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Resumo

A medida que a expectativa de vida das pessoas aumenta, a populacdo idosa
demanda atencdo e cuidados para manté-la saudavel e autbnoma. Dentre as
alteracdes que ocorrem com o0 processo de envelhecimento, o indice de massa
apendicular (IMMA) é o que diminui de forma mais acentuada e esta associado as
caracteristicas antropométricas, desempenho muscular e autonomia de movimento da
pessoa idosa. O background genético influencia nestes aspectos, especialmente com
relacdo a funcao e performance do masculo. Por esta razdo, nosso objetivo foi avaliar
biomarcadores genéticos associados ao IMMA, calculado pela soma da massa
muscular de bracos e pernas, a partir da bioimpedancia elétrica em participantes do
estudo de seguimento do EPISONO, realizado em 2015. O EPISONO € um estudo de
coorte longitudinal realizado na cidade de Sao Paulo, no qual avaliamos, dados de
714 participantes — reconvocados a partir de uma amostra representativa avaliada em
2007 — sem restricdo de sexo e idade; e utilizamos o IMMA como variavel linear de
desfecho. Apés ajustar os dados para idade e sexo, encontramos 12 polimorfismos
de nucleotideo Unico (SNP) significativamente associados ao indice de massa
muscular apendicular. Entre eles, rs9928094 e rs9930333, ambos localizados no gene
FTO (alpha-ketoglutarate-dependent-dioxygenase) relacionado a obesidade e ganho
de gordura e o rs16839632, localizado no gene FMN2 (formin2), responsavel pela
organizacao da actina no citoesqueleto e polaridade celular. Esses SNPs merecem
atencéo, pois suas fungdes influenciam diretamente no arranjo e fungdo do musculo
no nivel celular. A avaliacdo da perda de massa muscular pode ser usada para estimar
o risco de desenvolvimento da sarcopenia e a avaliagdo de biomarcadores,
combinada com medidas antropométricas, pode trazer nova compreensao das

condicBes dos pacientes e permitir um diagndéstico precoce e melhor prognaostico.

Palavras-chaves: indice de massa muscular apendicular, biomarcadores genéticos,

envelhecimento, polimorfismo, perda de massa muscular.
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Abstract

As life expectancy increases, the elderly population demands attention and care to
keep itself healthy and autonomous. More studies on this issue are necessary. Among
the changes that occur with the aging process, the appendicular mass index (ALMI) is
the one that decreases more markedly. The ALMI is calculated by the sum of arm and
leg muscle mass, from electrical bioimpedance. Importantly, the ALMI is associated
with anthropometric characteristics, muscle performance, and motor and activity
autonomy in the elderly. The genetic background influences these aspects, especially
with respect to muscle function and performance. For this reason, our aim was to
evaluate genetic biomarkers associated with ALMI, in participants of the EPISONO
follow-up study conducted in 2015. EPISONO is a longitudinal cohort study, in which
we cross-sectionally evaluated data from 714 participants and ALMI was used as a
linear outcome variable. After adjusting for age and sex, we found 12 single nucleotide
polymorphisms (SNPs) significantly associated with loss of appendicular muscle mass.
These included rs9928094 and rs9930333, both located in the FTO (alpha-
ketoglutarate dependent dioxygenase) gene related to obesity and fat gain and
rs16839632, located in the FMN2 (formin2) gene, responsible for the arrangement of
actin in the cytoskeleton and cell polarity. These SNPs deserve special attention,
because their functions directly influence the constitution and function of muscle at the
cellular level. The assessment of muscle mass loss can be used to estimate the risk of
developing sarcopenia. In addition, the evaluation of biomarkers, combined with
anthropometric measurements, can bring better understanding of the patients'

conditions, prevent complications in muscle performance, and allow a better prognosis.

Keywords: appendicular muscle mass index; genetic biomarkers; elderly;

polymorphism, muscle loss
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1.1 Envelhecimento

Em todo o mundo observa-se a tendéncia de um aumento na expectativa de
vida e, consequentemente, envelhecimento da populacdo. A Organizacdo Mundial da
Saude estima que a populacéo acima de 60 anos seja de dois bilhdes de pessoas até
2050 —um aumento de 3,3% por ano (OMS, 2015). O IBGE prevé que, em 2050, cerca
de 30% da populacédo brasileira terd mais de 60 anos (IBGE, 2016). Concomitante ao
aumento na expectativa de vida da populagdo, surgem doencas associadas ao
processo de envelhecimento, bem como alteracdes na composi¢cao corporal e
diminuicéo da funcédo e desempenho neuromuscular que influenciam na qualidade de
vida e independéncia da pessoa idosa (de Santana et al, 2019).

O envelhecimento é um processo multifatorial caracterizado por mudancas
graduais e continuas na estrutura e fungdo de um organismo que ocorre como
resultado da passagem do tempo. Na década de 1990, mais de 300 teorias sobre
envelhecimento foram reunidas por Medvedev (Medvedev, 1990). Para esse estudo,
consideramos envelhecimento como o declinio funcional e progressivo do individuo,
gue pode ser lento, intermediario ou rapido, dependendo do estilo de vida e da carga
genética de cada individuo (Batsis & Villareal, 2018; Arumugam, 2015; Labat-Robert
& Ladislas, 2015).

O processo de envelhecimento humano é o resultado da interacdo de fatores
ambientais, de variantes genéticas e de alteracdes fisioldgicas que ocorrem nao
apenas em nivel celular e molecular, mas também em tecidos e sistemas de 6rgaos
(Yin & Chen, 2005).

N&o € recente o conhecimento de que o processo de envelhecimento é
associado a doencas metabdlicas, seja devido a ligagdo molecular cruzada (Bjorksten,

1968), danos induzidos por radicais livres (Harman, 1981, 1993), que culminam com



mudancas nas fungdes imunologicas (Effros, 2005). Além disso, o encurtamento de
teldbmeros (Kruk et al, 1995; Cawthon et al, 2003), a presenca de genes de
senescéncia e 0 acumulo de gordura na regiéo visceral séo fatores que aceleram o
aparecimento de doencas cardiovasculares, uma vez que estimulam processos

inflamatorios e estimula maior risco de morbidade nesta populacéo (Shao et al, 2017).

1.2 Alteragbes da composicéo corporal com o envelhecimento

As progressivas alteragcbes na composi¢do corporal ao longo da vida sao
impactadas por diversos fatores, como idade, sexo, dieta, aspectos genéticos e
regularidade (ou ndo) de atividades fisicas.

O musculo esquelético é um dos principais integrantes da composi¢ao corporal,
assim como a gordura e a massa 0ssea. Estes trés componentes, em conjunto, sédo
essenciais para a fisiologia e o metabolismo (Crescenzo et al, 2015).

Durante o envelhecimento hd um desvio dos valores normais desses tecidos.
Em individuos acima dos 70 anos, a quantidade de massa muscular € 20% menor,
em média, em relacdo aos individuos com 20 anos (Mitchell et al, 2012). Essa reducgéo
tem relacdo direta com a perda de forca muscular, diminuindo a autonomia dos
movimentos da pessoa idosa. A reducdo na quantidade de musculo contribui,
também, para a diminui¢cdo da resisténcia da massa 0ssea.

A perda de massa muscular acelera ao final da quinta década, quando
aproximadamente 10% da massa muscular total é perdida; aos 80 anos a perda da
massa muscular é de 40% (Doherty, 2003). Em pessoas sedentarias, a forca muscular
diminui de 1% a 3% a cada ano apos a terceira década de vida e tessa axa de

diminuicdo pode ser maior apdés oito décadas de vida (Patel et al, 2013).



Para a musculatura esquelética, sua qualidade e adaptabilidade sé&o
fundamentais, ja que melhoram o desempenho muscular, mantendo a funcéo
metabolica e dando suporte a longevidade e a saude. O musculo esquelético € um
tecido programavel, capaz de lembrar de estimulos metabdlicos do inicio da vida, o
gue afeta sua funcado na vida adulta. Esse é o mecanismo conhecido por epimemoéria
(Sharples et al, 2016).

Com a diminuicdo de movimentacao e atividade fisica, a populacdo idosa esta
mais sujeita a perda funcional do musculo, fragilidade articular, aumento do nimero
de quedas e, em ultimo ponto, a reducdo da expectativa de vida (Johnston et al, 2008,
Patel et al, 2013). O aumento progressivo de gordura e a diminuicdo de massa
muscular corroboram com a perda de for¢ca muscular, que ocorre mesmo em idosos
assintomaticos saudaveis (de Santana et al, 2019).

Além das alteracdes na musculatura, uma nova distribuicdo de gordura ocorre
com o avancgo idade, que passa a se acumular na regido visceral e estimula mais os
processos inflamatdérios. O tecido gorduroso em excesso, ao redor de 0rgdos vitais, &
um fator de risco cada vez mais sério para doencas cardiovasculares e diabetes (Kim
et al, 2014).

Nos Estados Unidos da América (EUA) e Australia as quedas representam o
principal fator de alto custo para o sistema de saude (Corso et al, 2006), sendo a
segunda maior causa de 6nus econémico, chegando a US$ 31 bilhdes em 2015 nos
EUA (Burns et al, 2016). A porcentagem de queda em idosos varia entre 0s paises:
20% no Canada, 35% no Chile, 28% no Reino Unido e 19% na Irlanda. No Brasil, a
prevaléncia de quedas varia de 10% a 35% dependendo da populacdo estudada

(Siqueira et al, 2011).



No Estudo Longitudinal da Saude dos ldosos Brasileiros (ELSI) realizado entre
2015 e 2016 com dados de idosos acima de 50 anos, moradores de 70 municipios
urbanos, a prevaléncia de quedas foi de 25,1%, das quais 1,8% resultaram em fratura
de quadril ou fémur e 31,8% realizaram cirurgia para colocacdo de prétese.
Considerando que 75,3% dos idosos brasileiros usam exclusivamente Sistema Unico
de Saude (SUS), temos mais de 11 milhdes de usuarios idosos com risco de queda
no sistema publico brasileiro (Pimentel et al, 2018).

O custo de vida mensal aumenta com o avanco da idade e tem impacto direto
na saude da pessoa idosa. Como a inflacdo de medicamentos e servicos de saude é
mais que o dobro da inflacdo financeira (Pastl, 2019) essa populagdo tem mais
dificuldade de manter a qualidade de vida e evitar comorbidades. Sendo assim, a taxa
de hospitalizacao de pessoas acima de 60 anos € 30% mais cara quando comparada
com a populacédo de 20 a 59 anos (Eeles, et al, 2017 Heemann & Hermsdorf, 2017).

O impacto financeiro no SUS é evidente e exige que pelo menos R$ 100 bilhdes
sejam investidos nos proximos 10 anos para adequar o sistema ao aumento da
populacao idosa, que hoje € de 28 milhdes de homens e mulheres com mais de 60
anos e, em 2050, pode chegar a 55 milhdes (IBGE, 2018).

A preservacao da qualidade de vida da populacdo idosa que estd em ascensao,
reflete em sua independéncia; um idoso saudavel é mais ativo, tem menos risco de

gueda e mantém-se independente por mais tempo (Heinrich et al, 2010).

1.3 Individualidade gendmica em estudos populacionais

A individualidade gendmica humana pode ser estudada pelo fendtipo,

entretanto, € mais bem caracterizada no nivel do gendétipo, através do estudo de



variacdes genéticas — os polimorfismos — que existem em nosso DNA (Cavalli-Sforza,
1998; Schlotterer, 2004).
A ancestralidade genética tem se mostrado um fator de influéncia que deve ser

avaliado em estudos de associacdo genética (Seldin et al, 2008) e estudos
epigenéticos (Giuliani et al, 2016; Carja et al, 2017). Com as crescentes descobertas

de variacdes genéticas, cada vez mais os marcadores de informagdo de
ancestralidade genética sdo identificados para rastrear a origem de individuos (Tian
et al, 2008, Norris et al, 2018). Os objetivos tém sido aplicados em varios campos de
estudos, desde genética populacional, medicina genética (loannidis et al, 2004),
avaliacao de efeitos farmacoldgicos populacionais e até estudos farmacoepigenéticos,
devido ao seu valor em precisédo sobre a saude da populacao (Yang et al, 2021).

O Brasil € um pais com elevada miscigenagdo genética e cultural. No século
16, com o inicio da colonizacdo portuguesa, cerca de 2,4 milhdes de indigenas
habitavam o pais. Somado a isso, 4 milhdes de escravos de varias etnias foram
trazidos da Africa. As migracdes europeias e asiaticas ocorreram ao longo dos séculos
18 e 19 e a mistura dessas populacdes deu origem aos brasileiros contemporaneos,
sendo considerados uma das populagbes mais heterogéneas do planeta (Parra et al,
2003).

Isso permite que muitas etnias sejam encontradas nesse territério. As areas
urbanas apresentam uma populagdo especialmente miscigenada uma vez que
recebem turistas, imigrantes e refugiados com mais frequéncia quando comparada
com outras areas.

Pelo fato de as frequéncias alélicas em uma populagéo variarem com o tempo
e 0 espaco, a observacao dessas variacdes é importante de uma geragcao para outra

e nas varias regides geograficas. Como a maioria dos estudos genéticos tem sido feita



em populacdes de ancestralidade europeia, a patogenicidade de variantes raras é
mais dificil de avaliar em pessoas de ancestralidade predominantemente ndo europeia
(Jorde & Bamshad, 2020).

Pena e colaboradores (2005) apontam que o uso da cor da pele como etnia
autorelatada é um mau preditor de ancestralidade genémica no Brasil. Além disso, De
Souza e colaboradores (2019), mostram que as propor¢oes de ascendéncia gendmica
europeia, africana e amerindia no Brasil sdo de 68,1%, 19,6% e 11,6%,
respectivamente, enquanto Pereira e colaboradores (2021), mostraram que nos
estados da regido amazobnica, estas propor¢des sao de 52,6%, 19,8% e 27,7%,
revelando que a regido amazodnica tem uma evidente influéncia da ascendéncia
gendmica amerindia, semelhante ao que foi observado no presente estudo.

