no
Laboratorio de Genética e Bioquimica. Para extracao foi utilizado o kit SYBR Green
Extract-N-Amp Tissue Kit (Sigma®). Os tubos contendo o swab bucal e etanol foram
centrifugados a 12.000 rpm durante 10 segundos para a formacdo do precipitado de
DNA. Em seguida, o sobrenadante foi desprezado e os tubos invertidos sobre papel
absorvente por 30 a 40 minutos para evaporagao do etanol residual.

Nos tubos contendo o precipitado de DNA, foram adicionados 200 pl de solugao
de extracdo e 25 ul de solugdo de preparo tecidual. Na sequéncia, foram homegenizados
no vortex € permaneceram em temperatura ambiente durante 10 minutos e, entdo,
incubados a 95°C durante trés minutos. Apos essa etapa, foram adicionados 200 pl de
solucao de neutralizagdo. As amostras foram previamente quantificadas no nanodrop e
ajustadas para a concentragdo de 2,5 ng/ul por diluicdo em agua milli-Q. O restante do

DNA extraido foi armazenado a - 80°C.

5.4.7 Genotipagem dos polimorfismos dos genes F7O, MC4R e MTMR9

A metodologia da cadeia de polimerase em tempo real (PCR) TagManTM SNP
Genotyping assays (HAMPE et al., 2001) foi utilizada para a discriminacao dos alelos,
tipificando o material genético amostral para os SNPs estudados. A metodologia Taq-
ManTM SNP Genotyping foi baseada na utilizagao de ensaio pré-desenhado e validado
pela empresa Applied Biosystems (ABI) (nimero de catalogo: 4351379).

O ensaio comercial contém um par de oligonucleotideos iniciadores que
amplificam um fragmento (aproximadamente 50 pb) onde estd localizado os SNPs, e
um par de sondas alelos especificos. As sondas foram marcadas com o fluoréforo FAM
e VIC, sendo os resultados obtidos a partir da amplificacdo das amostras de DNA,
acessados pelas sondas alelos especificos, e, assim, para cada ensaio foi possivel definir
o genotipo dos individuos em estudo.

Para a realizacdo das reagdes foram preparadas a mistura de 2,25 ul de DNA na

concentracao de 2,5 ng/ul; 0,25 ul do ensaio para o loco na diluigdo de 20 x e 2,5 ul de
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TagManTM SNP Genotyping master mix, totalizando 5 pl finais de reagdo. Estas, foram
realizadas em placas 384 wells, preparadas em banho de gelo, a fim de se evitar a
diminui¢do do volume da reacdo, devido a evaporagdo e¢ foram selecionados os
parametros de ciclagem de 10 min a 95 °C e 50 ciclos de 15 segundos a 95 °C
(desnaturacdo) e 1 min a 60 °C (anelamento e extensdo), utilizando o aparelho 7900HT
Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems).

Foi utilizado o mesmo material genético em todas as placas para as repetigoes,
acrescido do controle positivo, para indicar algum possivel erro de tipagem e controles
brancos da reagdo, contendo agua bidestilada autoclavada ao invés de DNA,
denominados pelos programas de NTC (No Template Control).

Os programas usados para o desenho das placas e para visualizacdo dos
resultados foram o SDS v2.4 sofiware e o TagManTM genotyper software,
respectivamente, todos desenvolvidos pela empresa Applied Biosystems. As
classificagdes comerciais do ensaio da metodologia TagManTM SNP Genotyping usada
pela ABI especifica para o estudo do loco F7O ¢ C__ 30090620 10, loco MC4R ¢
C 32667060 10 e loco MTMRY ¢ C__ 16185294 10.

Para a identificacdo do genotipo de cada individuo, verificou-se o comprimento
de ondas das fluorescéncias emitidas por cada amostra, discriminando dessa forma os
alelos. Os alelos foram evidenciados pelos fluordéforos VIC (fluoresce na regido
vermelha do espectro visivel, indicando os alelos AA para o F7O, CC para o MC4R e
AA para o MTMR9), FAM (fluoresce na regido azul do espectro visivel, indicando os
alelos TT para o FTO e MC4R ¢ GG para o MTMRY9) e VIC/FAN (fluoresce na regidao
verde do espectro visivel, indicando os alelos AT para o gene FTO, CT para o MC4R e
AG para 0 MTMRY).

As informagdes detalhadas dos genes avaliados sdo apresentadas no quadro a
seguir.

Quadro 1: Caracteristicas dos polimorfismos estudados.

Gene | SNP estudado | Genotipos | Gendtipo com polimorfismo | VIC FAN
FTO 1s9939609 TT/AT/AA AA A
MC4R rs17782313 TT/TC/CC CcC C T
MTMRY | 152293855 GG/AG/AA AA A

5.4.8 Escore de risco genético
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O escore de risco genético foi calculado utilizando-se as informagdes do
gendtipo dos individuos, de acordo com a composi¢do alélica dos trés genes. Os
genotipos foram codificados em 0, 1, 2 e 3, criando-se uma pontuagao de risco somando
os numeros dos genotipos de cada participante do estudo, assim, recebeu a pontuagao 0
o individuo que ndo apresentou nenhum genoétipo de risco (TT, TT, GG), 1 o individuo
que apresentou polimorfismo no gene FTO ou MC4R ou MTMRY, 2 aquele que
apresentou o polimorfismo de dois genes € 3 os individuos que apresentaram todos os
polimorfismos. Como nao ha informagdes de tamanho de efeito desses polimorfismos
ndo foram criados pesos especificos de alelos de risco de cada polimorfismo

(JAASKELAINEN et al., 2013).

5.4.9 Variaveis do estudo PASE e PROLAC

5.4.9.1 Avaliacao sociodemografica

Foi aplicado um questionario padronizado, pré-codificado e pré-testado em
estudo piloto pelos pesquisadores, contendo varidveis sociodemograficas tais como,

sexo ¢ idade das criangas, escolaridade materna e renda per capita.

5.4.9.2 Avaliacao do consumo alimentar

A avaliagdo do consumo alimentar no estudo PASE foi realizada pela média de
trés recordatorios 24 horas, aplicados por nutricionista treinada, em dias ndo
consecutivos, sendo um quantitativo referente ao fim de semana. As criancas
responderam aos inquéritos alimentares acompanhadas de seus pais ou responsaveis,
sendo entrevistado preferencialmente aquele diretamente envolvido com a alimentagao
da crianga.

Para auxiliar os participantes na determinacao do tamanho das por¢des ingeridas,
foram utilizados utensilios caseiros e figuras de porcionamento de alguns alimentos em
album fotografico (ZABOTTO, 1996).

Ja no estudo PROLAC, a avaliagao do consumo alimentar das crian¢as se deu
por meio do preenchimento de trés registros alimentares, em dias ndo consecutivos e
incluindo um dia de final de semana. Foi solicitado que os registros fossem preenchidos
pelos pais ou responsaveis da crianga e os mesmos receberam orientagdes a respeito do

correto preenchimento. Ainda, na escola, os responsaveis pela distribuicio da
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alimentagdo registraram os alimentos/preparacdes e as quantidades consumidas pelas
criangas.

No ato da entrega dos registros alimentares, os mesmos foram conferidos junto
ao responsavel pelo preenchimento, a fim de se completar as informagdes que estavam
faltando.

Apesar de nos dois estudos terem sido utilizados instrumentos diferentes para a
coleta das informag¢des do consumo, destaca-se que os inquéritos foram preenchidos
pelos pais das criancas, sendo os instrumentos aplicados em trés dias para uma
estimativa da ingestdo habitual das criangas. Além disso, o consumo foi ajustado pela
variabilidade intraindividual dos participantes (WILLETT e STAMPFER, 1998).

A quantidade de cada alimento ingerido, obtidos por meio da aplicacdo do
recordatorio 24h e do registro alimentar, foi transformada em gramas, com base na
tabela de conversdo dos alimentos da FAO. Essa quantidade foi convertida em energia.

A andlise do consumo alimentar foi realizada com o auxilio do software Diet
Pro® 51, versdao 5.8 (DIET, PRO. 1997), sendo selecionadas a Tabela de Composicao
dos Alimentos (TACO, 2011) e a Tabela de Composicdo Quimica dos Alimentos do
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA).

5.4.9.2.1 Avaliacao do indice inflamatorio da dieta infantil (IID-I)

Para amostra do estudo PASE (n=292) foi calculado o Indice Inflamatério da
Dieta Infantil (IID-I). O célculo ¢é realizado a partir do banco de dados do PASE e um
banco de dados mundial, representativo, que fornece uma estimativa global da média e
desvio-padrao de cada parametro utilizado no IID-1.

Foi criado um escore-z para cada parametro, subtraindo a “média padrao” do
valor relatado e dividindo este valor pelo desvio-padrao global. O escore-z foi entdo
convertido em propor¢des para minimizar o efeito da “right skewing”. O resultado foi
centrado em zero (nulo) e limitado entre -1 (antiinflamatério méaximo) e +1 (pro-
inflamatorio méaximo), dobrando cada proporcdo e subtraindo 1. Em seguida, esse
escore da propor¢dao foi multiplicado pelo respectivo escore de efeito do parametro
alimentar, derivado da revisao de literatura, com o objetivo de se obter o IID-I de cada
parametro alimentar para um individuo. Por fim, todas as pontuagdes dos pardmetros

alimentares foram somadas, obtendo-se o IID-I geral de cada crianca.
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O IID-I foi ajustado por 1.000 Kcal consumidos, afim de se levar em
consideracdo a diferenca na ingestdo energética dos individuos. Dos 25 possiveis
parametros alimentares utilizados para calcular os escores do IID-I (KHAN et al.,
2018), o presente projeto utilizou 16, como seguem: carboidrato, proteina, gordura total,
gordura saturada, dcidos graxos monoinsaturado e poliinsaturados, fibra, ferro, zinco,
magnésio, vitaminas B1, B2, B3, B6, C e D. Um escore de IID-I mais alto indica uma

dieta pro-inflamatoria.

5.4.9.3. Avaliacao antropométrica e da composicao corporal

Em todas as criangas, foi realizada as medidas antropométricas de peso e altura.

O peso foi mensurado utilizando balanga digital eletronica (Tanita®, modelo BC
553, Arlington Heights, IL, EUA), com capacidade de 150kg e sensibilidade de 50g. As
criangas foram pesadas sem calgados e com o uso de roupas leves (JELLIFFE, 1968).

A estatura foi aferida utilizando-se um antropometro vertical (Alturexata®, Belo
horizonte, MG, Brasil), dividido em centimetros e subdividido em milimetros, segundo
as normas preconizadas por Jelliffe (1968).

Com os dados obtidos de peso e estatura, foi calculado o Indice de Massa
Corporal (IMC). Para obtencdo do indice em escore-z, foi utilizado o Sofiware WHO
Anthro Plus (WHO, 2009) ¢ a classificagdo do estado nutricional das criangas foi feita
segundo a World Health Organization (WHO, 2006; WHO, 2007).

