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Resumo

Os estudos em familias nucleares possibilitam a avaliacdo da existéncia de agregacdo familiar numa
dada caracteristica, permitindo avaliar o quanto da variacdo dessa caracteristica na populagéo pode ser
atribuida a variacdo genética existente entre os sujeitos. Os resultados desses estudos possibilitam a
elaboracao de estratégias de intervencdo mais eficientes e direcionadas, além de serem o ponto de partida
para estudos mais complexos de epidemiologia genética, como a identificacdo de genes responsaveis pela
caracteristica em analise. Nas areas de Ciéncias do Desporto e Educacéao Fisica, alguns estudos tém sido
realizados para verificar a existéncia de agregacao familiar e a influéncia genética em tracos relacionados
a estados de saude, atividade e desempenho fisicos. Entretanto, esses esforcos revelam-se escassos em
populacdes lusofonas e sdo, praticamente inexistentes, na populacédo brasileira. Dessa forma, o presente
artigo teve como proposito abordar, de forma simples e introdutdria, aspectos importantes de estudos
em familias nucleares. Para tanto, foram analisadas as duas fases iniciais dos estudos de Epidemiologia
Genética, ou seja, a identificacdo e quantificacdo da agregacao familiar e da heritabilidade. As diferentes
etapas de analise foram exemplificadas com dados reais, coletados em familias nucleares pertencentes
a um estudo realizado na cidade de Muzambinho-MG. Espera-se que esse artigo forneca subsidios e
estimulo aos pesquisadores iniciantes neste tipo de investigacao.

Unitermos: Agregacao familiar; Heritabilidade; Perimetro da cintura; Volume semanal de atividade fisica;
Muzambinho.

Introducao

Numa pesquisa cientifica é comum partir-se de
problemas complexos para descrever as varidveis em
estudo e interpretar os seus significados. Essas varidveis,
geralmente continuas, possuem um atributo essencial -
tém valores distintos entre sujeitos, apresentando uma
grande variabilidade de expressao numa dada populagao
(BOUCHARD, MALINA & PERUSSE, 1997; MAIA, SEABRA,

GARGANTA, CHAVES, SouzA & SANTOS, 2010a). Por
exemplo, em 204 adultos de ambos os sexos da cidade
de Muzambinho, o perimetro da cintura (importante
indicador de risco cardiovascular) variou de 66 a 125
cm, enquanto o volume semanal de atividade fisica
apresentou resultados que se situavam entre 0 e 5400

min/semana' (FIGURA 1).
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FIGURA 1 - Variabilidade inter-individual na distribuicao dos valores do perimetro da cintura (cm) e volume de
atividade fisica (min/semana) em adultos da cidade de Muzambinho.

A variagao quantitativa ocorrida num determinado
traco (fendtipo ou caracteristica) parece depender de
um conjunto de fatores denominados, genericamente,
de genéticos e ambientais, sendo relevante quantificar
a participagio relativa de cada um na explicagao da
variincia total da caracteristica em andlise (BEUNEN
& THowmis, 1999; BOUCHARD, MALINA & PERUSSE,
1997; BurtoN, ToBIN & Hoprper, 2005; Ferrosa
& KRIEGER, 2002; MalA et al., 2010a; Rao, 2001;
Rice & Borecki, 2001). Se a varidncia de um dado
fenétipo for explicada na sua totalidade (i.e.100%)
por fatores genéticos (como sao, por exemplo, as
caracteristicas de algumas doengas monogénicas
raras), intervengdes ambientais (como, por exemplo,
a dieta ou os fdrmacos) tém pouca chance de
conseguir modificd-lo. Porém, na medida em que o
componente ambiental ganha maior contribuigio
relativa na expressio da caracteristica, as manipulagoes
do ambiente passam a ter maior relevincia. O
conhecimento preciso e esclarecido acerca dos
modos de transmissao de determinadas caracteristicas
permite a identificagio de subconjuntos de sujeitos
aparentados com maior ou menor propensio a
apresentar aquela caracteristica, possibilitando a
intervenc¢ao atempada em individuos de maior risco.