A cidade de S&o Paulo é a maior cidade do hemisfério sul do globo e 99% de
sua populacado esta concentrada na regido urbana. A idade média da populacéo esta
em torno de 30 anos, com distribuicdo equilibrada entre homens (47%) e mulheres
(53%) e apresenta grande desigualdade social e de distribuicdo de renda; na qual a
média de renda mensal é de quatro salarios minimos, porém 31% da populacdo tem
uma renda muito baixa de até %2 salario minimo por més (Santos-Silva et al, 2009).

Os dados avaliados neste estudo sé&o provenientes do EPISONO, um projeto
de pesquisa realizado a cada década com objetivo de avaliar a qualidade de sono da
populacdo de S&o Paulo. Por se tratar de um estudo com amostra representativa dos
habitantes da cidade, a selec¢é&o foi feita por técnica de amostragem probabilistica em
conglomerados de trés estagios (Santos-Silva et al, 2009): no primeiro estagio, foi feita
uma selegéo em 96 distritos das quatro regides socioeconémicas da cidade conforme
classificacdo pelo censo do IBGE de 2008 - essa etapa assegurou a

representatividade dos diferentes niveis de poder aquisitivo da populagdo - no



segundo estagio, foram selecionados 11 domicilios em cada setor por escolha
aleatoria da primeira casa e, subsequentemente, pulando um nimero e no ultimo
estagio todos os moradores elegiveis de cada domicilio escolhido foram classificados
do mais jovem ao mais velho. Cada participante foi selecionado a partir da média dos

96 distritos selecionados.

1.4 Fatores genético associados ao envelhecimento

Além da influéncia da idade e do sexo nas vias metabdlicas, fatores genéticos
também estdo diretamente relacionados ao sistema muscular (Smith & Muscat, 2005.
Os estudos de associagéo em larga escala (genome wide association studies - GWAS)
sdo usados para encontrar as melhores relacdes entre gendtipo e fenétipo. O GWAS
€ uma analise observacional que permite verificar se alguma variante — em geral
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPSs) - esta associada a um dado fenétipo (Chen

et al, 2014).

Houweling e colaboradores (2018) mostraram que o genoétipo RR do gene alfa-
actina 3 (ACTN3) tem uma associacao positiva com a forca muscular em adultos.
Urano & Inoue (2015) relacionaram fendtipos com pouca massa muscular e aumento
da gordura corporal a SNPs do receptor do horménio liberador de tireotropina e ao
gene PRDM16 (gene PR/SET domain 16), que controla a diferenciagédo de tecido
adiposo marrom e branco e o metabolismo do musculo. Outros quatro estudos
encontraram SNPs associados a diminuicdo de massa muscular nos genes:
thyrotropin releasing hormone receptor (TRHR) (Liu et al, 2009), gremlin 1 (GREM1)
(Hai et al, 2012), glycine-N-acyltransferase (GLYAT) (Guo et al, 2013), GTPase, IMAP
family member 1 (GIMAP 1) e o pseudogene serine hydrolase like (SERHL) (Ran et

al, 2014).



Estudo realizado com mais de dois mil chineses centendrios apontou um anico
polimorfismo no nucleotideo rs2069937, da interleucina 6, como a variante genética
mais significativa correlacionada a longevidade (Zeng et al, 2016) e a sarcopenia

(Scheinecker et al, 2009).

As alteracbes na composicdo corporal de idosos levam ao aumento da
prevaléncia de obesidade nessa populacdo. O gene associado a obesidade FTO
(alpha-ketoglutarate dependent dioxygenase) tem pelo menos 75 sitios de
susceptibilidade para o desenvolvimento desta condicdo. Os SNPs do gene solute
carrier family 25 member 24 (SLC25A24) também estéo relacionados ao indice de

massa corporal (Urano & Inoue, 2015).

Estudos genéticos demonstram que SNPs associados a diminuicdo da massa
muscular parecem estar envolvidos na regulacdo do metabolismo do musculo.

A sarcopenia foi definida, pela primeira vez em 1997, por Rosenberg, como a
perda de massa muscular que tem como consequéncias diretas os declinios da forca
e da funcdo muscular devido as alteracdes na composi¢do corporal relacionada a
idade (Rosenberg, 1997, 2002), em que a diminuicdo da massa magra possui um forte
componente genético, com herdabilidade que pode variar em mais de 50% (Nguyen
et al, 1998; Hsu et al, 2005).

O diagnéstico da sarcopenia € exclusivamente clinico e realizado na seguinte
ordenacao, logo apos suspeita clinica:

1. medida de preensdo palmar com um dinamémetro para avaliar forgca

2. indice de massa muscular esquelética por biocimpedéancia elétrica como
parametro morfolégico

3. teste de velocidade de marcha ou de "sentar e levantar® como avaliacdo de

performance muscular



Esse tipo de avaliagdo permite diagnosticar o paciente quando a condicdo de
sarcopenia ja esta instalada, e de forma tardia, restando, portanto, a classificacéo
desta condi¢cdo como leve, moderada ou grave (Cruz-Jentoft et al, 2019, Frisoli et al,
2011).

A proposta de avaliar um dos componentes da sarcopenia (alteragdo nos
valores de massa muscular apendicular) em uma amostra da populagéo brasileira,
gue notadamente possui antecedentes genéticos distintos das populagdes avaliadas
em estudos anteriores, pode auxiliar no entendimento da origem da condigéo
sarcopénica e contribuir para prevencdo e prognostico desta condicdo em nossa

populacéo.

1.5 Fatores associados a doencgas no envelhecimento

O processo de inflamacgéo associado a idade - denominado de inflammaging -
foi proposto em 2000 por Franceschi e colaboradores, como um processo inflamatorio
crbnico (constante) e de baixo nivel. Os hormdnios produzidos durante o
envelhecimento contribuem para a diminuicdo da massa magra muscular, iniciando
com a diminuicdo de massa muscular e progredindo para a diminuicdo de forca
muscular (diapenia) e, em ultimo estagio, levando a sarcopenia (Abellan van kan et al,
2012).

A resposta inflamatéria associada a idade € resultado de uma exposicdo
durante toda a vida a infec¢Bes clinicas ou subclinicas e agentes infecciosos,
resultando em altas cargas antigénicas (Franceschi et al, 2016). A resposta

inflamatoria a essas cargas leva a um dano, em especial no tecido muscular, devido

a producao de espécies reativas de oxigénio, resultando da liberacdo de citocinas.
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Isso inicia um circulo vicioso que favorece o estado pré-inflamatério continuo
(Dominguez & Barbagallo, 2016; Doherty 2003).

Existem mecanismos — ilustrados na figura 1 — pelos quais € possivel explicar
0 aparecimento ou a progressao da sarcopenia, condi¢cdo cada vez mais presente na

populacao idosa, tais como:

o O aumento na secrecédo de substancias que aumentam as taxas de degradacao
proteica como os glicocorticoides (Cruz-Jentoft et al, 2010);

o A infiltracdo de gordura e de células inflamatorias (Cruz-Jentoft et al, 2010);

o A diminuicdo de substancias que promovem o anabolismo muscular como o

fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1) e testosterona (Muscaritoli

et al, 2010);
o As alteracdes na estrutura e funcéo da juncdo neuromuscular (Kwan, 2013);
o A diminuicéo do conteudo e da funcédo mitocondrial no tecido muscular também

favorecem o desequilibrio entre as taxas de sintese e degradacdo proteica

(Paddon-Jones et al, 2004)
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______________________

Diminuicao da massa
Processos ! muscular
inflamatorios

Alteragoes genéticas

..................

3

Diminuicdao da forca
muscular

Impacto negativo navidada .
pessoa idosa

Diminvicdo autonomia Risco de quedas

Sarcopenia Mortalidade

Figura 1: Diagrama esquemdtico de fatores que influenciam diretamente na musculatura esquelética. Alteragées genéticas e processos inflamatdrios sGo
intrinsecos ao individuo e seu estilo de vida.

12



HIPOTESE

13



Levando em consideragéo a falta de estudos populacionais com background
genético brasileiro a respeito da relagcdo entre diminuicdo de massa muscular,
biomarcadores genéticos e vias inflamatorias relacionadas ao envelhecimento, nos
hipotetizamos que variantes genéticas envolvidas em processos celulares do
envelhecimento e na alteracdo da composicéo corporal podem estar associadas a
variagdo do indice de massa muscular apendicular (IMMA).

Sabe-se que a diminuicdo de massa muscular € frequente na populagéo idosa
e a identificacdo de marcadores genéticos e moleculares, antes de acentuar o
processo de envelhecimento, pode auxiliar no acompanhamento da reducéo precoce
de massa muscular e, consequentemente, da forga muscular, direcionando alvos e

estratégias terapéuticas.
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Com o envelhecimento populacional, em 2050, cerca de 20% dos habitantes
do planeta serédo individuos acima de 60 anos; no Brasil, no mesmo ano, a expectativa
€ de que atingiremos a sexta posi¢cao de pais mais populoso, concentrando 30% da
populacdo com mais de 60 anos (United Nations 2015; IBGE, 2016).

A identificacdo de fatores que podem contribuir para alterar a massa muscular
causando sua reducdo € muito importante pois pode prevenir quedas e fraturas,
permitir a melhora da qualidade de vida e independéncia da pessoa idosa, reduzir o
risco de hospitalizacdes e mortalidade precoce. A insercdo da variavel genética
auxiliaré na avaliacé@o de fatores associados a perda de massa muscular, contribuindo
para o entendimento da doenca em uma fase precoce, pois pode ser medida antes do
processo de envelhecimento.

Dessa forma, estudos relacionados ao envelhecimento na populagao brasileira
sdo de extrema importancia, atualmente, uma vez que poderdo trazer diversos
beneficios a nossa populacéo idosa, como condi¢des de saude melhores e qualidade

de vida.
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4.1. Objetivo geral

Identificar variantes genéticas associadas a massa muscular, a inflamacéo e a

obesidade na populacao do estudo de seguimento do EPISONO.

4.2. Objetivos especificos

1. Analisar a frequéncia alélica por etnia dos SNPS relacionados a massa
muscular;
2. Analisar a frequéncia alélica de genes relacionados a obesidade: FTO e

polimorfismos relacionados ao sobrepeso;

3. Estabelecer correlacdo da variavel indice de massa muscular apendicular com

marcadores inflamatoérios;

4, Associar marcadores genéticos com o risco de perda de massa muscular e o

envelhecimento.
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5.1 Amostra utilizada

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal
de Séo Paulo (CEP/Unifesp) com numero 0748/2020 (Anexo 3). Os dois estudos
anteriores — que originaram o banco de dados utilizado neste trabalho — foram
igualmente aprovados pelo CEP/Unifesp com os respectivos nimeros de aprovacgao:
CEP 0593/06 e 2014/610514. Os voluntarios leram e assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido. A descricdo da selecdo da amostra usada neste
estudo esté detalhada no item 1.3 na Introducgédo desta dissertacao.

Foram utilizados os dados de medidas antropométricas, composi¢ao corporal,
analises laboratoriais bioquimicas, genotipagem em larga escala de SNPs
potencialmente associados a massa muscular, obesidade e marcadores inflamatorios
de participantes do estudo epidemioldgico do sono da cidade de Sao Paulo
(EPISONO) em 2015.

O EPISONO é um estudo epidemiolégico sobre o sono, sendo o maior da
América Latina, e que tem como objetivo estabelecer a base populacional para
determinar o perfil epidemiolégico de distarbios de sono na populagdo adulta da
cidade de Sao Paulo. Este estudo consistiu em diversas etapas como aplicacfes de
guestionérios, coleta de sangue para andlises bioguimicas, imunoldgicas e extracdo
de DNA pelo método de salting out (Miller et al, 1998). O niumero de voluntarios foi
determinado com o propésito corresponder a uma amostra representativa da
populacdo da cidade de Sao Paulo no ano de 2007, de acordo com o género, idade
(de 20 a 80 anos) e nivel socioecondmico, apresentando 3% de preciséo e totalizando
1.042 participantes. Todos os voluntarios, originalmente incluidos neste estudo basal,
foram convidados por telefone para uma nova visita, a qual se iniciou em julho de

2015.
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Para o presente estudo, em especifico, foram utilizados os dados de
participantes que compareceram no seguimento em 2015. Foram incluidos individuos
de ambos os sexos, sem restricdo de idade, com dados de variaveis antropométricas

e bioquimicas. A avaliagdo genética desses individuos foi realizada no estudo basal

de 2007 ...........................................................
"""""" EPISONG 5007 © EPISONO 2015
(N=1042) (N=714)

Bioimpeddncia

Ancestralidade genética Saude geral

Polimorfismo Atividade fisica

Medidas antropométricas

Avaliacdo socioecondmica e demogrdfica
Figura 2: Avalia¢bes e medidas realizadas no momento basal (2007) e no estudo de sequimento (2015).
5.2 Variaveis avaliadas

Para a avaliacdo de potenciais varidveis de confusao foi aplicado questionario
de saude geral, disponivel no anexo 2 (Bittencourt et al, 2009) para investigar o
historico autorrelatado de comorbidades como diabetes, infarto, acidente vascular
cerebral, doencgas renais, problemas na tireoide e desmaios. Foram realizadas as
medidas de pressao arterial sistOlica, presséo arterial diastolica, circunferéncia do
pescoco, circunferéncia da cintura, circunferéncia de quadril, peso, altura e
mensurada a for¢ca de preensdo manual palmar direita e esquerda.

As analises bioquimicas foram realizadas com sangue coletado em jejum para
as medidas de proteina C reativa - realizada pelo método de nefelometria com kit
IMMAGE® Beckman Coulter (EUA) — medidas de interleucina 6 (IL-6) e interleucina 10
(IL-10) — ambas pelo método de quimioluminescéncia (R&D Systems, EUA) seguindo
as instrucoes do fabricante.
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Para as avaliacdes de atividade fisica foram aplicados questionérios de escala
de fadiga de Chalder, que avalia fadiga mental e fisica, composta por 11 itens, com
pontuacao de 0 a 3 para cada e que mensuram a intensidade de sintomas de fadiga.
A soma das respostas com valor maior ou igual a quatro caracteriza a condicdo de
fadiga (Chalder et al, 1993) e o questionario internacional de atividade fisica (IPAQ) —
versdo curta — que foi aplicado para estimar atividade fisica habitual, avaliando o
tempo (em horas) que o individuo realiza atividades ao longo de uma semana e

classificando em atividades leves, moderadas ou vigorosas (Craig et al, 2003).