A avaliacdo da composi¢do corporal (% gordura total, androide, ginoide e
troncal) foi realizada mediante o método de Absorciometria de raios-x de dupla energia
(DXA - Dual Energy X-ray Absorptiometry) para avaliagdo da composic¢do corporal. O
exame foi realizado na Divisdo de Saude da Universidade Federal de Vigosa. Este
equipamento ¢ considerado método de referéncia para avaliagdo da composicao corporal
sendo que, devido ao baixo nivel de radia¢do, ndo oferece riscos a saide (SOPHER et
al., 2005). Durante o escaneamento, a crianga permaneceu em posi¢cao supina sobre a
mesa e os raios foram emitidos e medidos por um detector discriminante de energia.
Para a realizacdo do exame seguiu-se o protocolo estabelecido pelo laboratoério, que
estabelece que a crianga deve estar com roupa leve, sem brinco, pulseira ou qualquer

adorno de metal.
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5.4.9.4. Avaliacio do comportamento sedentario

O comportamento sedentdrio foi avaliado por meio do tempo de tela em
minutos, incluindo televisdo, videogame, computador, celular e tablet. Foi classificado
como sedentdria a crianca que teve um tempo de tela maior ou igual a 2 horas/dia de

acordo com American Academy of Pediatrics (2013).

5.4.9.5. Avaliacio bioquimica

No estudo PASE e PROLAC, os exames bioquimicos foram realizados no
Laboratério de Analises Clinicas da Divisdo de Satde da Universidade Federal de
Vigosa. As amostras foram coletadas por pun¢do venosa com as criangas em jejum de
12 horas. Foram realizadas as dosagens dos marcadores do perfil lipidico (colesterol
total, HDL-c, LDL-c e triglicerideos). A partir desses marcadores foram calculados o
colesterol ndo HDLC-c ¢ os indices aterogénicos (indices de Castelli I e II, coeficiente

aterogénico, indice de combinagao de lipoproteina e indice aterogénico do plasma).

- Marcadores do perfil lipidico e risco aterogénico

Os triglicerideos (TG), colesterol total (CT) e fragdes (HDL-c, LDL-c) foram
quantificados por um equipamento automatico (BioSystems 200 modelo Mindray®,
Nanchan, China) de acordo com as recomendagdes do fabricante do kit (Bioclin®, Belo
Horizonte, MG, Brasil). Criancas com pelo menos um dos seguintes parametros
alterados foram classificadas com dislipidemia: CT >170 mg/dL, HDL-c <45 mg/dL,
LDL-c 2110 mg/dL, TG =75 mg/dL (FALUDI et al, 2017).

Foram calculados o indice de risco de Castelli I (CT/HDL-c) e o indice de risco
de Castelli II (LDL-c/HDL-c), e o colesterol ndo HDL-c estimado pela equagdo: (CT -
HDL-c). O indice aterogénico do plasma (AIP) foi definido como o logaritmo de base
10 da razdao TG/HDL-c. O coeficiente aterogénico (AC) e o indice de combinagdo de
lipoproteinas (LCI) foram definidos como relagdes nao-HDL-c/HDL-c e
CT*TG*LDL/HDL-c, respectivamente. O valor de LCI foi dividido por 1.000 (WU et
al., 2018; MILLAN et al., 2009; DOBIASOVA et al., 2001).

5.4.10 Variaveis do estudo
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As variaveis utilizadas nesse estudo sdo apresentadas no quadro a seguir.

Quadro 2. Variaveis analisadas neste projeto.

Variavel Tipo Descri¢ao

Sexo Dicotomica | Masculino; Feminino
Idade Continua Anos completes
Estatura/idade (escore-Z) Categérica | <-1a0;0al;>1
IMC/idade (escore-Z) Categbrica | <-2;-2al;1a2;>2
% Gordura corporal total Categorica 1° tercil (<15,7); 2° tercil (15,7 a 24,4); 3° tercil (>24,4)
Comportamento sedentario | Dicotomica | <2 horas; > 2 horas
Renda per capita - US$ Categorica 1° tercil (<90,1); 2° tercil (90,1 a 157,8); 3° tercil (>157,8)
Escolaridade Materna Categdrica <4;5a10;11;>12

A Colesterol total* Continua mg/dl

I; HDL-c* Continua mg/dl

I LDL-c* Continua mg/dl

G TG* Continua mg/dl

o Colesterol ndo-HDL* Continua mg/dl

1 TC/HDL-c* Continua -
LDL-¢/HDL-c* Continua -
AC* Continua -
LCI* Continua -
AIP* Continua -
Gene FTO Categorica TT, AT, AA
Gene MC4R Categorica TT, TC, CC
Gene MTMR9 Categorica GG, AG, AA
Escore Genético Categorica 0,1,>2
Sexo Dicotdmica | Masculino; Feminino
Idade Continua Anos completes

A Comportamento sedentario | Continua horas/dia

l; Renda per capita Continua USS$

I Gordura corporal Continua Percentual (%)

G IID-I* Continua -

o Gene FTO Categdrica TT, AT, AA

2 Gene MC4R Categorica TT, TC, CC
Gene MTMRY Categorica GG, AG, AA
Escore Genético Categdrica 0,1,>2

*Desfechos principais de cada artigo.

5.4.11 Retorno aos participantes

Todas as criangas que participaram dos projetos foram acompanhadas durante a

realizagdo da pesquisa e receberam, juntamente com seus pais, atendimento nutricional

individual para a entrega dos resultados com as respectivas orientagdes nutricionais e

para a saude. As criangas com desvios nutricionais tiveram orientacdo especifica e,

quando necessario, foram encaminhadas para as Estratégias de Satide da Familia da sua

regido domiciliar.
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5.5 Analises Estatisticas

Os dados foram digitados e armazenados no Microsoft Office Excel 2007 e as
analises realizadas no programa Stata® versdo 14 (StataCorp LP, College Station, TX,
USA).

Foi realizada analise descritiva dos dados individuais. A partir das frequéncias
alélicas e genotipicas de cada um dos polimorfismos foi realizado o teste de qui-
quadrado para verificacdo do equilibrio de Hardy-Weinberg.

Os marcadores do risco cardiometabdlico e o perfil inflamatério da dieta foram
considerados varidveis desfecho, e o polimorfismo dos genes FTO, MC4R e MTMRY
como variaveis explicativas. Utilizou-se as medidas de frequéncia para varidveis
qualitativas e medidas de tendéncia central (média ou mediana) e de dispersdo (desvio
padrao ou intervalo interquartil) para variaveis quantitativas.

Foram realizados os testes de tendéncia linear, derivados de modelos de
regressao linear com as variaves desfecho na forma continua e as varidveis explicativas
categoricas como preditor continuo. Em seguida, foi comparado as distribuigdes de
resultados (varidveis continuas) por categorias de gendtipos usando diferencas médias e
intervalos de confianca de 95% (IC95%) de modelos de regressdo linear multivaridvel
bruto e ajustados.

Estimativas robustas da varidncia foram especificadas em todos os modelos
(WHITE, 1980). O nivel de significancia foi estabelecido em 5% para todos os testes de
hipotese.

O equilibrio de Hardy-Weinberg foi avaliado pelo teste do qui-quadrado, sendo
verificado o equilibrio nas frequéncias genotipicas dos genes FTO, MC4R e MTMRY.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados desta tese serdo apresentados na forma de dois artigos originais:

1. MTMR9 152293855 polymorphism gene and genetic score are associated with higher
atherogenic risk in Brazilian children (Sera submetido ao periddico American Journal of

Clinical Nutrition - Qualis Al).

2. FTO 159939609 polymorphism gene and the genetic score are associated with most
pro-inflammatory diet in Brazilian schoolchildren (Serd submetido ao periddico The

Journal of Nutrition — Qualis Al).
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6.1 Artigo original 1

MTMRY rs2293855 polymorphism gene and genetic score are associated with

higher atherogenic risk in Brazilian children

ABSTRACT

Objective: Evaluate the association of FTO, MC4R, MTMRY gene, and the genetic
score with atherogenic risk in Brazilian children.

Methods: This is a cross-sectional study conducted with 544 children aged 4 to 9. We
obtained sociodemographic and lifestyle data by questionnaires, and biological sample
(DNA) through oral swab. The polymorphism of the FTO (rs9939609), MC4R
(rs17782313) and MTMRY (rs2293855) genes was evaluated and the genetic score was
calculated. The atherogenic risk was assessed by dyslipidemia markers (Castelli I and II
indexes, atherogenic coefficient (CA), lipoprotein combination index (LCI) and plasma
atherogenic index). To determine the association between genotype and atherogenic
risk, we used linear regression adjusted for sex, age, screen time, per capita income,
maternal education, total energy intake and % body fat.

Results: Individuals with AG/AA genotypes in the gene MTMR9 had a lower HDL-c
level and higher TC/HDL-c, LDL-c/HDL-c ratios and Al, after adjustment. Children
who had one or more polymorphisms were negatively associated with HDL-c¢ and
positively associated with TC/HDL-c, Al, LCI and AIP.

Conclusion: We conclude that the risk allele of the MTMRY gene and the genetic score
were positively associated with higher levels of atherogenic biomarkers in Brazilian

children.

Key-words: children, polymorphism genetic, dyslipidemias, cardiovascular disease.
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INTRODUCTION

Cardiovascular diseases (CVD) are responsible annually for the death of 17.9
million people in the world (WHO, 2018), and the rise in plasma lipids is an important
risk factor for its occurrence (Poss et al., 2011). Dyslipidemia is characterized by the
increase in the concentration of lipids or lipoproteins in the blood and can be influenced
by environmental, behavioral, and genetic factors (Brazilian Guideline on Dyslipidemia,
2017), being the latter responsible for about 40% of this occurrence (Weis et al., 2006).

In adults, the relationship between the genes F7TO, MTMR9 (Hotta et al., 2011)
and MC4R (Kang et al., 2015) and dyslipidemia is already presented. A study identified
that individuals carriers of the F7O rs9939609 A-allele showed changes in the lipid
profile (Doney et al., 2009), however, the results are conflicting (Doney et al., 2009;
Freathy et al., 2008) and in the pediatric public still scarce. Knowing the gene-disease
relationship is of great importance, as it allows early action in the prevention and
treatment of pathologies, and also, because we present different responses when the
same intervention occurs (Steemburgo et al., 2009).

In the pediatric public, this information is even more important, since children
with changes in their lipid profile are more likely to become dyslipidemic adults (Juhola
et al., 2011). In addition, childhood dyslipidemia was associated with the occurrence of
cardiovascular diseases in adulthood (Pires et al., 2016), since these changes cause
aggressions in the vascular endothelium, which in turn leads to the formation of
atherosclerotic plaques and development of atherosclerosis, a chronic inflammatory
disease that affects the intima layer of medium and large caliber arteries (Faludi et al.,
2017). In this context, early diagnosis and preventive action would reduce mortality in
adults due to heart disease (Pires et al., 2016).

The association of increased levels of total cholesterol (TC), low-density
lipoprotein (LDL-c) and triglycerides (TG) and low values of high-density lipoprotein
(HDL-c) with the risk for CVD are well established in children (Guideliss, 2011;
Viitasalo et al., 2019; Varda et al., 2020). However, it is necessary to evaluate other
parameters, such as the LDL/HDL ratio, TC/HDL, atherogenic plasma index (AIP),
atherosclerosis coefficient (AC) and the lipoprotein combined index (LCI), once that
they have greater predictive capacity for cardiovascular risk than isolated traditional

markers (Shen et al., 2016; Guo et al., 2020).
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Considering the absence of studies that evaluated the occurrence of genetic
polymorphisms with the dyslipidemia markers in childhood, and the contradictory
findings in the adult population (Yanagiya et al., 2007; Hotta et al., 2011), the objective
of this study was to evaluate the association of risk allele of the FTO, MC4R and
MTMRY genes and the genetic score with atherogenic risk in Brazilian children. We

hypothesize is that these alleles are associated with higher atherogenic risk.