A Epidemiologia Genética (EG) ¢ uma drea
de estudo confluente entre a Epidemiologia, a
Genética Humana e a Estatistica, que se ocupa,
genericamente, dos determinantes de um conjunto
multifacetado de fendtipos descritores de estados
patolégicos (i.e., doengas) e de saide, fazendo
a ligagdo entre fatores genéticos e ambientais

transmitidos ao longo de gera¢oes (BURTON, TOBIN
& Horper, 2005; Frrtosa & KRIEGER, 2002;
MaIA et al., 2010a). A exploragio interpretativa
oriunda da EG percorre sequencialmente diferentes
etapas(BEUNEN & THowmis, 1999; BOUCHARD,
MaLiNa & PERUSSE, 1997; BUrTON, TOBIN &
HoppER, 2005; FErTOsA & KRIEGER, 2002; MAIA et
al., 2010a; Rice & Borecki, 2001):

1) Estudos de agregagao familiar - analisam a
presenga de associagdes significantes (razao de chan-
ces, correlacoes intraclasse, andlise de variincia) de
um determinado fendtipo entre membros de uma
familia com diferentes graus de parentesco;

2) Estudos de heritabilidade - quantificam a mag-
nitude da contribui¢ao relativa da agregacao familiar
expressa pelos fatores genéticos num dado fenétipo;

3) Estudos de “linkage” - pesquisam a cossegre-
gacio (cotransmissao) de marcadores genéticos em
sujeitos aparentados com o propdsito de identificar
regides cromossdmicas que contém genes candidatos
para explicar a associagao evidenciada;

4) Estudos de associagdo - avaliam a magnitude
da relagdo entre um determinado gene candidato
e respectivos alelos e a ocorréncia do fenétipo em
causa em individuos geralmente nao aparentados,
num delineamento cldssico de caso-controle.

Este artigo aborda as duas primeiras etapas, que
s30 passos essenciais num estudo de EG, pois a
investigagdo acerca da arquitetura genética de um fe-
nétipo sé se justifica perante evidéncias inequivocas
da existéncia de agregacio familiar e de contribuigio
genética substancial nessa agregacao (Rao, 2001).
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Na literatura internacional, alguns pesquisadores
tém avaliado as contribui¢oes relativas - genéticas
e ambientais - em diversos fendtipos de satde e
atividade fisica. A heritabilidade (h?) - propor¢io
da variincia total que pode ser atribuida a fatores
genéticos - de diferentes indicadores de gordura
corporal, por exemplo, foi reportada em 19 estudos
(FERMINO, GARAGANTA, SEABRA & Maia, 2007),
enquanto nove trabalhos estimaram o contributo
genético para os niveis de atividade fisica (CHAVES,
SouzaA, SANTOS, GARGANTA, SEABRA & MaAlIa, 2010).

A pesquisa centrada no paradigma da EG no territdrio
das Ciéncias do Desporto e Educagio Fisica é relativamente
reduzida no espago luséfono, sendo praticamente
inexistente no Brasil. Na base de dados MedLine, sé
foi possivel localizar sete trabalhos relacionados com
distintos marcadores de satide cardiovascular (COLLETTO,
CArRDON & FULKER, 1993; DE OLIVEIRA, PEREIRA, DE
ANDRADE, SOLER & KRIEGER, 2008; KRIEGER, MORTON,
Rao & Azevepo, 1980; ProvINCE & Rao, 1985; Rao,
MacLEAN, MORTON & YEE, 1975; ROBINSON, BORGES-
Osor10, CALLEGARI-JACQUES, ACHUTTI, DA SILVEIRA,
KiemN & Costa, 1991; VELASQUEZ-MFLENDEZ, PARRA,
GAzzINELLL, WILLIAMS-BLANGERO & CORREA-OLIVEIRA,
2007) e nenhum sobre aptidzo fisica ou atividade fisica,
conduzido em uma populagdo brasileira (pesquisa
realizada em junho de 2010).

Dessa forma, o propésito do presente artigo foi
abordar, de forma simples e introdutéria, aspectos

Desafios no estudo de familias nucleares

importantes de estudos de agregacao familiar e he-
ritabilidade, visando fornecer subsidios e estimulo
aos iniciantes neste tipo de investigacao.