5.3 Avaliagcao da massa muscular apendicular

A avaliacdo da composicdo corporal e medidas antropométricas foram
realizadas pela analise de bioimpedancia elétrica (BIA) usando o aparelho InBody720
(Biospace Ltd, Seul, Coréia). Os oito eletrodos tateis foram posicionados da seguinte
forma: quatro na palma e no polegar de ambas as méaos e quatro na sola de ambos
0s pés. Os eletrodos mediram a impedéancia de cada segmento corporal em seis
frequéncias distintas: 1kHz, 5kHz, 50kHz, 250kHz, 500kHz, 1000kHz. Os resultados
das medidas foram calculados com base no algoritmo do fabricante do aparelho que
inclui massas musculares e de gordura, totais e apendiculares.

O indice de massa muscular apendicular (IMMA) foi usado como variavel de
desfecho e a média deste indice em nossa amostra foi de 7,56 (IC95%: 4,7-11,5). O
IMMA foi calculado a partir da somatoria da massa muscular de cada membro (pernas
e bracos) — denominada massa muscular esquelética apendicular (MMEA), ajustada
para o IMC de cada participante, de acordo com Piovezan e colaboradores (2019),
conforme figura 3 e teve como base as avalia¢cdes populacionais de massa muscular

esquelética (Studenski, et al, 2014).
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IMMA =X MMEA
IMC

Figura 3: Equagdo usada para obtengdo da varidvel de desfecho do trabalho: indice de massa muscular
apendicular (IMMA), calculado a partir da somatdria das massas musculares esquelética apendicular
(de bragos e pernas) de cada individuo, dividido pelo indice de massa corporal (IMC).

5.4 Genotipagem de polimorfismos em larga escala

O estudo de SNPs candidatos em vias potencialmente associadas a perda de
massa muscular apendicular, de alteracbes fisicas musculares e marcadores
inflamatoérios com fendtipos de perda de massa muscular foi realizado nas amostras
de DNA de todos os participantes do estudo EPISONO de 2007. As amostras de DNA
desses participantes foram processadas utilizando a plataforma HumanOmniExpress
BeadChip (lllumina, Estados Unidos).

Nesta plataforma sédo utilizados beads de microarrays de DNA, que
interrogaram e genotiparam 730.525 marcadores polimorficos (ou SNPs) em cada
uma das amostras, simultaneamente. A quantidade inicial de DNA utilizada varia de
200 a 600 ng de material genémico para amplificacdo durante a reacdo isotérmica.
Em seguida, o DNA gendmico foi fragmentado por enzimas de restricdo e precipitado
com alcool (isopropanol). O material foi centrifugado para obtencéo de pellet, que foi
ressuspendido em tampéao de hibridacdo. A mistura foi aquecida e desnaturada para
amplificagdo no BeadChip, e hibridizada com beads ligados covalentemente a
oligonucleotideos complementares ao DNA fragmentado. Apds esta etapa, o material
nao hibridizado foi lavado, restando os fragmentos de DNA anelados aos
oligonucleotideos presentes em cada bead. Foram adicionados os nucleotideos
marcados para a extensdo dos oligonucleotideos ligados as beads. Apds varias
etapas de marcagdo para emissdo de fluorescéncia, o BeadChip foi lido pelo

equipamento iScan (lllumina, Estados Unidos) que capturou imagens em alta
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resolucao pelo software BeadStudio (Illumina, Estados Unidos) para identificacéo de
gendtipos (genotype calling). Apdés checagem de controle de qualidade dos
BeadChips referentes as amostras, 0s genaotipos e sinais brutos foram exportados e
processados para andlise.

Baseado em uma busca na literatura (Liu et al, 2009; Garatachea & Lucia,
2013; Urano et al, 2014; Korostishevsky et al, 2016; Jones et al, 2021), foram
selecionados 205 SNPs para a andlise de vias potencialmente significativas para a
fisiopatologia da perda da massa muscular associada ao envelhecimento. No anexo
1 é possivel encontrar a listagem completa.

A etnia e 0s componentes genéticos relacionados a ancestralidade apresentam
um importante papel na determinacédo do risco genético para o grau de perda de
massa muscular. Com os dados resultantes da genotipagem em larga escala e a
matriz de correlacédo genética calculada, torna-se possivel inferir a etnia.

A etnia genética foi estabelecida com base em marcadores de ancestralidade
informativos que sdo um tipo especifico de variagdo genética que, devido as grandes
diferencas de frequéncia entre as populacdes, trazem informacdes sobre a estrutura
populacional e podem ser usados para estimar que propor¢do de ancestralidade é
derivada de uma determinada regido geografica.

Para esse estudo, estimou-se a ancestralidade genética para cada individuo,
usando o painel genético de todo o genoma, que normalmente ndo esta vinculado aos
genes potencialmente relacionados com a variavel em estudo (Guindalini et al, 2010),
e que permitiu uma categorizacdo de acordo com a contribuicdo genética de trés
populacdes fundadoras do brasileiro atual (Europeia, Africana ocidental e Americana

nativa).
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Esta informacéo genotipica foi usada em um modelo, que assume que cada
individuo herdou alguma proporcdo de sua ancestralidade de cada populagéo

ancestral e estima a média posterior destas proporc¢des (Pritchard et al, 2000).

5.5 Analise estatistica

Foram realizadas andlises descritivas para caracterizar o perfil da amostra
estudada em relacdo a idade, sexo, IMC e parametros gerais de salde e os dados
apresentados por: a) a média e intervalo de confianca, por rejeitarmos a nao
normalidade distribuicdo das variaveis; b) porcentagem de frequéncia.

As associagfes entre grupos e variaveis categoéricas foram feitas usando o
teste do qui-quadrado, com diferencas observadas pelo residuo ajustado. Um modelo
linear generalizado (GLzMM) foi usado com distribuicdo gama para determinar o efeito
dos SNPs no IMMA, considerando sexo e idade como variaveis independentes e
IMMA como a variavel dependente. Analises estatisticas foram realizadas utilizando o
JAMOVI (2021, verséo 1.6 [Software de computador], obtido de jamovi.org (Sydney,
AU) e o nivel de significancia foi fixado em 5%.

Como parte do controle de qualidade, amostras que apresentaram menos que
95% de genotipos validos foram excluidas da analise e marcadores que apresentaram
gendtipos validos em menos de 95% das amostras também foram excluidos. Além
disso, marcadores fora do Equilibrio de Hardy-Weinberg (p<0,001) também foram
excluidos. Por fim, amostras com estimativa de grau de parentesco (identity by
descent, mensurado pelo parametro pihat) maior que 15% também foram excluidas
(Reich et al, 2001). Em seguida, para a variavel de interesse (indice de massa
muscular apendicular) foi feita uma regressao linear multivariada, utilizando os

gendtipos dos SNPs selecionados, idade e sexo como variaveis independentes.
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6.1 Caracterizagcdo da amostra

Foram analisados dados sobre as caracteristicas sociodemogréficas de 714
individuos na coorte EPISONO 2015, de acordo com a selec¢do feita pela presenca de
material genémico preservado nas amostras. Dentro da amostra incluida neste
estudo, a idade média foi de 50,3 anos (IC95%: 49,2 - 51,2) e 55,3% dos participantes
eram do sexo feminino. A tabela 1 apresenta a analise descritiva referente aos dados
sociodemogréficos, etnia autorrelatada e etnia genética.

Considerando a etnia autorrelatada, 52,7% dos participantes disseram ser
brancos; 23,4%, pardos; 16,3%, negros; 2,9% se consideraram asiaticos; 2,1%
indigenas e 2,5% outros. Com relacdo a andlise de etnia genética, 70,7% foram
classificados como caucasianos; 14,7% africanos ou negros mistos; 2,7% nativos
americanos; 0,6% asiaticos e 11,2% outros. A condi¢cao social também foi analisada
e classificada de acordo com o questionario de classe social da populagéo brasileira
(CCEB, 2003), no qual a classe A corresponde as pessoas com melhor condicdo de
vida (alto nivel) e a classe E refere-se a condi¢cdo de vida mais baixa. Usando esta
caracterizacao, 19% foram classificados como A; 45,6% como B; 35,5% como C; 2%
se encontram na classe social D e 1% na classe E.

A tabela 2a e 2b apresentam as caracteristicas de saude geral. Chamamos
atencdo especial para a média do indice de massa corporal (IMC) de 28,2 kg/m?
(IC95%: 27,8 - 28,6), que indica sobrepeso, refletindo o que ocorre na populacao geral
da cidade de S&o Paulo e do Brasil (Triaca et al, 2020).

Os dados antropométricos de circunferéncia do pescoco 37,5cm (1IC95%: 37,2
- 37,8), circunferéncia da cintura 97,5cm (IC95%: 96,5 - 98,5) e circunferéncia do
qguadril 104,2cm (IC95%: 103,3 - 105,0) corroboram com os dados de sobrepeso do

IMC.
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Tabela 1. Analise descritiva dos dados sociodemograficos incluindo a porcentagem de frequéncia de participantes do estudo de seguimento do EPISONO

n total Frequéncia (%)
Sexo 714
Feminino 55,3
Masculino 44,7
Etnia autorrelatada 714
Branco 52,7
Mulato 23,4
Negro 16,3
Asiatico 2,9
indio 2,1
Outro 2,5
Etnia com marcadores genéticos 516
Caucasiano 70,7
Asidtico 0,6
Nativo americano 2,7
Negro ou Mulato 14,7
Outros 11,2
Classe social 714
A 18,2
B 42,2
C 34,6
D 2,0
E 1,0
Escolaridade 703
Sem escolaridade 0,7
Primario ou fundamental incompleto 17,1
Primdrio ou fundamental completo 13,5
Médio completo 32,7
Superior completo 36,0
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Tabela 2a. Analise descritiva da avaliagdo antropométrica com valores minimo e maximo, média e intervalo de confianga de participantes do estudo de

seguimento do EPISONO

IMC (kg/m?2)

Circunferéncia de pescogo (cm)
Circunferéncia de cintura (cm)
Circunferéncia de quadril (cm)
PAS (mmHg)

PAD (mmHg)

n total

708
714
714
714
712
712

Minimo

14,7
28,0
53,5
59,0
88,0
55,0

Maximo

48,5
52,0
146
144,0
207,0
125,0

Média Intervalo de Confian¢a 95%
28,2 27,8 - 28,6
37,5 37,2-37,8
97,5 96,5 - 98,5
104,0 103,3 - 105,0
130,0 128,7-131,3
82,3 81,6 -83,3

IMC: indice de massa corporal; PAS: Pressdo arterial sistolica; PAD: Pressdo arterial diastdlica

Tabela 2b. Analise descritiva da avaliacdo clinica, incluindo a porcentagem de frequéncia, dos participantes do estudo de seguimento do EPISONO

Diabetes (sim)

Infarto autorrelatado (sim)

Hipertensdo (sim)

Sindrome metabdlica (sim)

Obesidade visceral (sim)

Dislipidemia (sim)

Uso de medicamento para o coragao (sim)
Uso de anti-hipertensivo (sim)

Uso de hipoglicemiante (sim)

Uso de hipolipemiante (sim)

Uso de medicamento com ag¢dao no SNC (sim)

n total

703
714
705
706
705
705
706
706
706
706
659

Frequéncia (%)
15,6
2,2
55,6
56,8
58,4
63,3
3,3
25,8
10,3
13,6
13,1

SNC: sistema nervoso central



Mais de 50% de nossa amostra apresentou sindrome metabdlica (56,8%),
obesidade (58,4%) e dislipidemia (63,3%). Os resultados também mostram um
excesso de peso com a média do IMC de 28,2 kg/m? e circunferéncia da cintura e
quadril nos valores-limite superiores, de acordo com as diretrizes Brasileiras de
obesidade (Abeso, 2016). Ambos os resultados corroboram com os maiores valores
de pressao arterial: sistélica 130mmHg (IC95%: 128,7 — 131,3) e diastdlica 82,4mmHg
(IC95%: 81,6 — 83,3), indicando que ha uma representacdo significativa de sindrome

metabadlica, hipertenséo arterial e sobrepeso nos participantes do estudo.

O nivel de atividade fisica diaria foi avaliado pelo IPAQ. Dentre os individuos
gue responderam o questionario, 36,7% afirmaram que realizam algum tipo de
atividade fisica ou exercicio fisico, sendo 1,5% praticavam menos que uma vez por
semana, 32,5% praticavam entre uma ou duas vezes por semana; 44,4% entre trés e
seis vezes por semana e 21,8% realizam atividades diariamente.

Apesar da frequéncia alta de pessoas que relataram préaticas de atividades
fisicas acima de trés vezes por semana, que atingiu 66,2% da amostra, vale lembrar
gue essa porcentagem representa 1/3 da amostra, ou seja, dos 36,7% que disseram
praticar alguma atividade fisica. Sendo assim, os demais 63,3% - que ndo praticam
atividade fisica — contribuem para os numeros elevados de IMC, circunferéncia de
cintura e quadril acima do recomendado pela literatura médica.

Com relacdo ao estado de fadiga, avaliado pela escala de Chalder, a
categorizacdo maxima esta no valor de quatro e os valores acima de dois indicam
fadiga fisica e mental. O valor médio da amostra avaliada foi 3,54 (IC95%: 3,31 - 3,42),
mostrando que os individuos, no momento em que foram avaliados, relataram fadiga

mental e fisica.

30



6.2 Avaliacdo genética: etnia e polimorfismos

Foram testados 205 SNPs dos quais encontramos 12 com associagao
significativa ao IMMA, apresentados na tabela 3, com suas respectivas caracteristicas,
localizagéo citogenética e genémica.

Dois dos 12 SNPs estdo associados ao gene FTO rs9928094 (beta:-0,031;
IC95%: -0,059 — -0,003; p=0,029) e rs9930333 (beta: -0,030; IC95%: -0,058 — -0,002;
p=0,035) que tem importante relagdo com o IMC, risco de obesidade e diabetes tipo
2. Estudos em ratos e em humanos indicam que esse gene tem um papel importante
no desenvolvimento do sistema nervoso e possivel origem de doencas
neuropsiquiatricas (Gao et al, 2010; Annapoorna et al, 2019).