METHODS
Participants and study design

This is a cross-sectional study conducted with 544 children aged 4 to 9, in the
city of Vicosa, Minas Gerais, Brazil, as part of the Schoolchildren Health Assessment
Survey (PASE, in Portuguese) and the Lactation Support Program (PROLAC, in
Portuguese) in 2015 and 2015/2016, respectively. Vigosa is a predominantly urban
center of =72,000 inhabitants, located 227 km southeast of Belo Horizonte (IBGE,
2010).

PASE is a cross-sectional representative study. In 2015, the municipality had 24
urban public and private schools that cared for 1.464 children between 8 and 9 years
old. The Epi Info software (version 7.2; Atlanta, GA) was used for final sample
calculation considering the total population of 8 and 9 years old students from the data
collected in urban schools in 2014/2015. The total population of students (n = 1.464
students) was analyzed at 50% prevalence for multiple outcomes, 5% desired accuracy,
95% confidence interval and an increase of 20% of losses (Luiz et al., 2009). The final
sample consisted of 366 children. The number of children in the sample was
proportional to the total number of students in each school, considering the numerical
proportion of each. Students were randomly selected to compose the sample needed
from each school.

In relation to PROLAC, based on the evaluation of the program’s medical
records, 669 children were eligible to participate in the study. Of these, 176 were not
located because of the change of address, 75 were not authorized by parents to
participate or did not complete all stages of the study, eight had health problems that
prevented participation and seven children were excluded for incomplete food intake
data. Thus, 266 losses were recorded (39.8%), and an eligible sample was obtained to

participate in this study of 403 children.
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More detailed information of the PASE study design was previously reported
(Filgueiras et al., 2019; Suhett et al., 2019) and the PROLAC study in Vieira-Ribeiro et
al., (2019). The children were reevaluated in 2018, and genetic material was collected
through an oral swab.

The sample size power of the study was calculated by adopting the means and
standard deviations of the TC in the group without the risk allele of the MTMRY gene
(GG/AG) (155.7+26.2) and with the risk allele (AA)(158.2+33.3) by the
OpenEpi software. The statistical significance level was 5%, and the sample size had
power equal >80%.

This study was developed according to the guidelines established in the
Declaration of Helsinki and approved by the Human Research Ethics Committee of the
Federal University of Vicosa (UFV, in Portuguese) (case n° 663.171/2014, n°
892476/2014 and n° 2.832.590/2018). All parents and children were informed about the
purpose of the study and all guardians of the children signed the Informed Consent

Form.

Laboratory Methods

All evaluations were done at the Laboratory of Clinical Analysis in UFV. Blood
samples were collected after 12 hours of fasting, with disposable material and
intravenous puncture in the morning.

Triglycerides (TG), total cholesterol (TC), and fractions (HDL-c, LDL-c) were
quantified by automatic equipment (BioSystems 200 Mindray® model, Nanchan,
China) according to the recommendations of the kit manufacturer (Bioclin ®, Belo
Horizonte, MG, Brazil). Children with at least one of the following altered lipids were
classified with dyslipidemia: TC >170 mg/dL, HDL-c <45 mg/dL, LDL-c >110 mg/dL,
TG >75 mg/dL (Faludi, 2017).

The Castelli risk index I (TC/HDL-c) and Castelli index risk II (LDL-c/HDL-c)
were calculated and the non-HDL-c was estimated by the equation: (TC - HDL-c). The
atherogenic index of plasma (AIP) was defined as the base 10 logarithms of the
TG/HDL-c ratio. The atherogenic coefficient (AC) and lipoprotein combine index (LCI)
were defined as non-HDL-c/HDL-c and TC+*TG*LDL/HDL-c ratios, respectively. The
value of LCI was divided by 1000 (Wu et al., 2018; Millan et al., 2009; Dobiasova et
al., 2001).
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Genotyping

The oral swab collection was made with a sterile cytological brush (swab),
repeating the process twice. The brushes were stored cooled, in absolute ethanol until
the moment of DNA extraction.

The SYBR Green Extract -N- Amp Tissue Kit (Sigma®) kit was used for DNA
extraction. Polymerase chain  methodology @ was used in  real-time
(PCR), TagMan™ SNP Genotyping Assays (Hampe et al., 2001), to discriminate the
alleles, typifying the genetic material sample to the SNP studied. The Taq-
Man™ SNP Genotyping methodology was based on using a pre-designed assay and
validated by the company Applied Biosystems (ABI) (catalog number: 4351379).

The same genetic material was used in all the plates for the repetitions, plus the
positive control, to indicate any possible typing error and white reaction controls,
containing autoclaved bidistilled water instead of DNA, called by the NTC programs
(No Template Control).

The programs used to design the plates and visualize the results were SDS
v2. 4 software and TagManTM genotyping software, respectively, all developed by the
company Applied Biosystems. The commercial classifications of the TagManTM SNP
Genotyping methodology test used by ABI specific for the study of the FTO site is
C_ 30090620 10, locus MC4R is C 32667060 10 and locus MTMRY is
C 16185294 10.

The genotype of 528 children was read in relation to the FTO gene (TT:
individuals without polymorphism; AT: heterozygous individuals with a risk allele; AA:
individuals with polymorphism), 535 for the MC4R gene (TT: individuals without
polymorphism; TC: heterozygous individuals with a risk allele; CC: individuals with
polymorphism) and 544 for the MTMR9 gene (GG: individuals without polymorphism;
AG: heterozygous individuals with a risk allele; AA: individuals with polymorphism).

The genetic score was calculated using the genotype information according to
the allelic composition of the three genes. The genotypes were coded zero, 1, 2 and 3,
creating a score, adding the numbers of genotypes of each study participant thus
received a score zero the individual who presented no risk allele (TT, TT, GQG), 1 the
individual who presented polymorphism in the 70 or MC4R or MTMRY gene, 2 the
individual who presented the polymorphism of two genes, and 3 the individuals who

presented all polymorphisms.
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Sociodemographic, economic, and lifestyle characteristics

A semi-structured questionnaire was applied, pre-coded, and pre-tested in a pilot
study by the researchers, containing variables such as sex of the children, maternal
education, and household’s per capita income.

Sedentary behavior was assessed using screen time, including television, video
game, computer, cell phone, and tablets. According to the American Academy of
Pediatrics (2013), the child who had a screen time > 2 hours/day was classified as

sedentary.

Anthropometry and body composition

Weight and height measurements were performed in all children. Weight was
measured using an electronic digital scale (Tanita®, model BC 553, Arlington Heights,
IL, USA), with a capacity of 150kg and a sensitivity of 50g. Children were weighed
without shoes and wearing light clothes (Jelliffe, 1968). Height was measured using a
vertical anthropometer (Alturexata®, Belo Horizonte, MG, Brazil), divided into
centimeters and subdivided into millimeters, according to the standards recommended
by Jelliffe (1968).

Body composition was evaluated by Dual Energy X-ray Absorptiometry (DXA).
The examination was carried out at the Health Division of the Federal University of
Vigosa. This equipment is considered a reference method for assessing body
composition and, due to the low radiation level, does not pose any health risk (Sopher et
al., 2005). During the scanning, the child remained in a supine position, and the protocol
was established for the child to be in light clothing, without earrings, bracelets, or any

metal adornment.

Food consumption

The assessment of food consumption was performed by the average of three
24-hour recalls (R24h) and food records for the children of PASE and PROLAC,
respectively. The questionnaire was applied by a trained nutritionist, on non-
consecutive days, being one referring to the weekend. The children answered the food
surveys accompanied by their parents or guardians, being interviewed preferentially to

the one directly involved with the child's food.



75

To assist participants in determining the size of the portions ingested, homemade
utensils and portioning figures of some foods were used in the photo album (Zabotto,
1996).

The analysis of food consumption was performed with the software Diet
Pro® 5i, version 5.8 (Diet Pro, 1997), and the Food Composition Brazilian Table
(Tabela Brasileira de Composic¢do de Alimentos) and the National Nutrient Database for
Standard Reference of the United States Department of Agriculture were selected.

Although different instruments were used to collect consumption information in
both studies, it is therefore not the ideal situation. It is noteworthy that the children's
parents completed the surveys, and in both studies, the instrument was applied three
times to have the usual intake of children. In addition, the adjustment by the intra-

individual variability was made (Willett et al., 1998).

Data analyses

Exposures. Genotypes polymorphisms (F7O, MC4R, MTMR9, and genetic
score) as categorical variables.

Outcomes. Dyslipidemia markers (total cholesterol, LDL-c, HDL-c,
triglycerides, non-HDL-c, TC/HDL-c, LDL-¢/HDL-¢, AC, LCI, and AIP) as continuous
variables.

Covariates. We considered as covariates the child’s sex, height- and BMI-for
age Z-score, body fat, screen time, the household’s per capita income, maternal
education, and total energy intake. Height- and BMI-for-age Z-score were calculated
according to the sex- and age-specific reference for children and adolescents (de Onis et
al., 2007).

Statistical analyses. We first compared the distributions as a mean + SD of
outcome (dyslipidemia markers) by sociodemographic, anthropometric, body
composition, and lifestyle characteristics. Tests for linear trend were derived from linear
regression models with dyslipidemia markers as the continuous outcome and a variable
representing the genetic variables’ categories as a continuous predictor. Then, we
compared the distributions of outcomes (dyslipidemia markers) by genotype categories
using mean differences and 95% confidence intervals (CI) from unadjusted and
multivariable linear regression models adjusted by sex, age, screen time, per capita
income, maternal education, body fat, and total energy intake. The adjustment variables

were selected based on the literature, and robust estimates of the variance were specified
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in all models, which are consistent to heteroskedasticity and normality (White, 1980).
Analyses were carried out in the Stata® version 14 (StataCorp LP, College Station, TX,
USA). The significance level was set at 5% for all hypothesis tests.

The Hardy-Weinberg balance was assessed by the chi-square test, checking the
balance in the genotypic frequencies of the F7O, MC4R and MTMR9 genes.

RESULTS

A total of 544 children participated in this study, with mean = SD age of
participants was 7.2 £+ 1.6 years; 51.3% were girls, and 55.5% presented dyslipidemia.
The prevalences of the polymorphism of genes FTO, MC4R, MTMR9 were 18.0%,
4.7%, and 9.9%, respectively. Children with over two polymorphisms were 2.2%.

Height-for-age Z-score was negatively associated with LDL-c and LDL-¢/HDL-
c. BMI-for-age Z-score and body fat were negatively associated with HDL-c, and
positively associated with TG, LCI, and AIP. In addition, BMI-for-age was positively
associated with TC/HDL-c and AC. Per capita income and maternal education were
positively associated with LDL-c, TG, LCI, and AIP. Moreover, maternal education
was positively associated with TC, non-HDL-c, TC/HDL-¢, LDL-c/HDL-c, and AC,
(Table 1).

We did not find associations of the risk alleles 70O and MC4R genes with the
atherogenic risk (Tables 2 and 3).

After the adjustment for potential confounder, the dyslipidemia markers were
positively associated with the risk alleles of the MTMRY9. Individuals with GA/AA
genotypes in the gene MTMRY were related, respectively, to -1.75 (95% CI: -3.12, -
0.38), 0.15 (95% CI: 0.01, 0.29), 0.13 (95% CI: 0.01, 0.25), and 0.15 (95% CI: 0.01,
0.29) unit different in HDL-c, TC/HDL-c, LDL-c/HDL-c and AC (Table 4).

In the same way, the genetic score was negatively associated with HDL-c and
positively associated with the CT/HDL-c, AC, LCI and AIP. Children who had one or
more polymorphisms was related to -2.11 (95% CI: -4.08, -0.14), 0.16 (95% CI: 0.02,
0.31), 0.16 (95% CI: 0.02, 0.31), 4.36 (95% CI: 0.30, 8.36), 0.04 (95% CI: 0.004, 0.08)
units different in HDL-c, CT/HDL-c, AC, LCI and AIP, respectively, in comparison

with children with null genetic score, after adjustment (Table 5).

DISCUSSION
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In this cross-sectional study with Brazilian children, we confirmed the
hypothesis that the risk allele of the MTMR9 gene and the genetic score were positively
associated with higher atherogenic risk. We did not find associations of the risk alleles
of the FTO and MC4R gene with the atherogenic risk in children.

We are the first to evidence the direct relationship between the MTMR9 gene
and the dyslipidemia markers (HDL-c, TC/HDL-c, LDL-c/HDL-c, and AC) in children,
according to our knowledge. This association has been shown in Japanese adults (Hotta
et al., 2011). A study carried out in an animal model identified the regulatory effect of
feeding on gene expression, since mice that received a high-fat diet reduced the mRNA
levels of MTMRY (Yanagiya et al., 2007). It is known that the higher consumption of fat
also causes changes increase in the serum concentration of lipid markers (Ghobadi et
al., 2018; Jolfaie et al., 2016; Rauber et al., 2015). Therefore, we can suppose that high-
fat diet would be the link between the genotype and the occurrence of dyslipidemia.

Like any gene expressed in the hypothalamus, MTMRY plays a role in regulating
food intake and influencing food preferences. In rodents, the MTMRY protein was
found together with the neurotransmitter orexin, melanin-concentrating hormone,
neuropeptide Y, and proopiomelanocortin, all involved in controlling food intake, body
weight, and energy homeostasis (Yanagiya et al., 2007). Orexin was involved in
decreasing thermogenesis and consequently reducing energy expenditure and
stimulating food consumption (Nixon et al., 2015). It is speculated that this genetic
stimulus of food consumption can alter of the markers of the lipid profile.

When separately evaluating the F70 and MC4R genes’ relationship with
dyslipidemia, we did not find significant results, which corroborates with other studies
(Gesteiro et al., 2016; Szkup et al., 2017).

However, our findings showed that the genetic score was positively associated
with the dyslipidemia markers (HDL-c, TC/HDL-c, AC, LCI, AIP). A review study
identified that genetic scores have been a way of aggregating multiple sets of results
into a single genetic predictor for cardiovascular diseases (Smith et al., 2015). It is
important to consider the interrelation of genes in our body (Dudbridge et al., 2017),
and studies have identified a higher predictive value of the genetic score for
cardiovascular risk when compared to a single genetic variant worked in isolation

(Pereira et al., 2018; Dron et al., 2019).
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Several studies have shown the relationship between the F70 (Daya et al., 2019;
Pettermann et al., 2018), MTMR9 (Yanagiya et al., 2007) and MC4R (Almeida et al.,
2018) genes with excess weight. Despite knowing that adipose tissue plays a central
role in maintaining lipid homeostasis (Sharifi et al., 2013), we could evidence the
relationship between MTMRY and the genetic score with higher atherogenic risk, even
after adjusting for body fat.

Although the power of this study is > 80%, this work presents a limitation that
our sample was not representative, once only the PASE study was composed of a
representative sample of the studied age group. However, several strengths need to be
highlighted. To our knowledge, this is the first study to evaluate the association of the
MTMRY gene and genetic score with the dyslipidemia markers in schoolchildren. In
addition, we also use non-traditional atherogenic indexes which, according to the
literature, have a higher predictive value for cardiovascular risk (Shen et al., 2016).

We conclude that the risk allele of the MTMR9 gene and the genetic score were
positively associated with higher atherogenic risk in Brazilian children. More attention
should be given to evaluating risk allele, to understand better the relation between

genotype and alterations of the lipid profile even under the age of 10 years-old.
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Table 1. Dyslipidemia markers by sociodemographic, anthropometric, body composition and lifestyle characteristics in children from Vigosa, Minas Gerais, Brazil,

2015.
Characteristics N Total cholesterol (mg/dL) HDL-c (mg/dL) LDL-c (mg/dL) Triglyceride (mg/dL) Non-HDL-c (mg/dL)
Mean + SD P value Mean + SD P value Mean £ SD P value Mean + SD P value Mean = SD P value
Sex
Female 265  157.82+27.08 0.37 49.74 £ 10.26 0.55 91.11 +24.06 0.23 70.56 + 28.94 0.09 107.69 +£25.23 0.22
Male 279  155.73 £27.30 50.28 £10.94 93.59 +23.66 75.21+34.18 105.45 +£25.00
Height-for-age (Z-score)
-1to <0 186  157.80+£26.28 0.28 49.47 £10.48 0.63 94.13 £22.51 0.02* 70.05 + 27.83 0.08 107.75 £24.69 0.05
O0to 1 206  157.50+29.12 50.34 +£10.48 93.09 £ 25.77 71.48 £32.17 107.16 £26.97
>1 152 154.65+£25.55 50.20 +£10.92 89.29 + 22.55 78.44 £ 35.14 104.44 £23.00
BMI-for-age (Z-score)
<-2 81 156.34 £32.10 0.38 48.34+9.75 0.01% 95.97 £29.27 0.74 69.60 +£27.94 <0.0001*  108.00 +30.11 0.63
2to 1 306 157.72+£26.30 51.30 £ 10.96 91.87 £22.66 67.87+25.73 106.07 £23.78
1to2 97 157.31 £25.32 49.78 +£10.57 92.90 +23.16 79.37 + 37.96 107.53 £24.53
>2 60 151.93 +£27.46 46.00 + 8.47 89.28 +£22.71 92.85 +£43.00 105.93 £25.91
% Body fat (terciles)
<157 178  153.65 +27.93 0.89 49.48 £10.35 0.04* 90.86+ 25.72 0.81 67.28 +26.84 <0.0001*  104.17 £25.86 0.52
15.7t024.4 175  158.95+27.24 51.78 £10.81 93.19 +23.76 67.62 +25.30 107.16 £24.31
>24.4 191  157.78 +£26.28 48.85+10.44 93.05+22.11 83.14 + 38.37 108.35+25.12
Screen time (hours/day)’
<2 241  155.36 £25.38 0.07 49.37 +£9.74 0.26 91.60 £ 23.12 0.12 72.55+33.12 0.75 105.54 £24.27 0.14
>2 303 157.95+28.5 50.50+11.21 93.00 +24.43 73.25+30.74 107.44 £25.79
Per capita income (US$)"
<90.1 (1° tercile) 182  157.33 £25.19 0.09 4933 +£11.12 0.38 92.69 £21.94 0.02* 67.74 £ 30.60 0.004* 108.00 £23.13 0.11
90.1to 157.8 (2° tercile) 181  154.88 +27.11 49.29+9.93 90.57 £ 25.37 75.13+£33.24 105.59 £25.66
> 157.8 (3° tercile) 181  158.29 +28.98 51.35+10.67 93.94 +23.93 75.45 +£30.92 106.36 +£26.37
Maternal education (years)
<4 66 153.75 £24.36 0.01* 50.37 +9.60 0.96 86.20 +20.85 <0.0001*  69.83 +31.29 0.02* 103.37 £20.98  <0.0001*
5t0 10 168  153.10£25.59 49.51 +£10.10 88.81 +23.04 71.32 + 34.88 103.58 £24.21
11 210 157.89 +28.33 49.86 +11.63 94.66 +24.28 72.40 + 28.65 108.02 £25.12
>12 98 163.14 +28.07 50.78 £9.50 98.02 +24.77 79.67 + 32.56 111.21 £28.51

Abbreviations SD: Standard Deviation; BMI: body mass index; HDL-c: high-density lipoprotein; LDL-c: low-density lipoprotein.

Linear regression models with dyslipidemia markers as the continuous outcome. For variables with three or more categories, P-value was from Wald test for linear

trend representing ordinal categories as continuous. Robust variance estimations were specified in all models.

fApproximate exchange rates of real (R$) to dollar (US$) at the time of this study (US$1.00 = R$ 3.33).

*P<0.05
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Continuation. Dyslipidemia markers by sociodemographic, anthropometric, body composition and lifestyle characteristics in children from Vigosa, Minas Gerais,

Brazil, 2015.

Characteristics N TC/HDL-c LDL-¢/HDL-c AC LCI AIP
Mean + SD P value Mean + SD P value Mean + P value Mean + SD Pvalue Mean+ SD P value
SD
Sex
Female 265 3.5+0.68 0.29 1.89 £0.62 0.27 2.25+0.68 0.29 25.01 £17.59 0.10 0.15+£0.21 0.15
Male 279 3.19+£0.70 1.95+0.61 2.19+0.70 22.37+17.59 0.12+£0.21
Height-for-age (Z-score)
-1to<0 186 3.28+£0.70 0.06 1.97 £0.60 0.02* 2.28+£0.70 0.06 23.28+16.74 0.54 0.12+0.21 0.23
0tol 206 3.21+£0.72 1.92 £0.65 2.21+£0.72 23.98 £21.22 0.12+0.20
>1 152 3.16 £0.64 1.85+£0.58 2.16 £ 0.64 23.92+18.01 0.16 £0.22
BMI-for-age (Z-score)
<-2 81 3.31+£0.77 0.02* 2.05+0.71 0.13 2.31+0.77 0.02* 2481 +22.64 0.002*  0.13+£0.20 <0.0001*
2to 1 306 3.16 £0.67 1.86 £0.59 2.21+£0.67 21.28 £14.90 0.10£0.20
>1to2 97 3.25+£0.67 1.94 +0.59 2.25+0.67 26.33 £22.43 0.17+0.21
>2 60 3.37+£0.68 2.00+0.61 2.37+0.68 30.49 £ 22.84 0.26 £0.22
% Body fat (terciles)
<157 178 3.20+0.75 0.11 1.91 £0.68 0.37 2.20+0.75 0.11 21.58+19.36  0.001*  0.11+£0.20 <0.0001*
15.7 to 24.4 175 3.15+£0.63 1.86 £0.57 2.15+£0.63 21.38 £ 14.10 0.09+0.19
>24.4 191 3.31 £0.67 1.97 £0.58 2.31+0.67 27.89+21.44 0.20+£0.22
Screen time (hours/day)’
<2 241 3.22+£0.67 0.83 1.92 £0.60 0.80 2.22+0.67 0.83 23.18+18.14 0.37 0.13+£0.21 0.98
>2 303 3.22+0.71 1.91+£0.63 2.22+0.71 24.16 +£19.44 0.13+£0.22
Per capita income (US$)"
<90.1 (1° tercile) 182 3.30+£0.75 0.82 1.97 £0.66 0.35 2.30+0.75 0.82 22.75+19.73 0.03* 0.11+£0.21 0.01*
90.1 to 157.8 (2° tercile) 181 3.22+0.69 1.90 £ 0.62 2.22+0.69 23.84+19.23 0.15+£0.20
> 157.8 (3° tercile) 181 3.15+£0.63 1.89 £0.57 2.15+£0.63 24.49 +£17.70 0.14+£0.21
Maternal education (years)
<4 66 3.11+£0.52 0.01%* 1.75£0.46 <0.0001* 2.11+0.52 0.01%* 19.38+12.83  0.003*  0.11+£0.22 0.01*
5to 10 168 3.18£0.69 1.86 £0.62 2.18 £0.69 22.46 +£20.90 0.12+0.21
11 210 327+0.72 1.98 £ 0.64 2.27+0.72 23.98 +16.79 0.14+£0.21
>12 98 3.29+0.71 1.99 + 0.64 2.29+0.71 28.59 +£21.92 0.17+0.19

Abbreviations SD: Standard Deviation, BMI: body mass index; TC: Total cholesterol; HDL-c: high-density lipoprotein; LDL-c: low-density lipoprotein; AC:
atherosclerosis coefficient; LCI: lipoprotein combined index; AIP: atherogenic index of plasma.