Na tabela 3 estdo apresentados os valores de beta para cada um dos SNPs
com significancia para a variavel IMMA.

Valores negativos de beta, indicam que a presenca do SNP esta associada a
uma diminuicdo dos valores de IMMA, ou seja, menor massa muscular, portanto,
maior risco de desenvolvimento da sarcopenia. Ja os valores positivos de beta indicam
gue a presenca do SNP esta associada a um aumento dos valores de IMMA, portanto,
maior massa muscular e, consequentemente, menor risco de desenvolvimento da
sarcopenia como ilustrado na figura 4.

A tabela 4 indica a frequéncia alélica dos 12 SNPs significativos para IMMA no
total da amostra e distribuidos nas quatro etnias genéticas avaliadas: caucasianos,
asiaticos, nativos americanos e negros ou negros mistos.

Para o0 rs6738433, individuos negros e mulatos apresentaram maior frequéncia
de homozigotos para o alelo selvagem (42%, p<0,001) quando comparada com

individuos caucasianos (27%), asiaticos (38%) e nativo americanos (20%) e menor
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frequéncia de homozigotos para o alelo alternativo (11%), quando compactada com
etnia caucasiana (23%), asiatica (19%) e nativo americana (36%).

Com relacédo ao rs6738433, encontramos a menor frequéncia de homozigotos
para o alelo alternativo entre participantes pretos e pardos (11%; p=0,001), quando
comparada com participantes de etnia caucasiana (23%), asiatica (19%) e nativo
americanos (36%).

Para o rs76246109, a etnia asiatica apresentou menor frequéncia (56%;
p=0,024) para o alelo selvagem quando comparada individuos caucasianos (83%);
nativo americanos (72%) e pretos e pardos (84%). E maior frequéncia para o alelo
alternativo (6%), sendo que caucasianos apresentaram somente 1% de frequéncia e
nativos americanos, pretos e pardos nao apresentaram frequéncia.

Para o rs10189330 a etnia asiatica apresenta menor frequéncia de
homozigotos para o alelo selvagem (19%, p=0,029) quando comparada com etnias
caucasiana (38%); nativo americano (52%) e pretos e pardos (49%).

Para o rs11066301, a etnia asiatica apresentou maior frequéncia de
homozigotos para o alelo selvagem (88%, p<0,001) quando comparada com etnias
caucasiana (36%); nativa americana (64%) e pretos e pardos (64%). J& para a
frequéncia de homozigotos para o alelo alternativo, neste mesmo polimorfismo, a etnia
caucasiana apresentou 17% de frequéncia, enquanto a nativo americana e preta e

parda forma 8% e a asiatica nao apresentou polimorfismo.
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Tabela 3. Nivel gendmico de associacOes significativas e sugestivas ao IMMA

Posicao Posicdo Intervalo de

Citogenética GenoOmica confianga 95% PREIS
1 rs6738433 2 p23.3 25159501 G A 0.039 0.012 - 0.66 0.005 -
2 rs76662990 5 ql3.3 73847916 A G 0.178 0.040-0.320 0.011 -
3 rs16839632 1 g43 240361446 A G 0.038 0.004 - 0.072 0.029 FMN2
4 rs9928094 16 gl2.2 53799905 A G -0.031 -0.059 -0.003 0.029 FTO
5 rs76246107 19 g13.33 50121274 G A 0.132 0.013-0.251 0.029 PRR12
6 rs1029576 7 p21.1 17065965 G C -0.030 -0.057 -0.002 0.035 LOC105375170
7 rs9930333 16 gl2.2 53799977 T C -0.030 -0.058 -0.002 0.035 FTO
8 rs303143 4 g28.1 124155197 A G -0.051 -0.009 -0.003 0.036 SPATAS
9 rs157350 5 g33.3 156139569 G A -0.79 -0.155 -0.003 0.041 LOC105377673
10 rs10189330 2 qll.2 99389870 T G 0.031 -0.001-0.061 0.042 LINCO2611
11  rs16852912 3 g26.2 168686676 C A 0.121 0.002 - 0.240 0.047 MECOM
12 rs11066301 12 gq24.13 112871372 A G 0.034 0.09e/2 - 0.067 0.049 PTPN11

SNP: polimorfismo de nucleotideo unico; Chr: cromossomo; REF: alelo referéncia; ALT: alelo alternativo; Beta: coeficiente de regressdo; p-valor: nivel de
significdncia estatistica. O genoma de referéncia utilizado na andlise foi o GR37.
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Tabela 4. Frequéncias genotipicas de acordo com o background genético na avaliagdo basal da coorte EPISONO

TOTAL CAUCASIANOS ASIATICOS NATIVOS AMERICANOS NEGROS/NEGROS MISTOS p-valor

o/0 o/1 1/1 o/0 o/1 1/1 /0 o/1 1/1 /0 0/1 1/1 0/0  0/1 1/1
rs6738433  32% 48% 20% 27%  49%  23% 38% 44%  19% 20%  44% 36% 42%  47%  11%  <0,001
rs76662990  86% 13% 1% 86%  14% 0% 100% 0% 0% 76%  24% 0% 87%  13% 0% 0,208
rs16839632 91% 9% 0% 90%  10% 0% 88% 12% 0% 88%  12% 0% 94% 6% 0% 0,669
rs9928094  34% 47% 19% 32%  48%  19% 56%  38% 6% 40%  56% 4% 36%  44%  20% 0,264
rs76246107 82% 17% 1% 83% 16% 1% 56% 38% 6% 72%  28% 0% 84%  16% 0% 0,024
rs1029576  26% 49%  25% 28%  50%  22% 19%  56%  25% 24%  48% 28% 20%  50%  19% 0374
rs9930333  34% 47% 19% 32%  48%  20% 56%  38% 6% 44%  52% 4% 35%  44%  21% 0216
rs303143 94% 6% 0% 95% 5% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 93% 7% 0% 0,193
rs157350  84% 14% 1% 83% 17% 1% 94% 6% 0% 88% 8% 4% 88%  11% 1% 0,238
rs10189330  42% 45% 13% 38% 47%  15% 19%  63%  19% 52%  36% 12% 49%  42% 9% 0,029
rs16852912  89% 11% 1% 91% 8% 1% 94% 6% 0% 80%  20% 0% 84%  15% 1% 0,164
rs11066301  46% 43% 11% 36% 48%  17% 88% 13% 0% 64%  28% 8% 64%  28% 8%  <0,001

Gendtipos: 0/0: homozigoto selvagem, 0/1 heterozigoto, 1/1 homozigoto alternativo. Os valores em negrito indicam significéncia estatistica.
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Tabela 5. Frequéncia de sexo e etnia genética de acordo com faixas etarias

até 39 anos de 40 a 59 anos \ acima de 60 anos

Sexo

Masculino 46,5% 43,8% 38,8%
Feminino 53,5% 58,2% 61,2%

Etnia genética
Caucasiano 51,9% 50,3% 58,0%
Asidtico 2,2% 1,9% 3,4%
Nativo americano 1,6% 2,7% 3,6%
Negro ou Mulato 27,0% 27,7% 22,0%
Outros 13,0% 12,1% 2,7%

Na tabela 5 sdo apresentados os dados de frequéncia de homens e mulheres
separados por faixa etaria. A fim de observar a distribuicdo dos alelos por idades
fizemos uma estratificacdo em trés faixas etarias apresentando a distribuicdo da etnia
de acordo com esta estratificacdo: participantes com até 39 anos (adultos jovens),

faixa intermediaria de 40 a 59 anos (intermediarios) e acima de 60 anos (idosos).

A tabela 6 apresenta dados de frequéncia genotipica de polimorfismos
associados ao IMMA e separados por faixas etarias. Na faixa etaria intermediaria
observou-se uma frequéncia maior de individuos homozigotos para o alelo selvagem
dos SNPs rs9928094 e rs9930333 em relacdo as outras faixas etérias. As frequéncias
dos gendtipos de rs11066301 mostraram-se alteradas em todas as faixas etarias,
sendo que, em jovens, 0os homizogotos selvagens foram mais frequentes, enquanto
em idosos, os mais frequentes foram o0s homozigotos alternativos. Na faixa
intermediéria, a frequéncia foi estatisticamente diferente em ambos os sentidos: os
homozigotos selvagens foram mais frequentes, enquanto os homozigotos alternativos,

menos frequentes.
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Tabela 6: Frequéncia genotipica dos SNPs associados ao IMMA de acordo com faixas etarias

N SNP até 39 anos de 40 a 59 anos acima de 60 anos p-valor
0/0 0/1 1/1 0/0 0/1 1/1 0/0 0/1 1/1
1 rs6738433 32,3% 49,0% 18,7% 32,2% 43,8% 24,0% 28,1% 48,9% 23,0% 0,350
2  rs76662990 89,7% 10,3% 0,0% 87,8%  11,5% 0,7% 86,3% 12,9% 0,7% 0,240
3 rs16839632 91,0% 9,0% 0,0% 92,8% 7,2% 0,0% 87,2% 12,8% 0,0% 0,755
4  rs9928094 40,0% 46,5%  13,5% 27,6%* 50,3% 22,0% 34,5% 46,0% 19,4% 0,034
5 rs76246107 83,2% 15,5% 1,3% 81,6% 18,1% 0,3% 85,6% 13,7% 0,7% 0,754
6 rs1029576 21,9% 49,0%  29,0% 26,0% 53,0% 21,0% 25,6%  48,6% 25,6% 0,273
7  rs9930333 40,0% 45,8%  14,2% 27,3%* 50,0% 22,7% 33,8% 46,8% 19,4% 0,030
8 rs303143 94,2% 5,8% 0,0% 95,1% 4,9% 0,0% 98,6% 1,4% 0,0% 0,850
9 rs157350 83,2% 14,8% 1,9% 86,5%  13,2% 0,3% 74,8% 20,9% 4,3% 0,422
10 rs10189330 38,7% 47,7%  13,5% 45,1% 43,4% 11,5% 39,6% 41,0% 19,4% 0,464
11 rs16852912 91,0% 7,7% 1,3% 87,8%  11,8% 0,3% 92,8% 6,5% 0,7% 0,420
12 rs11066301 38,8% 50,3% 11,0%* 53,0%* 39,1% 7,9%* 38,8%  46,0% 15,1%* 0,004

Gendétipos: 0/0: homozigoto selvagem, 0/1 heterozigoto, 1/1 homozigoto alternativo. Os valores em negrito indicam significdncia estatistica.
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7 Discussdo

N
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7.1 Perda de massa muscular como preditivo para sarcopenia

O presente estudo analisou possiveis biomarcadores genéticos associados a
perda de massa muscular com o intuito de oferecer ferramentas que possam ajudar
na obtencdo de um diagndstico alinhado com a medicina de precisdo para a
sarcopenia relacionada ao envelhecimento, utilizando o IMMA como uma variavel de

desfecho continuo em vez de pontos de corte clinico.

A sarcopenia € uma sindrome determinada por medidas corporais e avaliacdo
clinica (Cruz-Jentoft, 2019, Cruz-Jentoft et al, 2019, Ichikawa et al, 2021) e esta
altamente associada a perda de massa muscular e diminui¢cdo da funcdo muscular
(lannuzzi-Sucich et al, 2002). Quando o diagnéstico é feito, os sintomas ja estao
acentuados e ha menor chance de obter um tratamento eficaz para os pacientes.

(Morley, 2008; Dent et al, 2018).

Os pontos de corte clinicos especificos (cut offs) para individuos acima dos 60
(Ichikawa et al, 2021) ou com mais de 70 anos (Baumgartner et al, 1999, Studenski et
al, 2014) sdo comuns e faceis de serem usados, contudo, nas referidas idades, as
vias inflamatorias estdo intensamente ativadas o que diminui a possibilidade de

reverter a situacdo (Dominguez & Barbagallo, 2016).

Usar a variavel de desfecho para este estudo, o IMMA, de forma linear e
continua, permitiu avaliar sua alteracdo ao longo do tempo, sendo um indice
diretamente proporcional a quantidade de massa muscular. Sendo assim, quanto
maior o IMMA, maior a quantidade de musculo na pessoa examinada, naquele
momento. Para avaliar a perda de massa muscular ao longo da idade, o IMMA pode
ser usado conforme explicado na figura 4. se o IMMA ¢ alto acima dos 60 anos,

significa que o individuo perdeu menos massa muscular, se o IMMA é baixo, significa
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gue a perda foi maior, caracterizando uma relacao inversamente proporcional. Vale

lembrar que utilizamos o IMMA de acordo com...

| IMMA | ' Quantidade | DI
| de musculo | | sarcoper

MMA | 7 Quantidade | = | sarcopenia |
|_de musculo | I

Figura 4: Associacdo entre indice de massa muscular apendicular (IMMA) e quantidade de musculo no
individuo com o risco de desenvolvimento de sarcopenia. Na parte superior, as setas em roxo, indicam
que quanto maior o IMMA, maior é a quantidade de musculo, portanto, o risco de desenvolvimento de
sarcopenia é menor. Na parte inferior, as setas em rosa, indicam que o baixo IMMA é devido a menor
quantidade de musculo, o que, consequentemente se associa a maior risco de desenvolvimento da
sarcopenia.

A fim de possibilitar a identificacdo de biomarcadores antes que vias
inflamatorias associadas ao envelhecimento estejam ativadas, foram incluidos todos
0s participantes do estudo de seguimento de 2015 do EPISONO sem restricdo de
idade (minima ou maxima) e de ambos os sexos. Entretanto, os dados foram
ajustados para idade e sexo, uma vez que estas variaveis, sabidamente, influenciam

o IMMA (Frisoli et al, 2018, Larsson et al, 2019).

7.2 Genética da perda de massa muscular

A plataforma microarray (chip) utilizada no presente estudo é composta por

730.525 SNPs dos quais selecionamos 205 de acordo com uma revisao da literatura

39



(Anexo 1) sobre genes relacionados as vias mais associadas a perda de massa

muscular, obesidade, inflamacao e envelhecimento.