Linear regression models with dyslipidemia markers as the continuous outcome. For variables with three or more categories, P-value was from Wald test for linear

trend representing ordinal categories as continuous. Robust variance estimations were specified in all models.

fApproximate exchange rates of real (R$) to dollar (US$) at the time of this study (US$1.00 = R$ 3.33). *P<0.05
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Table 2. Association between the risk allele of the F7TO gene and the markers of dyslipidemia in children from Vigosa, Minas Gerais,

Brazil, 2015.

Unadjusted beta coefficient (95% CI)"!

Adjusted beta coefficient (95% CI)?

Cardiometabolic risk factors FTO gene FTO gene
TT TA/AA P value TT TA/AA P value

Total cholesterol (mg/dL) Reference 0.75 (-4.02, 5.53) 0.76 Reference 0.04 (-4.76, 4.85) 0.99
Triglyceride (mg/dL) Reference -4.14 (-10.35, 2.07) 0.19 Reference -3.32 (-9.19, 2.54) 0.27
HDL-c (mg/dL) Reference -0.64 (-2.56, 1.28) 0.51 Reference -1.01 (-2.94, 0.91) 0.30
LDL-c (mg/dL) Reference 1.29 (-2.81, 5.40) 0.54 Reference 0.90 (-3.19, 5.01) 0.66
Non-HDL-c (mg/dL) Reference 1.09 (-3.25, 5.45) 0.62 Reference 0.65 (-3.73, 5.04) 0.77
TC/HDL-c Reference 0.05 (-0.06, 0.18) 0.35 Reference 0.06 (-0.05, 0.18) 0.27
LDL-c/HDL-c Reference 0.05 (-0.05, 0.16) 0.35 Reference 0.05 (-0.05, 0.16) 0.29
AC Reference 0.05 (-0.06, 0.18) 0.34 Reference 0.06 (-0.05, 0.19) 0.27
LCI Reference -0.23 (-3.69, 3.21) 0.89 Reference 0.15(-3.12, 3.42) 0.93
AIP Reference 0.00 (-0.05, 0.03) 0.63 Reference 0.00 (-0.04, 0.03) 0.95

Abbreviations 95%CI: 95% Confidence Interval; HDL-c: high-density lipoprotein, LDL-c: low-density lipoprotein; TG: Triglyceride; AC:
atherosclerosis coefficient; LCI: lipoprotein combined index; AIP: atherogenic index of plasma; TT: individuals without polymorphism; AT:

heterozygous individuals with a risk allele; AA: individuals with polymorphism in the FTO gene.

! From a linear regression model with dyslipidemia markers as a continuous outcome and FTO gene categories as predictor. Robust estimates of variance were

specified in all models.

2From linear regression adjusted by sex, age, screen time, per capita income, maternal education, total energy intake and % body fat.
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Table 3. Association between the risk allele of the MC4R gene and the markers of dyslipidemia in children from Vigosa, Minas Gerais,

Brazil, 2015.

Unadjusted beta coefficient (95% CI)"!

Adjusted beta coefficient (95% CI)?

Cardiometabolic risk factors MCH4R gene MC4R gene
TT TC/CC P value TT TC/CC P value

Total cholesterol (mg/dL) Reference 0.51 (-4.09, 5.11) 0.83 Reference 1.68 (-3.11, 6.48) 0.49
Triglyceride (mg/dL) Reference -0.32 (-5.96, 5.32) 0.91 Reference 0.57 (-5.08, 6.23) 0.84
HDL-c (mg/dL) Reference 0.89 (-1.01, 2.79) 0.36 Reference 0.83 (-1.10, 2.77) 0.40
LDL-c (mg/dL) Reference -1.37 (-5.42, 2.67) 0.51 Reference 0.03 (-4.09, 4.17) 0.99
Non-HDL-c (mg/dL) Reference -0.05 (-4.36, 4.24) 0.98 Reference 1.05 (-3.44, 5.55) 0.65
TC/HDL-c Reference 0.00 (-0.12, 0.12) 0.99 Reference 0.02 (-0.10, 0.16) 0.67
LDL-c/HDL-c Reference -0.02 (-0.13, 0.08) 0.70 Reference 0.01 (-0.10, 0.12) 0.85
AC Reference 0.00 (-0.12, 0.12) 0.99 Reference 0.02 (-0.10, 0.16) 0.67
LCI Reference 0.53 (-2.88, 3.95) 0.76 Reference 1.56 (-2.12, 5.25) 0.41
AIP Reference -0.01 (-0.04, 0.02) 0.66 Reference 0.00 (-0.04, 0.03) 0.78

Abbreviations 95%CI: 95% Confidence Interval; HDL-c: high-density lipoprotein, LDL-c: low-density lipoprotein; TG: Triglyceride; AC:
atherosclerosis coefficient; LCI: lipoprotein combined index; AIP: atherogenic index of plasma, TT: individuals without polymorphism; TC:

heterozygous individuals with a risk allele; CC: individuals with polymorphism in the MC4R gene.

'From a linear regression model with dyslipidemia markers as continuous outcome and MC4R gene categories as predictor. Robust estimates of variance were

specified in all models.

From linear regression adjusted by sex, age, screen time, per capita income, maternal education, total energy intake and % body fat.
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Table 4. Association between the risk allele of the MTMR9 gene and the markers of dyslipidemia in children from Vigosa, Minas Gerais,
Brazil, 2015.

Unadjusted beta coefficient (95% CI)! Adjusted beta coefficient (95% CI)?
Cardiometabolic risk factors MTMRY gene MTMR9 gene
GG GA/AA P value GG GA/AA P value

Total cholesterol (mg/dL) Reference 1.21 (-3.63, 6.05) 0.62 Reference 1.33 (3.60, 6.27) 0.60
Triglyceride (mg/dL) Reference 1.57 (-3.68, 6.83) 0.56 Reference 2.53 (-2.72, 7.80) 0.34
HDL-c (mg/dL) Reference -1.41 (-2.74, -0.08) 0.04* Reference -1.75 (-3.12, -0.38) 0.01*
LDL-c (mg/dL) Reference 2.40 (-2.04, 6.85) 0.29 Reference 2.76 (-1.69, 7.22) 0.22
Non-HDL-c¢ (mg/dL) Reference 2.74 (-2.13,7.62) 0.27 Reference 3.12 (-1.77, 8.02) 0.21
TC/HDL-c Reference 0.12 (-0.01, 0.26) 0.08 Reference 0.15(0.01, 0.29) 0.03*
LDL-c¢/HDL-c Reference 0.11 (-0.01, 0.23) 0.08 Reference 0.13 (0.01, 0.25) 0.03*
AC Reference 0.12 (-0.01, 0.26) 0.08 Reference 0.15(0.01, 0.29) 0.03*
LCI Reference 3.60 (-0.66, 7.87) 0.10 Reference 4.21 (-0.01, 8.57) 0.05
AIP Reference 0.02 (-0.01, 0.05) 0.19 Reference 0.02 (-0.01, 0.05) 0.10

Abbreviations 95%CI: 95% Confidence Interval; HDL-c: high-density lipoprotein, LDL-c: low-density lipoprotein; TG: Triglyceride; AC:

atherosclerosis coefficient; LCI: lipoprotein combined index; AIP: atherogenic index of plasma; GG: individuals without polymorphism; AG:

heterozygous individuals with a risk allele; AA: individuals with polymorphism in the MTMR9 gene.

'From a linear regression model with dyslipidemia markers as continuous outcome and MTMRY gene as categorical predictor. Robust estimates of variance were
specified in all models.

2From linear regression adjusted by sex, age, screen time, per capita income, maternal education, total energy intake and % body fat.

*P value <0.05
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Table 5. Association between the risk allele of the genetic score and the markers of dyslipidemia in children from Vigosa, Minas Gerais,

Brazil, 2015.

Unadjusted beta coefficient (95% CI)!

Adjusted beta coefficient (95% CI)?

Cardiometabolic risk factors

Genetic score

Genetic score

0 >1 P value 0 >1 P value
Total cholesterol (mg/dL) Reference -0.90 (-6.25, 4.44) 0.74 Reference -0.07 (-5.42, 5.26) 0.98
Triglyceride (mg/dL) Reference 3.18 (-2.99, 9.36) 0.31 Reference 4.50 (-1.50, 10.52) 0.14
HDL-c (mg/dL) Reference -2.10 (-4.06, -0.14) 0.04* Reference -2.11 (-4.08, -0.14) 0.04*
LDL-c (mg/dL) Reference -0.45 (-5.23,4.31) 0.85 Reference 0.29 (-4.33, 4.92) 0.90
Non-HDL-c¢ (mg/dL) Reference 1.47 (-3.67, 6.62) 0.58 Reference 2.20 (-2.85, 7.27) 0.39
TC/HDL-c Reference 0.15 (0.001, 0.29) 0.04* Reference 0.16 (0.02, 0.31) 0.02*
LDL-c¢/HDL-c Reference 0.09 (-0.03, 0.23) 0.13 Reference 0.11 (-0.01, 0.24) 0.07
AC Reference 0.15 (0.002, 0.29) 0.04* Reference 0.16 (0.02, 0.31) 0.02*
LCI Reference 3.61 (-0.43, 7.65) 0.08 Reference 4.36 (0.3, 8.36) 0.03*
AIP Reference 0.03 (0.00, 0.07) 0.07 Reference 0.04 (0.004, 0.08) 0.03*

Abbreviations 95%CI: 95% Confidence Interval; HDL-c: high-density lipoprotein, LDL-c: low-density lipoprotein; TG: Triglyceride; AC:

atherosclerosis coefficient; LCI: lipoprotein combined index; AIP: atherogenic index of plasma;

'From a linear regression model with dyslipidemia markers as continuous outcome and genetic score categories as predictor. Robust estimates of variance were

specified in all models.

2From linear regression adjusted by sex, age, screen time, per capita income, maternal education, total energy intake and % body fat.

*P value <0.05
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6.2 Artigo Original 2 — Short communication

FTO rs9939609 polymorphism gene and the genetic score are associated with most

pro-inflammatory diet in Brazilian schoolchildren

ABSTRACT

Objective: To evaluate the association of 70O, MC4R, MTMRY genes, and the genetic
score calculation with the inflammatory profile of the diet of Brazilian children.
Methods: This is a cross-sectional study with 292 children aged 8 to 9 in Vigosa, Minas
Gerais, Brazil. We assessed food intake using by an average of three 24-hour recalls and
calculated the Children Dietary Inflammatory Index (C-DII). FTO, MC4R, MTMR9
gene polymorphism were evaluated and the genetic score was calculated. We compared
the distribution of C-DII by genotype categories from multiple linear regression.
Results: Individuals with TA/AA genotypes in the gene /70 had a higher C-DII (0.27,
95% CI: 0.04, 0.49), after adjustment. Children who had one or more polymorphisms
were positively associated with C-DII (0.27, 95% CI: 0.03, 0.51).

Conclusion: The risk allele of the FTO gene and higher genetic score were positively

associated with C-DII in Brazilian children.