Fatores genéticos relacionados a fraqueza muscular foram recentemente
analisados por Jones e colaboradores (2021) em uma meta-analise de estudos de
associacdo do genoma (GWAS) com 256.523 individuos (homens e mulheres) de
ancestralidade genética europeia, com 60 anos ou mais, oriundos de 22 coortes
independentes - incluindo o Biobank do Reino Unido, o US Health e Retirement Study,
o Framingham Heart Study, entre outros. Foram encontrados 15 loci associados a
dinapenia (perda da forca muscular, somente) e a sarcopenia. Em nosso estudo,
avaliamos os mesmos 15 alelos, no entanto, ndo foram encontrados 0s mesmos
polimorfismos. Contudo, no estudo de Jones, foi identificado o SNP rs8061064, que

esta presente no gene FTO.

Curiosamente, também identificamos uma correspondéncia para dois SNPs no
gene FTO: rs9928094 (beta:-0,031, p=0,029) e rs9930333 (beta:-0,030, p=0,035).
Este gene ja foi associado a regulacdo da alimentacao e do jejum e os niveis de RNAm
de Fto em cérebros de ratos sdo abundantes, particularmente em nucleos
hipotalamicos que regem o equilibrio do metabolismo energético (Gerken et al, 2007).
Os resultados deste estudo, por outro lado, podem sugerir que o FTO - que é um gene
associado a massa gorda e a obesidade — também pode ser considerado um
contribuinte significativo para o fenotipo da perda de massa muscular, trazendo a
possibilidade sobre outro papel deste gene, como no desenvolvimento da sarcopenia
(Claussnitzer et al, 2015).Também encontramos associacédo significante para o SNP
rs303143 — localizado no gene SPATA5S (spermatogenesis associated 5) — que
participa de diversos processos celulares, incluindo a degradacéo de proteinas. As

mutacg6es no gene SPATAS, podem causar perda auditiva, convulsdes e disturbios de
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movimento (Tanaka et al, 2015) e a producdo de mdltiplas variantes intrénicas. A
apesar dessas variantes de nao trazerem efeitos deletérios, possuem efeito regulador
gue pode sugerir uma relacdo entre este SNP e a perda de massa muscular ou
comprometimento no seu desenvolvimento. Braun e colaboradores (2021) mostraram
gue a expressao do gene SPATA5 em musculo esquelético tem associacdo com
alteracdo muscular relacionada a deficiéncia do SPATAS, englobando a desregulagéo

de proteinas.

Os trés SNPs acima apresentaram valor beta negativo, portanto, indicam a
possibilidade de que a presenca do polimorfismo tenha relagcdo com uma reducéo do
IMMA, aumentando a perda de massa muscular e influenciando positivamente no

desenvolvimento da sarcopenia.

0 rs16839632 (beta: 0,038, p=0,029) esta associado ao gene FMN2, que é um
membro da familia das proteinas homdélogas a formina e com papel essencial na
organizacdo do citoesqueleto e na polaridade celular, regulando a diferenciacéo
adipogénica que controla a organizacdo do filamento de actina (Leader & Leder,
2000). Uma vez que é responsavel pela formacdo de uma malha de actina que
posiciona o fuso celular durante a oogénese e regula a formacéo de filamentos de

actina no nucleo.

A presenca desse SNP pode estar relacionada com a atuagéo ou regulacdo do
gene FMN2 (Fernandez-Barrera & Alonso, 2018). Esta proteina também participa do
sistema de adesédo perinuclear da actina que regula a forma e a posicédo do nucleo
durante a migracao celular e interfere na polaridade da célula (Skau et al, 2018). Em
camundongos, o gene Fmn2 influencia o desenvolvimento de érgdos como intestino

e musculo esquelético (Lian et al, 2017).
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O rs76246107 (beta: 0,132, p=0,029) associado ao gene PRR12 (proline rich
12) é um gene que codifica uma proteina rica em prolina que contém dois dominios
de ligacdo ao DNA em alcas A-T. A expressdo aumentada deste gene no cérebro
embrionario de ratos sugere que este ele pode desempenhar um papel no
desenvolvimento do sistema nervoso (Cérdova-Fletes et al, 2015, Richardson et al,
2020).

0O rs11066301 (beta: 0,034, p=0,049) esta associado ao gene PTPN11 (protein
tyrosine phosphatase non-receptor type 11). Este gene codifica uma proteina da
familia das proteinas tirosina fosfatase (PTP) que sdo moléculas sinalizadoras que
regulam processos celulares, como o crescimento celular, diferenciacéo, ciclo mitético
e transformacado oncogénica. O gene PTPN11 é amplamente expresso na maioria dos
tecidos e desempenha um papel regulador na sinalizagdo celular que impacta na
ativacao mitogénica, controle metabalico, regulacdo de transcricdo e migragao celular

(Zheng et al, 2016).

O rs16852912 estd associado ao gene MECOM (MDS1 and EVI1 complex
locus) e a proteina por ele codificada € um regulador transcripcional e oncoproteina
gue pode estar envolvida na sinalizacdo de apoptose, desenvolvimento e
diferenciacao e proliferacdo celular (Gao et al, 2022).

Os SNPs acima apresentaram valores de beta positivo, portanto, a presenca
do SNP pode ser associada a um aumento do indice de massa muscular e,
consequente aumento da massa muscular, 0 que resultaria em um possivel papel
protetor no desenvolvimento da sarcopenia.

Ja os SNPS rs6738433, rs76662990, rs1029576, rs157350, rs10189330, estao
em regibes intergénicas, que sao trechos de DNA localizados entre regides

codificadoras e que possuem um papel regulatério mais evidente, uma vez que
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incluem enhancers (sequéncias capazes de potencializar a transcricdo génica)
(Gemmell, 2021). Portanto, sua possivel contribuicdo na variavel de desfecho deste
estudo nao foi estabelecida, mas pode ser considerada em estudos futuros.

Em recente revisao sistematica de 54 estudos, Pratt e colaboradores (2019)
avaliaram polimorfismos e envelhecimento muscular sendo que os genes da Alfa-
actinina 3 (ACTN3), também demonstrado por Cho e colaboradores em populagéo
coreana (2017), angiotensina conversora de enzimas (ACE), e gene do receptor de
vitamina D (VDR) foram os mais frequentemente encontrados. Contudo ndo houve
nenhum polimorfismo comum a todas as popula¢des nos estudos avaliados.

Portanto, é importante ressaltar que a influéncia genética pode explicar parte
da variabilidade interindividual da perda de massa muscular, possivelmente
relacionadas a genes envolvidos nas vias do metabolismo, reparacdo de danos no
DNA, estresse oxidativo, respostas inflamatérias e imunoldgicas, e morte celular
programada como mostrado neste e em outros estudos (Pratt et al, 2019; Torres,

2019, Pereira et al, 2021; Yang et al, 2021).

7.3 Quando a perda de massa muscular acontece

Estudos indicam que a correlacao entre o IMMA e as alteragdes na composicao
corporal devem ser observadas por volta dos 40 anos (Dodds et al, 2015) e avaliadas

em conjunto com a pratica de atividade fisica para uma avaliagéo precoce.

Em estudo transversal de coorte realizado na Coreia, Ryu e colaboradores
(2013) relaram que a pratica de atividade fisica moderada e vigorosa esta associada
a um risco reduzido de desenvolvimento de sarcopenia. O estilo de vida moderno e
ocidentalizado incentiva a escassez de atividade fisica, 0 que compromete a saude

fisica da pessoa idosa. Barbosa-Silva e colaboradores (2016) apontaram que um em
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cada dez idosos com idades compreendidas entre os 60-69 anos encontrava-se na

fase pré-clinica de sarcopenia na cidade de Pelotas (RG).

Studenski e colaboradores (2014) mostraram o paradigma clinico da
sarcopenia e tentaram identificar limiares e critérios clinicos usando mdultiplas fontes
de dados. Entre os fatores que foram avaliados, os autores observaram que a
fraqueza e o baixo indice de massa magra estédo no topo dos preditores da sarcopenia.
Santilli e colaboradores, em 2014, revelaram a importancia epidemioldgica de avaliar
a perda de massa muscular, uma vez que as variacoes de perda iniciam com 14% em

individuos entre 65 e 70 anos e chega a 53% naqueles acima de 80 anos de idade.

Dent e colaboradores (2018), atualizaram a prevaléncia da sarcopenia variando
entre 6% e 22% em adultos com 65 anos de idade ou mais a depender do ambiente
de cuidado de saude (publico, privado ou outro). Esta variagdo consideravel surge
como resultado de tipos de ferramentas de diagndstico (as condi¢cdes da medida de
forca), a definicdo de perda de massa magra e muscular e populacao (etnia, idade,
sexo) (Gallagher et al, 1997). O diagndstico precoce e mais preciso pode ajudar a
tratar esta condicdo mais cedo e com mais eficacia (Cruz-Jentoft & Sayer, 2019, Cruz-

Jentoft et al, 2019).

Entre 2002 e 2006, o estudo AGES-Reykjavik (Harris et al, 2007) foi projetado
para examinar fatores de risco para a sarcopenia que estava altamente associada a
obesidade e examinou 5.764 sobreviventes da coorte original do estudo de 1967 que
tinha como objetivo avaliar prospectivamente as doencas cardiovasculares em
pessoas nascidas entre 1907 e 1935 residentes em Reykjavik, na Islandia (Mijnarends
et al, 2016) e encontrou uma incidéncia de sarcopenia durante os 5 anos de estudo

de 9% em participantes mais ativos e de 14,8% em pessoas menos ativas.
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Todos os SNPs com associagao significativa encontrados em nosso estudo sao
variantes de significado incerto (VUS), o que significa que a variante genética testada
nao tem uma contribuicdo conhecida para uma doenca descrita, até 0 momento. Seu
papel na perda de massa muscular e, consequentemente, no desenvolvimento da

sarcopenia é um ponto de interesse que merece mais atencao.

O Projeto Sarcopenia da Fundacao dos Institutos Nacionais de Saude (FNIH —
Foundation for the National Institutes of Health: Sarcopenia Project) (Studenski, et al,
2014) e o Grupo de Trabalho Europeu sobre Sarcopenia em Pessoas ldosas
(EWGSOP - European Working Group on Sarcopenia in Older People) (Cruz-Jentoft
etal, 2019) sdo os maiores estudos e meta-analises sobre a sarcopenia que avaliaram
varias fontes de dados com antecedentes genéticos europeus e americanos. Embora
0 FNIH e o EWGOP sejam os principais estudos que realizaram uma ampla analise
da sarcopenia, ambos utilizam dados de pessoas com antecedentes genéticos de
etnia predominantemente caucasiana e se concentram na definicdo da sarcopenia

com base na avaliacdo antropométrica.

A populacéo brasileira tem um componente de ancestralidade genética com
significativa heterogeneidade, o que traz a necessidade de uma andlise especifica da
sarcopenia e da perda de massa muscular para esta populacdo, considerando sua
diversidade. EPISONO é um estudo com amostra representativa da populacédo de Sao
Paulo (idealizado para investigacdo de apneia do sono), permitindo que Nnossos
resultados ajudem outros estudos especificos desta populacéo a avaliar definicbes de
sarcopenia direcionadas as suas caracteristicas étnicas e, consequentemente, a sua

formacao genética distinta.

Outro fator a ser considerado € que maioria dos estudos que analisaram a
condigao sarcopénica - ou seus componentes - foram realizados em pessoas idosas.

45



Este trabalho apresenta dados de populagdo adulta, mostrando a importancia de
avaliacbes genéticas a fim de permitir a prevencdo da progressdo acentuada das

alteracdes da massa muscular, caracteristicas do processo de envelhecimento.

Com este trabalho, nosso objetivo é que os resultados obtidos possam ser
incorporados a outros estudos, trazendo beneficios em termos da diversidade
populacional caracteristica do povo brasileiro, que € influenciada pela genética e seus

hébitos de vida.

7.4 Composicao corporal, marcadores inflamatorios e a perda de massa

muscular

N&o obstante, a avaliacdo clinica ndo pode ser descartada e &, possivelmente,
0 primeiro contato que o paciente e o médico tém para lidar melhor com a perda de
massa magra relacionada a idade, o que nos leva a pensar que as mudancas
fisiologicas antes do diagndstico da sarcopenia - como os indices antropomeétricos —
apontam para uma correlacado precoce entre o IMMA e a composicao corporal e

devem ser investigadas por volta dos 40 anos (Dodds et al, 2014).

Nossos resultados mostraram alteracdo de frequéncia alélica para ambos os
SNPs do gene FTO (rs9928094 e rs9930333) na faixa etaria de 40 a 59 anos,
contribuindo com a informacéo de que nessa idade as variaveis de influéncia para

perda de massa muscular devem ser profundamente analisadas.

Foi encontrada alteracéo de frequéncia para o SNP do gene PTPN11 em todas
as faixas etérias. O PTPN11 tem um papel regulatério no crescimento muscular e é
altamente expresso na musculatura esquelética em humanos (Ahmad et al, 1993). Em

camundongos, a perda de Ptpnll alterou o estado proliferativo de células tronco
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musculares para um estado de repouso durante o crescimento muscular, além de
diminuir o didametro da fibra muscular e alterar no nimero de nucleos por fibra (Griger

et al, 2017).

Ao avaliar a influéncia de marcadores inflamatérios, como IL-6, IL-10 e proteina
C reativa e sua correlagdo com o IMMA ndo encontramos diferencas significativas
(dados ndo mostrados). Isso se deve, provavelmente, as caracteristicas de nossa
amostra que apresenta sobrepeso (IMC=28,2 kg/m?) e outras condi¢cdes que elevam,
marcadores inflamatorios, uma vez que 56,8% dos individuos da amostra apresentam
um quadro de sindrome metabdlica, 58,4% tém obesidade, 63,3% tém dislipidemia,
55,6% séo hipertensos e 25% tomam medicamentos para tratar a hipertensdo. Essas
condicBes de saude sdo conhecidas por alterar os valores de IL6, IL10 e proteina C
reativa e, portanto, podem interferir no estabelecimento de uma associacdo com o

IMMA.

A figura 5 sintetiza as relagfes e as vias que influenciam no desenvolvimento

da sarcopenia.
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Figura 5: Diagrama que sintetiza fatores que influenciam na sarcopenia associada ao envelhecimento.
Modificado de Report of the European Working Group on Sarcopenia in Older People (Cruz-Jentoft et
al, 2010).

7.5 Aplicabilidade dos resultados

Além de permitir uma avaliacdo precoce, os estudos genéticos podem
proporcionar uma melhor compreensdo da base evolutiva da sarcopenia em nivel
mecanicista, contribuindo para a identificacdo precoce da doenca e possibilitando a

aplicacao clinica em diferentes contextos e fases de seu desenvolvimento.

A sarcopenia € um problema de saude publica relevante e eminente, afetando
muitas pessoas durante o processo de envelhecimento. Os avancos na tecnologia
gendbmica e no perfil genético podem proporcionar a identificacdo de SNPs
relacionados ao risco e abordar novos detalhes que podem facilitar diagnésticos mais
precoces com terapias baseadas em precisdo para retardar os sintomas e manter os

adultos mais velhos autonomos por mais tempo (Dennison et al, 2017).

Estudos como este, realizados em populacdo brasileira, altamente
miscigenada, direcionam esforcos para a avaliacbes populacionais para além da
ancestralidade europeia, auxiliando a obtencdo de dados que irdo contribuir para

diagndsticos mais precisos em populacdo com background genéticos variados.

7.6 Forgas e limitagdes

Embora nosso tamanho de amostra seja pequeno (n=714), encontramos

associacOes estatisticamente significativas com 12 SNPs para perda de massa magra.

A replicagdo em uma amostra transversal ndo seria possivel, pois nosso

fendtipo foi a influéncia do IMMA nesta amostra. Embora ndo tenhamos uma coorte
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de replicacdo, acreditamos que os resultados apontam para a importancia da
prevencao, contribuindo para um progndstico preciso que pode se beneficiar do uso
de um painel genético associado a medidas corporais e avaliacdo clinica em

populacdo de ancestralidade genética como a populagéo brasileira.

E importante salientar que o fator genético ndo é uma sentenca final e o fato
de um individuo ter um marcador genético ndo concede a certeza de que ele
desenvolvera uma doencga especifica, porém os resultados podem ajudar a
compreender a fisiopatologia da sarcopenia e melhorar os cuidados médicos e o bem-

estar da populacéo idosa (Visser & Schaap, 2011)

A identificacdo desses biomarcadores pode contribuir para o diagnéstico

precoce e melhor progndstico da sarcopenia (Tan et al, 2010).
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8 Conclusoes



O presente estudo identificou 12 variagbes genéticas significativamente
associadas a diminuicdo do IMMA que podem estar potencialmente envolvidas com
0s mecanismos fisiopatologicos da perda de massa muscular em uma amostra da
populacao brasileira.

Dentre os 12 polimorfismos encontrados:

Dois estdo em genes relacionados ao sobrepeso e desenvolvimento de
obesidade,

Quatro mostraram alteracao de frequéncia alélica a depender do background
genético sendo que destes, trés estdo em regides intergénicas e outro polimorfismo
estd no gene PTPN11.

Seis estdo em genes que desempenham funcdes-chave na fisiologia do
musculo, sendo que a presenca de trés deles sugere um fator protetor na progressao
da perda de massa muscular associada a idade e a presenca de outros trés SNPs
pode levar a um risco aumentado para esta perda.

Nesta amostra ndo foi possivel encontrar associacao entre o indice de massa

muscular apendicular e biomarcadores inflamatérios.
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Anexo 1: SNPs avaliados a partir da literatura e retirados do Catadlogo GWAS/UKbiobank

N  CROMOSSOMO POSICAO SNP REF ALT
1 1 25497792 rs10158481 T A
2 1 44215828 rs2367725 C T
3 1 46989472 rs17102247 G C
4 1 67802371 rs6659932 C A
5 1 72808551 rs11209947 A T
6 1 72838529 rs1993709 G A
7 1 80734581 rs11162963 T C
8 1 86488232 rs641712 G A
9 1 96800781 rs12409479 G A
10 1 114303808 rs6679677 C A
11 1 114377568 rs2476601 G A
12 1 114433946 rs1217393 G A
13 1 173337747 rs2422345 A G
14 1 177809133 rs12735657 T C
15 1 177894287 rs506589 T C
16 1 183532580 rs17849502 G T
17 1 227776827 rs12140813 C T
18 1 229019148 rs11585386 C T
19 1 232599189 rs10910527 C T
20 1 240361446 rs16839632 A G
21 2 422144 rs62107261 T C
22 2 629601 rs6748821 G A
23 2 630070 rs66906321 C T
24 2 18509254 rs16984718 G A
25 2 25135438 rs2384060 A G
26 2 25159501 rs6738433 C G
27 2 27741237 rs780094 C T
28 2 99389870 rs10189330 G T
29 2 103012902 rs1420095 A G
30 2 141721142 rs12474609 A T
31 2 171190117 rs16858164 A G
32 2 191564757 rs744600 T G
33 2 191933283 rs13389408 T C
34 2 191973034 rs10174238 A G
35 2 198929806 rs7572733 C T
36 2 211608379 rs4673553 T G
37 2 238270894 rs10202497 C A
38 3 58183636 rs35677470 G A
39 3 105772040 rs60328885 G A
40 3 115069149 rs10514758 T G
41 3 120585315 rs322458 C T
42 3 141093285 rs7624084 C T
43 3 156102734 rs3772255 C T
a4 3 160159921 rs11706810 T C
45 3 160312921 rs112846137 G T
46 3 162681995 rs1425609 G A
a7 3 168686676 rs16852912 C T
48 3 170272967 rs115474151 T A
49 4 956047 rs6599390 G A
50 4 965720 rs13101828 A G
51 4 980464 rs4690220 A G
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52 4 2752425 rs10937913 G A
53 4 9920347 rs10805346 T C
54 4 9926967 rs13129697 T G
55 4 9985596 rs7680126 A G
56 4 45181334 rs12507026 A T
57 4 45184907 rs13104545 G A
58 4 89039082 rs1481012 A G
59 4 89052323 rs2231142 G T
60 4 96363012 rs3846455 C G
61 4 103188709 rs13107325 C T
62 4 103198082 rs13135092 A G
63 4 124155197 rs303143 A G
64 5 1287340 rs2736099 G A
65 5 10517908 rs4702698 A G
66 5 73847916 rs76662990 A G
67 5 122665465 rs112446794 C T
68 5 150438477 rs4958880 C A
69 5 152639677 rs3112530 G A
70 5 156139569 rs157350 A G
71 5 159928876 rs4921293 A G
72 5 162998515 rs294588 C T
73 5 178086924 rs7711186 T C
74 6 858970 rs1572438 C T
75 6 18110556 rs6915893 C T
76 6 18114246 rs143093668 C T
77 6 25624800 rs73397619 T C
78 6 34728071 rs75398113 G C
79 6 50817748 rs57988840 T A
80 6 80466124 rs6925255 G A
81 6 106569270 rs802791 C T
82 6 138243739 rs58721818 C T
83 6 161333937 rs1247318 G C
84 6 161933935 rs16892673 G A
85 7 7693919 rs12538804 A G
86 7 12263800 rs11509153 A G
87 7 16944069 rs74665712 C T
88 7 17065965 rs1029576 C G
89 7 22027212 rs7783529 C T
90 7 24719606 rs2529049 G A
91 7 51698193 rs10279826 C A
92 7 86696714 rs1476587 A G
93 7 93691744 rs9918668 G A
94 7 99207876 rs7792939 T C
95 7 114322124 rs13226763 C T
96 7 128589633 rs10954214 T C
97 7 128647942 rs13238352 C T
98 7 142835239 rs9986765 A G
99 7 150524681 rs10952289 T C
100 8 1216767 rs34130287 G C
101 8 11333521 rs17799348 C T
102 8 11341880 rs2736337 T C
103 8 74685404 rs2046180 T G
104 8 90883803 rs2091921 T C
105 8 118707726 rs3115775 T C
106 9 76115818 rs383182 T C
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107 10 38218259 rs1005277 C A
108 10 50026020 rs7919656 G A
109 11 633689 rs7929541 T C
110 11 33384447 rs7927262 C T
111 11 36492191 rs570676 C T
112 11 61570783 rs174547 T C
113 11 61571382 rs174549 G A
114 11 64358265 rs524023 C T
115 11 74394369 rs11236213 G A
116 11 86108474 rs4944571 A G
117 11 124017493 rs4936894 G A
118 12 14115482 rs4764043 C T
119 12 15032860 rs34464763 T A
120 12 30113883 rs1463605 C G
121 12 45843490 rs10880784 G T
122 12 50263148 rs7132908 G A
123 12 51703834 rs766903 A G
124 12 109980516 rs7956536 T C
125 12 112871372 rs11066301 A G
126 13 33585338 rs75535087 C T
127 13 33587329 rs397703 T C
128 13 33587652 rs398655 A C
129 13 33592070 rs562020 G A
130 13 33592193 rs495392 C A
131 13 33592313 rs73176817 T C
132 13 33592527 rs425686 G C
133 13 33592755 rs568461 T C
134 13 33592777 rs575536 C T
135 13 33593270 rs2283368 T C
136 13 33594156 rs499091 A G
137 13 33595128 rs211234 G A
138 13 33598987 rs526906 G A
139 13 33599198 rs525014 G A
140 13 33600815 rs9526952 G A
141 13 33604321 rs12867024 T C
142 13 33606057 rs563925 C A
143 13 33606669 rs508394 C A
144 13 33607814 rs9536234 C T
145 13 33610711 rs7982726 T C
146 13 33611114 rs569546 A G
147 13 33611193 rs8000084 C T
148 13 33613132 rs685417 A G
149 13 33613579 rs9526998 G A
150 13 33615948 rs1334928 T G
151 13 33616067 rs2516571 A G
152 13 33617174 rs2320762 T G
153 13 33622695 rs1888057 C T
154 13 33622817 rs657049 A G
155 13 33622882 rs497050 T C
156 13 33622962 rs2283370 C T
157 13 33623164 rs2249358 A G
158 13 33624175 rs683907 T C
159 13 33624506 rs9563121 C T
160 13 33625012 rs7987923 C T
161 13 33627693 rs9527024 G A
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162 13 33628193 rs9527025 G C
163 13 33628239 rs9527026 G A
164 13 33634983 rs564481 C T
165 13 33635463 rs648202 C T
166 13 33637539 rs9563124 A G
167 13 33642016 rs9315202 C T
168 13 33643904 rs677332 A G
169 13 48387722 rs8001976 C T
170 13 50986118 rs201789 C T
171 13 51099577 rs3118903 G A
172 13 57529602 rs9527561 A G
173 14 42053901 rs1950832 C T
174 15 25772908 rs7402241 C T
175 15 58327347 rs2899611 T G
176 15 76298132 rs4886755 A G
177 15 86369430 rs7176093 G A
178 16 24600412 rs143459567 C T
179 16 28620800 rs3760091 C G
180 16 53799905 rs9928094 A G
181 16 53799977 rs9930333 T G
182 16 53912364 rs8061064 T A
183 16 85994484 rs35929052 C T
184 17 38066267 rs1008723 G T
185 17 53102367 rs78781855 T G
186 17 53404725 rs11079160 A T
187 17 71527243 rs9905921 T C
188 17 77265878 rs1000791 T A
189 18 39510074 rs4447506 G A
190 18 46592408 rs62102286 T G
191 18 57848531 rs2168711 T C
192 18 69231235 rs8096590 G A
193 19 3927771 rs10412199 G A
194 19 10462513 rs11085725 C T
195 19 50121274 rs76246107 G A
196 19 55818225 rs79723785 T C
197 20 19749957 rs2069126 G A
198 20 19759942 rs4813371 T A
199 20 34025756 rs143384 G A
200 20 41234578 rs7263077 A G
201 20 48283633 rs17723576 A G
202 20 62413993 rs6011111 C A
203 22 27370782 rs2213767 C T
204 22 27915946 rs11705126 G C
205 22 46982293 rs9616064 C T

Fonte: GWAS catalog: https://www.ebi.ac.uk/gwas/

Buniello A, MacArthur JAL, Cerezo M, Harris LW, Hayhurst J, Malangone C, McMahon A, Morales J,
Mountjoy E, Sollis E, Suveges D, Vrousgou O, Whetzel PL, Amode R, Guillen JA, Riat HS, Trevanion SJ,
Hall P, Junkins H, Flicek P, Burdett T, Hindorff LA, Cunningham F and Parkinson H.

The NHGRI-EBI GWAS Catalog of published genome-wide association studies, targeted arrays and
summary statistics 2019. Nucleic Acids Research, 2019, Vol. 47 (Database issue): D1005-D1012
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Anexo 2: Questiondrio sobre saude geral

UNIFESP

BABREWHRARE §
NN T T e

NIVERSIDADE FEDERA|

1.1 Quais das doencgas citadas abaixo vocé apresentou/desenvolveu nos Ultimos 10 anos? Foram
diagnosticadas por um médico? H& quanto tempo? Fez tratamento? Ainda faz tratamento/uso de
medicacdo para essa doenca assinalada?