Keywords: children, diet, inflammation, polymorphism genetic.
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INTRODUCTION

Inflammation can have both genetic and environmental causes. A study
identified that carriers of polymorphisms in the MC4R gene are more susceptible to
inflammation (Kreutzer et al., 2017). Since diet is considered one of the most important
factors in the development of this pathology, it is believed that genetic polymorphisms
contribute directly to this process, through the selection of food preferences and
indirectly, with the development of obesity. The FTO, MC4R and MTMR9 genes have
been associated with being overweight and this stands out as an important risk factor for
inflammation (Tanabe et al., 2007; Daya et al., 2019).

In this context, the Children’s Dietary Inflammatory Index (C-DII) emerges as a
proposal to assess the inflammatory potential of a children's diet based on the anti and
pro-inflammatory properties of some specific foods and nutrients (Khan et al., 2018).
However, no study has been published in the literature that evaluated the association
between polymorphisms in the FTO, MC4R, and MTMR9 gene with the inflammatory
profile of the diet in Brazilian children, assessed by the C-DII. Therefore, the objective
of this study was to evaluate the association of the F7O, MC4R, MTMRY genes risk
allele and their genetic score with the inflammatory profile of the diet in Brazilian

children. We hypothesize is that this association is evident in the early stages of life.

METHODS

This is a cross-sectional study conducted in 2015 with 292 children aged 8 and
9, enrolled in public and private schools in the urban area of Vigosa, Minas Gerais,
Brazil. This study's participants were from the Schoolchildren Health Assessment
Survey (PASE, in  Portuguese), as previously described (Filgueiras et  al.,
2019). These children were again evaluated in 2018, and genetic material was collected
through an oral swab.

The power of the study was calculated by adopting the means and standard
deviations ofthe C-DII in the group without the risk allele of the FTO gene
(TT/AT) (0.54 £ 0.95) and with the risk allele (AA) (0.76 + 0.90), and for statistical
significance level of 5%, the study had power equal to >80%. For this calculation we

used the OpenEpi software.
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This study was developed according to the guidelines laid down in the
Declaration of Helsinki and approved by the Ethics Committee in Research with Human
Beings of the Federal University of Vigosa (UFV) (case n° 663.171/2014 and n°
2.832.590/2018). All guardians of the children signed the Informed Consent Form.

Children’s Dietary Inflammatory Index (C-DII)

Food consumption was assessed by the average ofthree 24-hour recalls
(R24h) on non-consecutive days, being one referring to the weekend. To help
participants determine the size of the portions ingested, homemade utensils
and portioning figures of some foods were used in photo album.

The index is calculated using the study's database and a representative global
bank, which provides a global estimate of the mean and standard deviation of each
parameter used in C-1ID.

A z-score was created for each parameter, subtracting the “standard average”
from the reported value and dividing this value by the global standard deviation. The z-
score was then converted into proportions to minimize the effect of "right skewing".
The result was centered at zero (null) and limited between -1 (maximum anti-
inflammatory) and +1 (maximum pro-inflammatory), doubling each proportion and
subtracting 1. Then, this proportion score was multiplied by the respective effect score
of the food parameter, derived from the literature review, in order to obtain the IID-I of
each food parameter for an individual. Finally, all the scores of the food parameters
were added, obtaining the general C-1ID of each child.

The C-IID was adjusted for 1.000 Kcal consumed, in order to take into account
the difference in the individuals' energy intake. Of the 25 possible dietary parameters
used to calculate C-IID scores (Khan et al., 2018), the present project used 16, as
follows: carbohydrate, protein, total fat, saturated fat, monounsaturated and
polyunsaturated fatty acids, fiber, iron, zinc, magnesium, vitamins B1, B2, B3, B6, C

and D. A higher C-IID score indicates a pro-inflammatory diet.

Genotyping

The genetic material was collected using the oral swab. For DNA extraction, the
SYBR Green Extract -N- Amp Tissue Kit (Sigma®) kit was used. Polymerase chain
methodology was used in real-time (PCR), TagMan ™ SNP Genotyping Assays, to

discriminate the alleles, typifying the genetic material sample to the SNP
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studied. The Tag-ManTM SNP Genotyping methodology was based on using a pre-
designed assay and validated by the company Applied Biosystems (ABI) (catalog
number: 4351379).

The same genetic material was used in all the plates for the repetitions, plus the
positive control, to indicate any possible typing error and white reaction controls,
containing autoclaved bidistilled water instead of DNA, called by the NTC programs
(No Template Control).

The programs used to design the plates and visualize the results were SDS
v2. 4 software and TagManTM genotyping software, respectively, all developed by the
company Applied Biosystems. The commercial classifications of the TagManTM SNP
Genotyping methodology test used by ABI specific for the study of the 70 locus is
C_ 30090620 10, locus MC4R is C 32667060 10 and locus MTMRY is
C_ 16185294 10.

The genetic risk score was calculated using the information from the genotype of
the 298 individuals, according to the allelic composition of the three genes. The
genotypes were coded zero, 1, 2 and 3, creating a risk score, adding the numbers of
genotypes of each study participant. Thus, received a score zero the individual who
presented no risk genotype (TT, TT, GG); 1 the individual who presented
polymorphism in the F70O or MC4R or MTMRY gene; 2 the individual who
presented the polymorphism of two genes and, 3 the individuals who presented all

polymorphisms.

Data analyses

Exposures. Genotypes (FTO, MC4R, MTMRY, and genetic score) as categorical
variables.

Outcome. The C-DII as a continuous variable.

Covariates. Sociodemographic (child’s sex, age, per capita income), screen
time, and % body fat assessed by dual-energy X-ray absorptiometry (DXA) (Lunar
Prodigy Advance, GE Medical Systems Lunar, Milwaukee, WI, USA).

Statistical analyses. We compared the distributions of outcome (C-DII) by
genotype categories using mean differences and 95% confidence intervals (CI) from
multivariable linear regression models adjusted by sex, age, screen time, per capita

income, and body fat.
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Robust estimates of the variance were specified in all models which are
consistent to heteroskedasticity and other violations of normality (White, 1980).
Analyses were carried out in the Statistical Package for the Social Sciences® version 23
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA) and Stata® version 14 (StataCorp LP, College Station,
TX, USA). The significance level was set at 5% for all hypothesis tests.

The Hardy-Weinberg balance was assessed by the chi-square test, checking the
balance in the genotypic frequencies of the F70, MC4R and MTMR9 genes.

RESULTS

Mean + SD age of participants was 8.5 + 0.5 years; 55.4% were girls, and 31.8%
were overweight/obese. Mean + SD of inflammatory diet index was 0.6 £ 0.9, and the
prevalence of the polymorphism of genes F70O, MC4R, and MTMR9 were 17.5%, 4.8%
and, 10.1%, respectively. Children with over one polymorphism were 2.4%. The C-DII
scores ranged from -2.16 (anti-inflammatory) to 2.70 (pro-inflammatory).

In multivariable analyses, the risk allele of the FTO gene and genetic scores
were positively associated with the C-DII. Compared with children without risk allele,
the other with TA/AA genotype was related to 0.27 (95% CI: 0.04, 0.49) unit higher in
C-DII. Children with > 1 genetic polymorphisms score had 0.27 (95% CI: 0.03, 0.51)
unit higher in C-DII than children without genetic polymorphism (Figure 1).

However, we did not find associations of the risk allele of the MC4R and

MTMRY genes with the C-DII in our children.

DISCUSSION

In this cross-sectional study with Brazilian children, we supported the
hypothesis that the F'7O gene and higher genetic score were positively associated with
C-DII. More attention should be given to evaluating polymorphism genetic, even at a
young age, to better understand the relation between genotype, inflammatory diet and
disease.

It is believed that the relationship between the risk allele in F70O and C-DII
occurs due to the association of the gene with changes in food preferences (Fischer et
al., 2009). Individuals with the F7O polymorphism had a greater preference for fat
intake (Daya et al.,, 2019), carbohydrates (Martins et al., 2018), total energy
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consumption (Ranzenhofer et al., 2019) and ultra-processed products (Martins et al.,
2018) when compared to those without polymorphism. It is known that all these foods
and nutrients can favor a pro-inflammatory diet (Veronese et al., 2018). Despite the lack
of studies evaluating an association between F'70 and C-DII, some studies demonstrate
a relationship between the gene and alteration of inflammatory markers (Timpson et al.,
2011) and shorter telomeres length, an important inflammatory marker (Zhou et al.,
2017) in adults.

On the other hand, if the gene can alter the intake of a nutrient, it was detected
that the composition of the diet affected the expression of the F7TO gene. Studies have
found that increased consumption of carbohydrates and proteins increased gene
expression (Doaei et al., 2019) and in individuals on a high-fat diet, there was an
association between the FTO gene and increased BMI (Sonestedt et al., 2009). This
result, found only in individuals with high fat consumption, would be justified by the
increased expression of the F7TO gene in fat cells (Nowacka-Woszuk et al., 2017).
Although it is not possible to extrapolate a causal relationship in our study, we highlight
the evidence that the type of gene is associated with the inflammatory diet and suggest
the need for further longitudinal studies to assess whether this diet can alter the
expression of the F70 gene.

Although we did not find an isolated association between the MC4R gene and
the C-DII, contrary to the study by Yarizadeh et al. (2021), who showed the interaction
of the gene with the pro-inflammatory diet, we found a positive association between the
genetic score and the C-DII. In another study, the BMI of individuals who
simultaneously presented the risk allele for the F70O and MC4R genes was higher than
the individuals who presented the risk allele for only one of them (Huang et al., 2011).
Still, a cohort study with French children found that the simultaneous presence of the
risk allele in the FTO and MC4R genes, increased the likelihood of developing
childhood obesity three times, when compared from homogeneous individuals, with no
risk allele for both genes (Cauchi et al., 2009). Although there are no studies in the
literature that evaluated the interaction of the polymorphism of three genes,
FTO, MC4R, and MTMR?Y, it is known that genetic scores are being characterized as a
useful tool since they increase the risk prediction; also, the only single variant genetics
worked in isolation, explains a small proportion of the risk variation. Therefore, it is
important to emphasize that we are formed by the interaction of several genes and not

by a single specific gene (Dudbridge et al., 2017). All of these results reinforce the
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importance of considering the relationship between the genotype of individuals and
food consumption, in the assessment of diseases.

Although the power of this study is> 80%, this work presents a limitation that
our sample was not representative and, we calculated the C-DII score with 16 of the
total 25 food parameters included in the C-DII definition. Nevertheless, our C-DII score
was similar to previous pediatric study (Navarro et al., 2019) and there are several
strengths to our study that should be considered. To our knowledge, this is the first
study conducted in a developing country to describe the association between
polymorphism genetic and C-DII in schoolchildren. Second, we adjusted the
confounding variables in the statistical analysis, including body fat, evaluated by dual-
energy X-ray absorptiometry, a gold standard method.

We concluded that risk allele of the 7O gene and higher genetic score were
positively associated with C-DII in Brazilian children. Given the link between genotype
and inflammatory diet, further clinical and longitudinal studies need to explore the
effect of these in children with cardiometabolic risk, in which inflammatory conditions

are associated, even at age under 10 years-old.
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Figure 1. Association of F7O gene and genetic score with the Children’s Dietary
Inflammatory Index (C-DII) in schoolchildren from Vigosa, Minas Gerais, Brazil, 2015.

Model adjusted by sex, age, screen time, per capita income, and % body fat.
TT: individuals without polymorphism; AT: heterozygous individuals with a risk allele; AA: individuals
with polymorphism in the FTO gene.
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7. CONCLUSOES GERAIS

Neste estudo foi identificado uma elevada prevaléncia de excesso de peso e de
perfil lipidico alterado no grupo infantil. A média do IID-I revelou o consumo
predominante de uma dieta pro-inflamatoria nas criangas, ¢ foi encontrada uma elevada
prevaléncia de polimorfismos dos genes F70O, MC4R ¢ MTMR?Y.

O alelo de risco do gene MTMR9 e o escore genético se associaram
positivamente ao maior risco aterogénico (menores valores de HDL-c e maiores valores
de CT/HDL-c, LDL-c/HDL-c, AC, LCI e AIP) nas criangas.

Quanto ao alelo de risco do gene F7TO e o escore genético, estes se associaram
positivamente ao consumo de uma dieta pré-inflamatoria.

A elevada prevaléncia de alteragdes cardiometabolicas encontrada neste estudo,
evidencia a importancia da prevencao, monitoramento e tratamento da obesidade ¢ do
perfil lipidico alterado na infancia. O consumo de uma dieta pré-inflamatoria, rica em
alimentos ultraprocessados e pobre em alimentos naturais e saudaveis, pode favorecer a
ocorréncia destes desfechos ndo saudaveis, corroborando com a necessidade de
prevencdo e monitoramento do elevado consumo de produtos industrializados pelo
publico infantil, por meio de atividades de educagdo alimentar e nutricional com as
criangas, incluindo as familias e as escolas. Ressalta-se a importancia da intervengao
nutricional como ag¢@o preventiva e de promoc¢ao da satde, uma vez que a alimentagdo
nao-saudéavel ¢ um fator de risco modificavel ndo s6 para desfechos ndo saudéaveis, mas
também para a presenca de polimorfismos genéticos na infancia (F70 e escore
genético).

Avaliar o perfil genético do individuo permite o estabelecimento de estratégias
individualizadas, por meio da identificacdo dos alvos terapéuticos. Neste estudo
demonstrou-se a relacdo gene-dieta-doenga, uma vez que o gendtipo do individuo se
relacionou ao consumo de uma dieta pro-inflamatéria e ao maior risco aterogénico.
Destaca-se a utilizagdo de marcadores do risco cardiometabolico ndo tradicionais para a
identificacdo do risco aterogénico e o ineditismo desse trabalho ao utilizar o IID-I, um

método ainda pouco explorado na literatura e validado para o publico infantil.
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8. ANEXOS

ANEXO A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UFV -
PASE

EEP 'ff':‘?”"f’if"l"”?"* UNIVERSIDADE FEDERAL DE Platoforma
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| eeverndade federal de Yo VIQOSA - UFV %M

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: VITAMINA D NA INFANCIA: INGESTAO, NIVEL SERICO E ASSOCIACAO COM
FATORES DE RISCO CARDIOVASCULARES

Pesquisador: Juliana Farias de Novaes

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 19532414.9.0000.5153

Instituicdo Proponente: Departamento de Nutricdo e Salde

Patrocinador Principal: MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 663.171
Data da Relatoria: 03/06/2014

Apresentacao do Projeto:

O presente protocolo foi enquadrado como pertencente a(s) seguinte(s) Area(s) Tematica(s): “Ciéncias da
Saude e Saude Coletiva / Saude Publica".

No documento intitulade “PB_PROJETO_DE_ PESQUISA_195324%20(1).pdf", item introducéo, |&-se: “A
1,25(0OH)2 D3 (vitamina D) € um horménio que regula o metabolismo do calcio e do fosforo. Sua principal
funcdo & manter os niveis de calcio e fosforo em um estado normal capaz de propiciar condicdes a maioria
das fungdes metabdlicas, entre elas a mineralizacdo 6ssea (HOLICK,2006). A vitamina D é essencial
durante a infancia porque esta envolvida no crescimento. Os niveisséricos normais de vitamina D
determinam a absorcéo de 30% de calcio da dieta e a sua deficiénciapode causar atraso no crescimento,
anormalidades 0sseas € aumento do risco de fraturas (BUENO&CZEPIELEWSKI, 2008). A sintese cutdnea
da vitamina D, a partir da exposicao solar, € a principal fonte para osindividuos, além desta

vitamina também ser obtida pela alimentac&o e uso de suplementos.Entretanto, a sintese cutdnea pode
variar de acordo com a época do ano,pigmentacdo da pele, idade e uso de filtros solares (HOLICK,
2007)Supde-se que uma alimentacéo saudavel seja suficiente para fornecer niveis adequados devitamina
D, entretanto, nem sempre isto ocorre. Existem alguns alimentos fontes de vitamina D tais como gema de
ovo, figado, manteiga e leite que podem ser menos consumidos em
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funcdo do teor aumentado de colesterol. Oleos de peixe também s&o excelentes fontes de vitamina D
apesar de,muitas vezes, ndo serem consumidos em quantidades necessarias por populacgdes (CALVO
&WHITING,2006).A deficiéncia/insuficiéncia de vitamina D tem sido considerada um problema de saude
publica no mundo (BINKLEY et al., 2010). Apesar do Brasil ser um pais de clima tropical, niveis subclinicos
de vitamina

D tem sido encontrados na populacdo (PETERS et al., 2009; FOSS, 2009). Em estudos
brasileiros,realizados com adolescentes, foram encontradas prevaléncias de 60 e 70,6%de niveis séricos
insuficientes de vitamina D nos municipios de Sao Paulo (SP) e Juiz de Fora(MG), respectivamente
(PETERS et al.,2009; OLIVEIRA et al., 2013).3Um adequado nivel de vitamina D é essencial em todos os
estagios de vida e ha um consenso de que a concentracéo sérica de calciciol [25(OH)D] é o melhor
indicador desta vitamina(BINKLEY et al., 2010). Baixos niveis de calcidiol afetam diretamente a absorcao de
calcio e

a mineralizacado dssea. Além disso, estudos tém mostrado que a deficiéncia desta vitamina € um fator
associado ao desenvolvimento de doencas metabolicas e enddcrinas (FOSS, 2009; BORGES et al.,2011). A
vitamina D pode estar envolvida em varios processos tais como diferenciac&o e proliferacdo celular,
secrecdo hormonal (ex: insulina), sistema imune e diversas doenc¢as cronicas nao-transmissiveis tais como
obesidade, intolerancia a glicose, aumento da presséo arterial e dislipidemias (KELLY et al.,2011).Estudos
epidemiologicos recentes tém demonstrado que altos niveis séricos da 25-hidroxivitamina D (250HD )estéo
associados com menor pressao arterial média e com reducdo da prevaléncia de hipertensado (PARIKH et al.,
2005; SCRAGG et al., 2007). Por outro lado, a elevacdo na pressdo arterial esta associada com a gordura
visceral, assim como niveis séricos de vitamina D também se apresentam reduzidos em individuos com
maior quantidade de gordura corporal (SYME et al., 2008).A vitamina D pode afetar a resposta insulinica ao
estimulo da glicose direta ouindiretamente (ZEITZ et al., 2003). O efeito direto parece ser mediado pela
ligacdo da 1,25(0OH)2D3 ao receptor da vitamina D da célula-. Além disso, a ativacdo da vitamina D pode
ocorrerdentro das células- pela enzima 1-hidroxilase, expressa nessas células (BLAND et al.,2004). O efeito
indireto € mediado pelo fluxo de calcio intra e extracelular nas células-. O aumento na 1,25(0OH)2D3 e no
PTH induz maior influxo de calcio para o interior das células. Como a secrecéo de insulina € um processo
calcio-dependente mediado pela 1,25(0H2)D3 e pelo PTH, o aumento nas concentracdes destes, devido a
insuficiéncia de 25(OH)D, pode reduzir a capacidade secretora dessas células (ZEITZ et al., 2003; ). Além

disso, a deficiéncia de 25(0OH)D parece dificultar acapacidade das células- na conversao da pré-insulina a
insulina (AYESHA et al., 2001). Em resumo, os efeitos da vitamina D no diabetes
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evidenciam que a deficiéncia de 25(OH)D altera asintese e secrecdo de insulina, tanto em modelos animais
como em humanos (SCHUCH et al.,2009).0 marcante numero de publicacdes que identificam uma
inadequacio na concentracéo sérica de vitamina D em todo o mundo tem despertado o interesse de
pesquisadores de avaliar a relacdo desta vitamina com doencas metabdlicas (PETERLICK & CROSS,2005).
Entretanto, esses estudos foram realizados principalmente com adultos e idosos e, até o momento, ndo ha
pesquisas avaliando vitaminaD sérica em crian¢as no Brasil. Como estudos epidemiolégicos tém constatado
aumento da prevaléncia de obesidade e de comorbidades associadas na infancia (WANG et al., 2002;
CANDIDO et al., 2009),0 objetivo deste estudo & avaliar a ingestdo e nivel sérico de vitamina D entre
criancas, e suas associacdes com fatores de risco cardiovasculares.

Objetivo da Pesquisa:

De acordo com o documento intitulado “PB_PROJETO_DE_ PESQUISA_195324%20(1).pdf", o objetivo do
projeto &: “Avaliar a ingestdo e nivel sérico de vitamina D e suas associacdes com fatores de risco
cardiovasculares na infancia.”

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Os pesquisadores indicam no documento intitulado “PB_PROJETO_DE_PESQUISA_195324%20(1).pdf", os
seguintes Riscos: “A participag¢do das criangcas ndo envolve nenhum risco potencial a saude. Entretanto
podera ocorrer desconforto ou incdmodo na coleta de sangue e na afericdo das medidas antropométricas
durante avaliacdo nutricional. Como medida preventiva, a coleta de sangue sera realizada por enfermeiros
devidamente treinados com materiais descartaveis, sem risco de contaminacgdo. A avaliac@o nutricional sera
realizada em salas agradaveis e com privacidade para minimizacao de possiveis constrangimentos, sendo
todas as medidas antropométricas indolores.” e os seguintes beneficios: “Os resultados de ingestéo e niveis
séricos de vitamina D e suas associacfes com fatores de risco cardiovasculares na infancia serio
apresentados para a Prefeitura Municipal de Vigosa com o objetivo de subsidiar as politicas publicas de
saude, bem como os programas de atencdo a saude de criancas, de forma a aprimorar a pratica dos
profissionais envolvidos na area de saude publica,especialmente aqueles do municipio de Vicosa e
microrregido. O objetivo & estabelecer uma relacdo de dialogo entre pesquisadores e sociedade,
fortalecendo a integracdo ensino-pesquisa

-servico,fundamentados nas propostas do SUS através da qualificacdo dos profissionais & dos servicos
prestados, com beneficio direto a populacéo e com alcance social local e regional .Este projeto proporcionara
atendimentos nutricionais individuais com as criancas visando a reeducacéo alimentar e alteraco do estilo
de vida, quando necessario. Esta orientacdo nutricional sera

Endereco: Universidade Federal de Vigcosa, predio Arthur Bernardes, piso inferior

Bairro: campus Vicosa CEP: 36.570-000
UF: MG Municipio: VICOSA
Telefone: (31)3599-2492 Fax: (31)3899-2492 E-mail: cep@ufv.br

Pagina 03 de 04



104

EEP ek UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
(ol Seves Humanin aril
| eavernidade hederal de vipa VICOSA -UFV

Continuacdo do Parecer: 663.171

importante para promocéo da alimentacdo saudavel e do

estilo de vida ativo, prevenindo assim,os fatores de risco cardiovasculares na vida atual e futura.”.

Os beneficios apresentados pelos pesquisadores sobrepdem os riscos informados, sendo estes
considerados minimos.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
O projeto apresentado atendeu as exigéncias referentes aos aspectos éticos que envolvem as pesquisas
com seres humanos.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
Os termos de apresentac&o obrigatéria foram apresentados.