& : P Pertinente se
Questdes pertinentes se A="Sim D="Sim"
A B. Em que ano foi E.eASgda
. - diagnosticado pela C. Ainda D. Fez
Diagnostica L2 o (et fazendo
do por primeira vez? (deixar | tem essa algum tratamento
médico? em branco se ndo doenca? | tratamento? atualmente
' lembra) >
Hipertensao arterial __|Néo | ano __|N&o | |N&o |__|N&o
1.1.1 P . - . : .
T (presséo alta) |_|Sim | __|[N&o lembra |__|Sim [_|Sim |__|Sim
. ~ |__IN&o |__]ano |__IN&o |__INao |__IN&o
1.1.2 Hipertensao pulmonar | |Sim | |N&o lembra | |Sim | |Sim | |Sim
- . |__IN&o |__]ano |__INao |__INao |__IN&o
1.13 Arritmia cardiaca __ISim |__INGo lembra _Isim | [ _|sim __ISim
. . |__|N&o |__|ano |__|N&o |__IN&o |__IN&o
1.1.4 1 Angina (dor no peito) _Isim | [No lembra Cisim | [_Isim [ ISim
Infarto do miocardio __|Né&o | ano __|N&o __|N&o |__|N&o
115 . ; p ) ; )
o (trombose coronariana) |__[Sim |__IN&o lembra |__ISim [__ISim |__ISim
S . |__|[N&o |__|ano |__|N&o |__IN&o |__IN&o
1.1.6 Insuficiéncia cardiaca i |Sim | |N&o lembra i |Sim [ |Sim i |Sim
|__|[N&o |__|ano |__|N&o |__|N&o |__|N&o
LL7 Doenga valvular | |Sim | |N&o lembra Isim | [ [Sim | |Sim
|__|[N&o |__|ano |__|N&o |__|N&o |__|N&o
118 Glaucoma L ISim | |N&o lembra Cisim | [ Isim L ISim
AVC (acidente vascular
110 | “ompde e | Lo | e | Lo | | | | e
- aqu quemie |_|Sim |__|N&o lembra |_|Sim |_|Sim |_|Sim
transitério que néo deixou — —
sequela)
11.10 Doenca neurol6gica |__IN&o |__]ano |__INao |__INao |__IN&o
o (epilepsia e convulsdes) |__[Sim |__IN&o lembra |__ISim |__ISim |__ISim
. |__|[N&o |__|ano |__|N&o |__IN&o |__IN&o
1111 Desmaios | |Sim | |N&o lembra L Isim | [ _ISim | |Sim
, |__|[N&o |__|ano |__|N&o |__|N&o |__|N&o
1112 Doenga dos rins _ISim |__|No lembra Isim | [_JSim L ISim
11.13 Tumor benigno. Em que |__IN&o |__|ano |__IN&o |__IN&o |__IN&o
" orgao? |__|Sim |__|N&o lembra |__|Sim [__|Sim |__|Sim
1114 Tumor maligno (cancer). Em |__IN&o |__]ano |__IN&o |__IN&o |__IN&o
o gue 6rgéo? |__[Sim |__IN&o lembra |__[Sim [__[Sim |__|Sim
. |__|N&o |__|ano |__|N&o |__|N&o |__|N&o
1115 Diabetes __|Sim |__INGo lembra sim | | _|sim __ISim
- |__IN&o |__|ano |__IN&o |__IN&o |__|N&o
1.1.16 Problema da tireoide Isim |__N&o lembra Isim Isim Isim
1117 Outro problema ou doenca. |__IN&o |__|ano |__IN&o |__IN&o |__IN&o
" Qual? |__|Sim |__|N&o lembra |__|Sim [__|Sim |__|Sim
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1.2 Nos ultimos 7 anos, alguém na familia morreu de repente sem ser por acidente?

|__IN&o
|__|Sim

1.3 O (a) Sr(a) tem dor nas pernas quando caminha?

|__|N&o
|__|Sim

1.4 Alguma vez na vida o(a) Sr(a) fez algum procedimento de cirurgia de "ponte de safena", angioplastia
coronariana, cateterismo, ou colocou "stents" (proteses metalicas) no coracdo devido a problemas
cardiovasculares?

|__|N&o
[__|Sim

1.4.1 Em que més(es) e ano(s) isso ocorreu

1.4.2 Quantas vezes isso ocorreu?
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Anexo 3: Carta de aprovacdo do projeto no Comité de Etica em Pesquisa da Unifesp n° 0748/2020.

UNIFESP COMITE DE ETICA EM
Aiieniis  PESQUISA DA UNIVERSIDADE « w«m
ALESWEELLL  EEDERAL DE SAO PAULO/CEP

- UNIFESP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Andlise genética de fatores associados a sarcopenia no estudo populacional
EPISONO: uma avaliagao longit

Pesquisador: Vania DAImeida

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que nao necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 2

CAAE: 34388820.8.0000.5505

Instituicao Proponente: Universidade Federal de Sao Paulo - UNIFESP/EPM
Patrocinador Principal: Associagdo Fundo de Incentivo a Pesquisa

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.332.448

Apresentacao do Projeto:

-Projeto CEP/UNIFESP n:0748/2020 (parecer final)

-Trata-se de Projeto de MESTRADO de SYLVIA MARIA AFFONSO DA SILVA. Orientadora: Profa. Dra.
Vania DAImeida; Co-orientador: Prof. Dr. Ronaldo Delmonte Piovezan;

Equipe: Sergio Tufik; Monica Levy Andersen; Priscila Farias Tempaku;

-Projeto vinculado ao Departamento de Psicobiologia, Campus Séo Paulo, Escola Paulista de Medicina,
UNIFESP.

-As informagdes elencadas nos campos "Apresentacéo do Projeto", "Objetivo da Pesquisa" e "Avaliagdo dos
Riscos e Beneficios" foram retiradas do arquivo Informagées Basicas da Pesquisa
(PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_1565948.pdf, gerado em 22/6/2020)

APRESENTAGAO: Em 2050, cerca de 20% dos habitantes do planeta terdo mais de 60 anos; no Brasil, no
mesmo ano, atingiremos a sexta posi¢cdo de pais mais populoso, concentrando 30% da populagéo acima de
60 anos. Com o aumento dessa expectativa de vida surgem, concomitantemente, doengas associadas ao
processo de envelhecimento, tais como alteragdes na composig¢ao corporal, diminuicdo da fungéao e
desempenho neuromuscular influenciam na

Enderego: Rua Botucatu, 740

Bairro: VILA CLEMENTINO CEP: 04.023-900
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)5571-1062 Fax: (11)5539-7162 E-mail: cep@unifesp.br
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qualidade de vida e independéncia do idoso. Uma das causas de fragilidade muscular no idoso é a
sarcopenia, que € uma doenga multifatorial com diagnéstico dificil. Um dos mecanismos pelo qual é possivel
explicar o aparecimento ou a progressado da sarcopenia é o background genético. Assim, o objetivo do
projeto é identificar variantes genéticas associadas as medidas antropométricas existentes e estabelecer
mais um ponto de andlise para agregar ao diagnéstico da sarcopenia. Para isso, seréao utilizados dados de
participantes do estudo de coorte longitudinal EPISONO em idade precoce (40 anos no momento basal do
estudo) para verificar se a presenca das referidas variantes de risco, podem ser associadas as modificagdes
estruturais e fisiolégicas dos pacientes analisados no seguimento do estudo (2015). O material genético
(DNA) dos pacientes foi extraido de sangue periférico pelo método Salting out e analisado por microarrays
com beads, para genotipagem de marcadores polimérficos (SNPs). O estudo de associagao genética em
larga escala (GWAS — Genome-wide association study) sera aplicado para avaliar SNPs associados as
alteragdes fisicas musculares e marcadores inflamatérios em relagao ao fenétipo/diagnéstico de sarcopenia.
A inser¢ao de mais uma dimensao de analise no diagnéstico da sarcopenia pode permitir uma intervengao
precoce, com o objetivo de proteger a musculatura do idoso, diminuindo risco de quedas e contribuindo para
a manutengao de sua independéncia e qualidade de vida, além de auxiliar na prevengao de internagdes
decorrentes de problemas de equilibrio e marcha, minimizando os impactos no sistema de satde de longas
e continuas hospitalizagdes.

-HIPOTESE: Considerando a auséncia de consenso na literatura a respeito do diagnéstico da sarcopenia,
hipotetizamos que marcadores genéticos podem auxiliar no diagnéstico precoce, possibilitando intervencdes
que previnam a evolugéo acentuada da doenga.

Objetivo da Pesquisa:

-OBJETIVO PRIMARIO: Avaliar a frequéncia de variantes genéticas associadas & atividade muscular, a
inflamagéo e a obesidade na populagao acima de 40 anos do estudo EPISONO 2007 e 2015.
-OBJETIVO SECUNDARIO: Analisar a frequéncia alélica de genes relacionados aos processos
inflamatérios: IL-6, IL-10, KLOTHO;Analisar a frequéncia alélica de genes relacionados a obesidade: FTO e
polimorfismos de sobrepeso;Analisar a frequéncia alélica de genes relacionados a forga muscular: Alfa-
actina 3 (ACTN3; R577X);Propor um modelo de associagdo genética com as variaveis antropométricas e
suas alteragdes ao longo das avaliagées basais e de seguimento para contribuir com caracterizagéao do
diagnéstico da sarcopenia.
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Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Em relagédo aos riscos e beneficios, o pesquisador declara:

-RISCOS: Nao ha risco diretamente associado, uma vez que os dados ja foram coletados em ambos
periodos do projeto (basal, 2007 e seguimento, 2015).

-BENEFICIOS: Com o envelhecimento populacional, cerca de 20% dos habitantes do planeta terdo acima
de 60 anos em 2050. No Brasil, no mesmo ano, atingiremos a sexta posicao de pais mais populoso,
concentrando 30% da populagdo com mais de 60 anos. Em idosos, as quedas representam o principal fator
de alto custo, sendo um evento particularmente relevante, uma vez que pode restringir atividades diarias. O
diagnoéstico precoce da perda de massa muscular (sarcopenia) pode reduzir o risco de quedas e fraturas,
melhorando a qualidade de vida e a independéncia da pessoa em idade avancgada. A inser¢édo da variavel
genética auxiliara o prognéstico da doenga, ja que fatores genéticos e hormonais contribuem para o
desenvolvimento da sarcopenia. Estabelecer uma relagéo entre elas auxiliara no entendimento da histéria
natural da doenca.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

TIPO DE ESTUDO: Trata-se de um estudo longitudinal observacional no qual serao utilizadas amostras dos
participantes do projeto EPISONO de 2007 (basal) e 2015 (seguimento). O protocolo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Sdo Paulo (CEP 0593/06) e registrado em
ClinicalTrials.gov (namero: NCT00596713; nome: Epidemiology of sleep disturbances among adult
population of the Sao Paulo City).

LOCAL: Departamento de Psicobiologia, Escola Paulista de Medicina, UNIFESP.

PARTICIPANTES: serao incluidas amostras de 715 participantes.
-Critério de Inclusao: Serao utilizados dados dos participantes de ambos os sexos e com idade acima de 40
anos no momento basal da pesquisa (2007).

PROCEDIMENTOS:

PRoJETO ANTERIOR: O EPISONO é o maior estudo epidemiolégico de sono da América Latina. O projeto
EPISONO, do qual o presente projeto é um subprojeto, foi um estudo de base populacional com o objetivo
de estabelecer um perfil epidemiolégico de disturbios de sono da populagao adulta
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da cidade de Sao Paulo. O estudo consistiu em aplicagdes de questionarios, polissonografia, coleta de
sangue para exames de andlises clinicas, bioquimicas, imunolégicas e extragdo do DNA de todos os
voluntérios selecionados. O nimero de voluntarios foi estipulado de modo que correspondessem a uma
amostra representativa da populagao da cidade de Sao Paulo em 2007, de acordo com o género, idade (20-
80 anos) e nivel sécio econémico. Em 2015 os participantes foram reconvocados para realizagdo dos
mesmos procedimentos. O protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Sao Paulo (CEP 610514/2014). Todos os voluntarios leram e assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido nos dois momentos da pesquisa: basal e seguimento. O EPISONO teve
1.042 individuos adultos em 2007 e 715 em 2015, compondo uma amostra representativa da populacao da
cidade de Sao Paulo e sua evolugdo ao longo de oito anos. Apesar de muitas analises ja terem sido
realizadas com esse banco de dados, nenhuma se direcionou da avaliagdo genética, variaveis fisicas
(antropométricas) e o possivel diagnéstico de sarcopenia.

PRESENTE PROJETO: Serao utilizados os dados de medidas fisicas, antropométricas, analises
laboratoriais, carga genética de SNPS especificos para alteragées musculares, obesidade e marcadores
inflamatérios do estudo populacional EPISONO, realizado em 2007 e seu seguimento em 2015.
Genotipagem de polimorfismos em larga escala: O estudo de associagao genética em larga escala (GWAS
— Genome-wide association study) de alteragdes fisicas musculares e marcadores inflamatérios com
fenétipos/diagnéstico de sarcopenia proposto neste projeto sera realizado nas amostras de DNA de todos os
participantes do estudo EPISONO de 2007 e andlises antropométricas e laboratoriais dos participantes de
2015.

(mais informagdes, ver projeto detalhado).

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

1- Foram apresentados os principais documentos: folha de rosto; projeto completo; cépia do cadastro
CEP/UNIFESP, orgcamento financeiro e cronograma apresentados.

2- Propde dispensa do TCLE. Justificativa: As amostras que serao utilizadas no projeto “Andlise genética de
fatores associados a sarcopenia no estudo populacional EPISONO: uma avaliagédo longitudinal” séo
provenientes dos projetos: “Epidemiologia do sono na cidade de Sao Paulo — EpiSono 2006 (versao 2006)”
aprovado pelo Cémite de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Sao Paulo (CEP 0593/06) e
“Epidemiologia do sono na cidade de Sao Paulo: seguimento dos
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voluntarios do estudo de base Episono” aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Sao Paulo (CEP 610514/2014). Todos os voluntarios leram e assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE), no qual ja havia a autorizagdo da analise de marcadores
genéticos (conforme aprovagao colocada anexo), portanto para o presente projeto acreditamos que nao seja
necessario a assinatura de novo TCLE. (Justificativa_Ausencia_TCLE_SylviaMaria.pdf, postado em
2/6/2020)

3- outros documentos importantes anexados na Plataforma Brasil:

a)- declaracdo de financiamento da Associagdao Fundo de Incentivo a Pesquisa - AFIP
(Carta_patrocinador_SylviaMaria.pdf, postado em 22/6/2020)

b)- Autorizagdo dos pesquisadores responsaveis pelo projeto anterior para os uso das amostras
(Declaracao_pesquisadores_aprovacao_anterior_SylviaMaria.pdf, postado em 2/6/2020)

c)- anuéncia do chefe do departamento de Psicobiologia (Carta_Anuencia_Depto_Psicobiologia.pdf, postado
em 22/6/2020)

d) TCLEs aplicados nos projetos relacionados anteriores: EPISONO 2007 e 2015

Recomendacoes:
Sem recomendagbtes

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Respostas ao parecer n° 4197327 de 06 de Agosto de 2020. PROJETO APROVADO.

Apbs andlise das respostas de pendéncias elencadas abaixo e dos TCLEs aplicados nos projetos EPISONO
2007 e 2015, este relator considera o projeto aprovado.