Recomendacoes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgodes:

Projeto aprovado.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Consideracgoes Finais a critério do CEP:

Ao término da pesquisa € necessaria a apresentacéo do Relatdrio Final e apds a aprovacéo desse, deve ser
encaminhado o Comunicado de Término dos Estudos.

Projeto analisado durante a 32 reunido de 2014.

VICOSA, 27 de Maio de 2014

Assinado por:
Patricia Aurélia Del Nero
(Coordenador)
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Associagdo do padrao alimentar com alteragdes metabdlicas e de composicao corporal
em criangas de 4 a 7 anos de idade

Pesquisador: Sylvia do Carmo Castro Franceschini

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 37866814.3.0000.5153

Instituicao Proponente: Departamento de Nutricao e Saude

Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE MINAS GERAIS

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 892.476
Data da Relatoria: 09/12/2014

Apresentacao do Projeto:

O projeto trata-se de um estudo epidemiolégico observacional do tipo transversal, tendo como unidade de
estudo o individuo. Serdo avaliadas criangas com idades entre 4 e 7 anos que foram acompanhadas pelo
Programa de Apoio a Lactagdo (PROLAC) nos primeiros meses de vida. Para avaliagdo dos fatores de risco
cardiometabdlicos nas criangas serao realizadas as seguintes avaliagoes: aplicagcao de questionarios,
realizacdo de exames bioquimicos, avaliagdo antropométrica e de composicao corporal (incluindo a
utilizagao do DEXA). As criancas serdo submetidas as avaliagoes citadas em um Unico momento. Todas as
criangas receberao retorno das avaliagdes realizadas, através de atendimento nutricional individualizado.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar a associagao entre o padrao alimentar e as alteragoes metabélicas e de composi¢cao corporal em
criangas de 4 a 7 anos de idade do municipio de Vigosa, Minas Gerais.

Objetivo Secundario:

-Determinar o padrao alimentar da populacao estudada;

-Caracterizar a populacao estudada quanto aos parametros antropométricos, de composicao e

Endereco: Universidade Federal de Vigosa, Edificio Arthur Bernardes, piso inferior

Bairro: Campus Universitario CEP: 36.570-900
UF: MG Municipio: VICOSA
Telefone: (31)3899-2492 Fax: (31)3899-2492 E-mail: cep@ufv.br
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distribuicao da gordura corporal, habitos alimentares, estilo de vida e parametros clinicos e metabdlicos;
-Verificar a associacao independente entre padrdo alimentar e alteragdes metabdlicas, no estado
nutricional,composicao corporal e pressao arterial da populagao estudada;

-ldentificar os melhores pontos de corte para perimetro da cintura e percentual de gordura corporal na
predicao do risco para alteragbes metabdlicas na populacao estudada.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Segundo os pesquisadores os riscos sdo minimos, sendo relacionados ao desconforto do responsavel pela
criangca durante a aplicagao dos questionarios, mas que sera minimizado pelo pesquisador, que fara a
entrevista em local reservado e em curto tempo. Além disso, o desconforto do a crianga durante a realizagao
das medidas corporais e coleta de sangue sera minimizado pelo pesquisador, que obtera as

medidas em local fechado e adequado, de forma individual, respeitando a vontade da crianga e utilizando as
técnicas adequadas. Durante a coleta de sangue serdo tomadas medidas de prevengéo para garantir a
seguranca e saude dos participantes. Para tanto, a coleta de sangue serd realizada por profissional técnico
treinado do Laboratério de Analises Clinicas da UFV e serao utilizados materiais descartaveis e estéreis.
Os beneficios incluem o conhecimento sobre o estado nutricional e de saude da crianga, a avaliagao da
alimentacao,orientagdes nutricionais e acompanhamento do estado nutricional da crianga.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa é de grande relevancia, pois visa fazer a avaliagao do estado nutricional e de saude de criancas
que, ao nascer, participaram de um programa destinado aos cuidados nutricionais e estimulo a
amamentagdo realizado no municipio de Vigosa, junto a UFV.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatodria:
Os termos de apresentagao obrigatéria foram apresentados.

Recomendacoées:

Quando da coleta de dados, o TCLE deve ser elaborado em duas vias, rubricadas em todas as suas
paginas e assinadas, ao seu término, pelo convidado a participar da pesquisa, ou por ser representante
legal, assim como pelo pesquisador responsavel, ou pela(s) pessoa(s) por ele delegada(s), devendo as
paginas de assinaturas estar na mesma folha.

Endereco: Universidade Federal de Vigosa, Edificio Arthur Bernardes, piso inferior
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Né&o é necessario apresentar os TCLEs assinados ao CEP/UFV. Uma via deve ser mantida em arquivo pelo
pesquisador e a outra é do participante da pesquisa.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacées:

Aprovado

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

N&o

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Ao término da pesquisa é necessaria a apresentacéo do Relatério Final, via notificacéo, e apds a aprovagdo
desse, deve ser encaminhado o Comunicado de Término dos Estudos, via notificacao.

Projeto analisado durante a 102 reunido de 2014, realizada nos dias 12 e 14 de novembro de 2014.

VICOSA, 01 de Dezembro de 2014

Assinado por:

Neuza Maria da Silva
(Coordenador)

Enderego: Universidade Federal de Vigosa, Edificio Arthur Bernardes, piso inferior
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ANEXO C — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UFV —
Projeto Polimorfismo.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Determinantes genéticos, ambientais e consumo alimentar de desfechos de peso e
composigao corporal em duas coortes de criangas desde o nascimento até 7 anos.

Pesquisador: Sylvia do Carmo Castro Franceschini

Area Tematica:

Versao: 5

CAAE: 37866814.3.0000.5153

Instituicao Proponente: Departamento de Nutricao e Saude

Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE MINAS GERAIS

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.832.590

Apresentacao do Projeto:

EMENDA: Deseja-se ampliar a faixa etario do estudo para criangas e adolescentes de 4 a 14 anos. Houve
um aumento consideravel da prevaléncia de obesidade na adolescéncia, portanto, também torna-se
importante a identificacdo de polimorfismos genéticos nesse grupo etério. A identificagcdo de polimorfismos
associados a obesidade pode auxiliar no tratamento e na prevencdo da obesidade.

Objetivo da Pesquisa:

Investigar a influencia do ambiente (fisico e social), padrao alimentar e polimorfismos (rs 9939609 do gene
FTO e rs 17782313 proximo ao gene MC4R) sobre risco de desfechos nutricionais (ganho de peso, de
composicédo corporal e de crescimento rapido) e suas interagdes em duas coortes de criangas.

Avaliacado dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Os riscos envolvidos no estudo sdo minimos, visto que a coleta do swab é um procedimento rapido
e indolor. Ressalta-se ainda que tais riscos serdo minimizados pelo pesquisador, que obterd a amostra em
local fechado e adequado, de forma individual, respeitando a vontade da crianca e utilizado as técnicas
adequadas.

Endereco: Universidade Federal de Vigosa, Avenida PH Rolfs s/n, Edificio Arthur Bernardes
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Beneficios: Os beneficios do estudo consistem em permitir a associagdo entre os fatores genéticos,
alimentares e ambientais sobre a salde das criangas. Os resultados deste estudo também permitirdo inferir
sobre as mudancgas necessarias na atencado prestada pelo referido municipio, vistos as consequéncias
imediatas e futuras sobre a saude dos individuos. Ao final do estudo, a equipe apresentara os resultados da
pesquisa para os gestores municipais de salde e para os responsaveis pelas equipes das unidades basicas
de saude.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
Estudo de alta relevancia uma vez que podera auxiliar no tratamento e na prevengao da obesidade infantil.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
Apresentados conforme exigéncias da Resolugao 466/2012 do Conselho
Nacional de Saude.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Aprovado.

Consideracoées Finais a critério do CEP:

Emenda aprovada nos termos expostos pelo pesquisador.

Ao término da pesquisa € necessario apresentar, via notificagao, o Relatorio Final (modelo disponivel no site
www.cep.ufv.br). Apds ser emitido o Parecer Consubstanciado de aprovagdo do Relatério Final, deve ser
encaminhado, via notificagdo, o Comunicado de Término dos Estudos para o encerramento de todo o
protocolo na Plataforma Brasil.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_118289| 19/07/2018 Aceito
do Projeto 4 E2.pdf 15:34:22
TCLE / Termos de | Termo_Consentimento.pdf 20/06/2018 | Sylvia do Carmo Aceito
Assentimento / 19:33:43 |Castro Franceschini
Justificativa de
Auséncia
Parecer Anterior CARTA_RESPOSTAS_PENDENCIAS.p| 20/06/2018 |Sylvia do Carmo Aceito

df 19:27:02 | Castro Franceschini

Endereco: Universidade Federal de Vigosa, Avenida PH Rolfs s/n, Edificio Arthur Bernardes
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Declaragéao de Declaracao_infraestrutura.pdf 20/06/2018 | Sylvia do Carmo Aceito

Instituicao e 19:22:54 | Castro Franceschini

Infraestrutura

Folha de Rosto folha_de_rosto.pdf 20/06/2018 |Sylvia do Carmo Aceito
19:17:27 | Castro Franceschini

Orgamento Orcamento.pdf 29/08/2017 |Sylvia do Carmo Aceito
23:42:20 | Castro Franceschini

Declaracao de Pesquisador.pdf 29/08/2017 | Sylvia do Carmo Aceito

Pesquisadores 23:42:06 | Castro Franceschini

Projeto Detalhado / | Projeto.pdf 29/08/2017 | Sylvia do Carmo Aceito

Brochura 23:41:49 | Castro Franceschini

Investigador

Declaragao de Infraestrutura.pdf 29/08/2017 | Sylvia do Carmo Aceito

Instituicao e 23:41:23 | Castro Franceschini

Infraestrutura

Declaragéo de Material.pdf 29/08/2017 |Sylvia do Carmo Aceito

Manuseio Material 23:41:08 | Castro Franceschini

Biolégico /

Biorepositorio /

Biobanco

Cronograma Cronograma.pdf 29/08/2017 | Sylvia do Carmo Aceito
23:38:00 [Castro Franceschini

Outros Carta resposta.pdf 19/11/2014 Aceito
09:00:52

Projeto Detalhado / |Projeto de pesquisa.pdf 24/10/2014 Aceito

Brochura 13:23:05

Investigador

Outros Declaracao Divisao de Saude.pdf 22/10/2014 Aceito
16:10:30

Projeto Detalhado / |Projeto de pesquisa.pdf 15/10/2014 Aceito

Brochura 09:59:20

Investigador

Qutros Oficio_encaminhamento.pdf 15/10/2014 Aceito
09:48:14

Declaragao de Autorizacao uso banco de dados.pdf 15/10/2014 Aceito

Instituicéo e 09:47:20

Infraestrutura

Outros Roteiro de entrevistas.pdf 15/10/2014 Aceito
09:34:57

Outros Questionarios.pdf 15/10/2014 Aceito
09:22:13

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Endereco:

Bairro: Campus Universitario
Municipio:
(31)3899-2492

UF: MG
Telefone:

VICOSA

E-mail:

Universidade Federal de Vigosa, Avenida PH Rolfs s/n, Edificio Arthur Bernardes
CEP: 36.570-900

cep@ufv.br
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Continuagao do Parecer: 2.832.590
Nao

VICOSA, 21 de Agosto de 2018

Assinado por:
Maria da Conceicao Aparecida Pereira Zolnier
(Coordenador)
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