PENDENCIA 1- Foi informado que o presente estudo sera um subprojeto de estudos (EPISONO) ja
realizados e com aprovacgao desse comité. Neste sentido, & necessario que seja informado qual o titulo dos
referidos projetos, nome do pesquisador responsavel e nimero CAAE dos projetos. Solicitamos também que
os seguintes documentos, referentes aos projetos anteriores, sejam anexados na Plataforma Brasil para
compor os documentos necessarios para a presente submissao

a) carta de aprovagdo CEP/UNIFESP dos projetos anteriores

RESPOSTA: Cartas de aprovagdo de ambos estudos inseridas na plataforma com arquivos de nome
Parecer CEP 2007 e Parecer CEP 2015.

0O estudo basal de 2007 foi aprovado pelo Comité de Etica da UNIFESP 0593/06 o estudo de
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seguimento de 2015 com o nimero 2014/610514.

b) TCLEs referente aos projetos anteriores: este documento é importante para avaliar quais os termos
com os quais os participantes de pesquisa concordaram

RESPOSTA:Termos de Consentimento Livre e Esclarecidos (TCLE) de ambos projetos inseridos na
Plataforma com documentos de nome TCLE Episono 2007 e TCLE Episono 2015

Obs.: se algum dos novos objetivos ou procedimentos propostos neste presente projeto nao estiverem
contemplados no TCLE anterior, devera ser elaborado e aplicado novo TCLE em que estejam inseridas as
novas informagdes.

RESPOSTA:Nao serao realizadas novas andlises de quaisquer materiais coletados dos estudos anteriores.
As amostras que serdo utilizadas no projeto “analise genética de fatores associados a sarcopenia no estudo
populacional Episono: uma avaliagao longitudinal” sdo provenientes dos projetos: “epidemiologia do sono na
cidade de Sao Paulo — Episono 2006 (versao 2006)” aprovado pelo Cémite de ética em pesquisa da
universidade federal de Sao Paulo (cep 0593/06) e “epidemiologia do sono na cidade de Sao Paulo:
seguimento dos voluntarios do estudo de base Episono” aprovado pelo comité de ética em pesquisa da
universidade federal de Sao Paulo (cep 610514/2014). Todos os voluntarios leram e assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE), no qual ja havia a autorizagdo de avaliagbes genéticas
associadas e analise de marcadores genéticos.

Conforme o objetivo disposto no TCLE de 2007: "esse estudo tem, portanto, o objetivo de verificar o padrao
de sono...e indices de satude bem com as variagdes genéticas possivelmente associadas a estes padroes..."
e no TCLE 2015: "objetivo deste estudo de seguimento é reavaliar o seu sono e os indices de saude...em
longo prazo, no risco de desenvolvimento de doencas, intercorréncias e prejuizos a qualidade de vida."
Diante disso, entendemos que os dois termos, previamente aplicados, abarcam e respeitam as analises que
ja foram realizadas e serao aprimoradas, a fim de contribuir para o entendimento no risco de
desenvolvimento de doengas na populacdo de Sdo Paulo. Sabemos que nossa populagdo esta
envelhecendo, e poder usar os dados de projetos existentes para examinar as alteragdes ao longo dos anos
é de interesse de saude publica e previsto nos termos anteriormente aplicados.

Em relagdo a solicitagao de dispensa de TCLE: o fato de o participante ter assinado um TCLE anteriormente
nao o dispensa de nova assinatura, principalmente se os dados ou amostras
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biolbgicas coletados anteriormente forem reanalisados para outros fins. Além disso, o pedido de dispensa
deve ser mais bem embasado. Assim, solicitamos que avaliem a pertinéncia do pedido e, caso entendam
que cabe a dispensa, apresentem um novo pedido reformulado e embasado em seus termos

Anexado pedido de dispensa atualizado, doc: Justificativa_ausencia_TCLE_SylviaMaria

PENDENCIA 2-O nimero amostral nao esta claro: ndo consta no projeto o nimero exato de participantes a
serem incluidos, enquanto no formulario eletrénico consta como nimero amostral 715 participantes. Além
disso, é preciso dar mais detalhes da populagdo envolvida, tais como faixa etaria, sexo, nivel
socioecondmico, local de residéncia, entre outros. Favor adequar.

RESPOSTA:O estudo realizado em 2007 (analise basal) contou com 1.042 individuos adultos e 715
individuos adultos em 2015 (seguimento dos individuos de 2007). Serdo utilizados no atual projeto os
individuos que estdo em ambos os estudos, portanto, o nimero maximo sera de 715 individuos.
Seréo incluidos os individuos de ambos os sexos, acima de 40 anos e com dados de variaveis fisicas
(antropométricas), laboratoriais e avaliagdo genética em 2007 e 2015 com as informagdes inerentes e
exclusivas do banco de dados. N@o ha critérios de exclusdo para nivel socioeconémico ou local de
residéncia.

Sendo assim, somente apés a analise dos bancos de dados, utilizando os critérios acima expostos (ambos
os sexos, acima de 40 anos e variaveis em 2007 e 2015) é que a pesquisadora sabera o namero final real.
Preferimos considerar o nimero méaximo de 715 para dar uma dimensao se que o numero final ndo sera
maior do que este pelos motivos acima apresentados.

Nenhuma nova coleta sera realizada e nenhum objetivo diferente do que disposto no TCLE sera realizado.

PENDENCIA 3- Adequar, no formulario de informagdes basicas da Plataforma Brasil, o campo “Riscos”:
Conforme orientagdo da CONEP, lembramos que qualquer pesquisa com seres humanos pode causar
algum risco, por minimo que seja. No que diz respeito a esta pesquisa, por exemplo, a possibilidade de
quebra de sigilo das informagdes dos participantes poderia se configurar como um risco para os
participantes e instituices envolvidas.

RESPOSTA:Acrescentamos no formulario a justificativa sobre auséncia de risco diretamente
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associado, uma vez que os dados ja foram coletados em ambos periodos do projeto (basal, 2007 e
seguimento, 2015). Com relagcdo a quebra de sigilo e de acordo com o TCLE dos projetos, as informagdes
nao sdo divulgadas individualmente e os voluntarios nao sao identificados em nenhuma etapa do presente
projeto.

A pesquisadora que analisara os dados ndao tem conhecimento dos individuos que participaram dos dois
estudos anteriores e o banco de dados disponivel refere-se somente as variaveis de interesse, estando o
banco completo em posse dos coordenadores dos estudos anteriores e protegidos por senha,
disponibilizados em hardwares confidenciais.

PENDENCIA 4- Caso seja solicitada dispensa de TCLE, deve ser enviada declaragao, assinada pelo
pesquisador principal, de garantia de sigilo e anonimizagao dos dados e de responsabilizagéo por qualquer
problema em relagdo a quebra de sigilo dos participantes. Neste documento deve constar que o
pesquisador esta ciente que devera obter os dados dos participantes ja anonimizados a partir do banco de
dados em que se encontram e orientar os demais pesquisadores envolvidos no projeto sobre o sigilo dos
mesmos.

RESPOSTA:Declaragao anexada no sistema com o documento de nome: declaragdo dados anonimizados

PENDENCIA 5- o cronograma (anexado na plataforma Brasil, no formulario de informagdes basicas da
Plataforma Brasil) deve ser readequado/ajustado: deve ser levado em consideragdo o tempo para a
tramitacdo do projeto no CEP UNIFESP. Uma vez que o projeto ainda esta pendente, ndo havera tempo
habil para que ja esteja em andamento em 01/07/2020.

RESPOSTA:(cronograma anexado ao projeto)

Consideracoes Finais a critério do CEP:

1 - O CEP informa que a partir desta data de aprovagao toda proposta de modificagdo ao projeto original,
incluindo necessarias mudangas no cronograma da pesquisa, devera ser encaminhada por meio de emenda
pela Plataforma Brasil.

2 - O CEP informa que a partir desta data de aprovagéo, € necessario o envio de relatérios parciais
(semestralmente), e o relatério final, quando do término do estudo, por meio de notificagdo pela Plataforma
Brasil.
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Necessita Apreciacao da CONEP:
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SAO PAULO, 11 de Outubro de 2020

Assinado por:

Miguel Roberto Jorge
(Coordenador(a))
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Servigo Publico Federal
Universidade Federal de Sao Paulo
Pré-Reitoria de Pés-Graduacéo e Pesquisa
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HISTORICO ACADEMICO
Nome: SYLVIA MARIA AFFONSO DA SILVA
Sexo: F Nascimento: 03/12/1979
CPF: 268.720.228-25 RG: 30.927.320-1-SSP/SP
N° da Matricula: 29369 Inicio: 01/11/2020
Situagdo: EM CURSO Homologacéo do Titulo:

Forma de Ingresso: REGULAR

Programa: PSICOBIOLOGIA

Reconhecido de acordo com o disponsto na Portaria MEC n° 609 de 14/03/2019, D.O.U. de 18/03/2019.

Naturalidade: SAO PAULO/SP

N° da Pasta: 20200100527

Nivel: MESTRADO

Titulo da Tese: ANALISE GENETICA DE FATORES ASSOCIADOS A PERDA DE MASSA MAGRA NO ESTU

POPULACIONAL EPISONO: UMA AVALIACAO TRANSVERSAL
Orientador(a): VANIA D ALMEIDA

1° Lingua Estrangeira: INGLES

Graduacio: CIENCIAS BIOLOGICAS
[nstituicdo: CENTRO UNIVERSITARIO SAO C
Inicio: 1998 Término: 2001

Unidade Curricular
Atividade Fisica e Saide Mental
CURSO EM MEDICINA GENOMICA (OFTALMOLOGIA)

EMOCAO E SAUDE MENTAL EM POPULACAO EM SITUACAO DE RUA: DAS
MOLECULAS A SOCIEDADE

ESTATISTICA APLICADA A PSICOBIOLOGIA
METODOLOGIA DE PESQUISA EM SAUDE MENTAL
PRINCIPIOS BASICOS EM PSICOBIOLOGIA
PRINCIPIOS ETICOS NA PESQUISA CIENTIFICA
RIGOR ETICO NA PESQUISA EM ANIMAIS

TOPICOS ESPECIAIS E ATUALIDADES EM SONO E SOCIEDADE: ASPECTOS
BASICOS E COMPORTAMENTALIS

TOPICOS ESPECIAIS E ATUALIDADES EM SONO E SOCIEDADE: MODELOS DE
INTERVENCOES

Legenda:

A-Otimo / B-Bom / C-Regular / D-Insuficiente

Cursos realizados até dia 31/12/2011: 1 crédito = 12 Horas
Cursos realizados a partir de 01/01/2012: 1 crédito = 15 Horas

Créditos necessdrios para 0o MESTRADO: 25
Sao Paulo, 25 de agosto de 2022

Defesa:

2° Lingua Estrangeira:

Ano
2020
2017

2021

2017
2016
2019
2017
2016

2021

2021

Freq.

100
100

100

100
100
88
100
85

100

100

Conceito
A

> W ww > >

A

Total de créditos:

Rua Pedro de Toledo, 650 2° Andar Vila Clementino - CEP 04039002 - S&o Paulo - SP - Brasil

Tel.: - Campus: SAO PAULO
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Anexo 5: Aprovagdo qualificagdo do Mestrado realizada em maio de 2022 de, online e publica

UNIFESP

B ——
iﬂﬂ‘ﬂiﬁ Escola Paulista de Medicina

Programa de Pés-Graduoglo em Psicoblologla

Parecer sobre o Exame de Qualificagio Mestrado

Nome da aluna: Sylvia Maria Affonso da Silva
Data: 04 de malo de 2022 - Horario: 09h00 — on-ine

Favor justificar os itens com conceito Regular e Insatisfatério no campo Observagdes

Conceito final do item Manuscrito | ( ) Excelente

(x ) Bom

( ) Regular

( ) Insatisfatério

Conceito final do item Aula ( ) Excelente

(x)Bom

( ) Regular

( ) Insatisfatério

Conceito final do item Arguicio | ( ) Excelente

(x)Bom

( ) Regular

( ) Insatisfatorio

Conceito final das Atividades ( ) Excelente
Complementares (x ) Bom

( ) Regular

( ) Insatisfatdrio

Observagbes:

Vérias sugestdes foram feitas pela banca para melhoria do artigo antes que ele seja
enviado para publicagio.

Rua Botcatu, 862 - Ed de Ciéncias Biomédicas - |* andar
Vila Clementino — S30 Paulo - SP - Brasil - CEP: 04023-062
Fone: 35 11 21490155 e-mall: ppg psicoblloglaGunifesp br
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Anexo 5: Artigo cientifico publicado durante o desenvolvimento do mestrado que avaliou SNPs para

apneia

Sleep Medicine 83 (2021) 210-213

Contents lists available at ScienceDirect

Sleep Medicine
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The core features of obstructive sleep apnea (OSA) can potentially contribute to the acceleration of
telomere shortening mechanisms. Other factor associated with telomeres is Klotho gene as it can
negatively regulates telomerase activity. Noteworthy, KLOTHO protein level has recently been associated
with OSA. In this sense, it was plausible to hypothesize that OSA would be associated with short telomere
length and those with OSA plus risk single nucleotide polymorphisms (SNPs) in Klotho gene would
present even shorter telomere length. As part of the EPISONO cohort, 1042 individuals answered
questionnaires, underwent polysomnography and had blood collected for DNA extraction. OSA was
defined according to AHI> 15 events/hour. Leukocyte telomere length (LTL) was measured through real-
time polymerase chain reaction (qQPCR) and Klotho SNPs were genotyped by array. Mediation analyses
considered the presence of SNPs in Klotho gene and how this interaction can affect OSA and its conse-
quence in telomere length. All the analyses were corrected for multiple comparisons. LTL was signifi-
cantly shorter in OSA compared to controls in a severity-dependent manner (B = 0.055; CI = 0.007
—0.102; p = 0.02). Among the 43 Klotho SNPs analyzed, we observed that 4 SNPs (rs525014, rs7982726,
rs685417 and rs9563124) significantly mediated the association between OSA and short LTL. Klotho gene
opens a new venue in OSA research since it can contribute in the increase of knowledge of the mech-
anisms involved in the consequences of short telomeres in individuals with OSA.
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