Estrutura do artigo

Para facilitar a compreensao, o artigo foi dividido
em cinco partes, que percorrem os aspectos relacio-
nados: 1) ao delineamento de um estudo e coleta
dos dados; 2) a tabula¢ao da informagio; 3) 4 andlise
exploratéria inicial e normalizagao das distribuigoes;
4) a representagio grdfica da agregagio familiar
e suas medidas descritivas; e 5) a quantificagdo e
interpretagao da heritabilidade.

Partiu-se de dados provindos de 138 familias
nucleares da cidade de Muzambinho-MG, que
participaram de um estudo temdtico cujos objetivos e
caracterfsticas foram anteriormente descritos (BAsso,
JUNIOR, OLIVEIRA, FORJAZ, SOUZA, PRISTA, MAIA 8 TANI,
2009). Esse estudo teve a aprovacio do Comité de Etica
da Escola de Educagio Fisica e Esporte da USP (processo
CEP-EEFE-USP: CAAE-0033.0.342.000-07). Os
dados foram coletados de abril/08 a novembro/09.

Duas varidveis foram abordadas: o perimetro da
cintura (C), que foi medido na altura da cicatriz um-
bilical, e o volume semanal de atividade fisica (V,,),
que foi avaliado a partir da informagao coletada numa
entrevista sobre préticas fisicas realizadas em diversos
contextos: locomogio, trabalho, escola, recreio e lazer.

Delineamento de estudos e coleta de dados

Num delineamento centrado na agregacao fa-
miliar e heritabilidade, a viabilidade da execugio,
o poder estatistico e a relagdo custo-efetividade
devem ser considerados (Rao, 2001). Para tanto,
aspectos relativos 4 amostragem, fenotipagem e pro-
cedimentos analiticos precisam ser cuidadosamente
planejados (FErtosa & KRIEGER, 2002).

Os estudos de agregacao familiar e heritabilidade
englobam, geralmente, familias nucleares (pais e
filhos), “pedigrees” extensos (filhos, pais, avos, tios, pri-
mos, etc.) ou gémeos mono e dizigéticos (BOUCHARD,
MariNa & PErussE, 1997; Rice & Borecki, 2001).
O delineamento envolvendo familias nucleares, i.e.
duas geragdes, permite avaliar aspectos da agregacao
familiar de uma determinada caracteristica, mas nao
fraciona, da varidncia total, a parte que se refere aos
fatores genéticos daquela relativa ao ambiente cultural
da familia. A diferenciagio dessas contribuigoes pode
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ser obtida em estudos de pedigrees extensos a partir
da inclusao de um novo pardmetro no modelo - um
indice de ambiente compartilhado - elaborado com
base na obtengdo de vdrias informages provenientes
da familia, e que ¢ designado por “household effect”
(BoucHARD, MaLINA & PERUSSE, 1997; BURTON,
ToriN & Horper, 2005; Rice & Borecki, 2001).
Entretanto, a amostragem em “pedigrees” extensos é
de dificil obtengdo, havendo normalmente perda subs-
tancial de informagao (dados omissos), o que torna di-
ficil estimar a magnitude e significado do “household
effect” (BoucHARD, MaLINA & PERUSSE, 1997; RICE
& Borecki, 2001). Torna-se, portanto, importante
conhecer as limita¢oes de cada procedimento de
amostragem a fim de se utilizar ferramentas estatisticas
para minimizar os problemas associados a estimagao
de pardmetros e respectiva precisao, bem como a sua
consideragio na interpretagio dos resultados.
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O ndmero de sujeitos necessdrios deve ser defini-
do em razdo do poder estatistico do estudo, que leva
em considera¢io a precisio da medi¢ao do fendtipo;
deve-se considerar também a viabilidade, os custos
e a efetividade (Frrrosa & KRIEGER, 2002; Rao,
2001). Em estudos de famflias nucleares, nem sem-
pre ¢ fécil se obter amostras de grandes dimensoes,
i.e., centenas de familias. Assim, algumas vezes as
familias sdo recrutadas em virtude de terem mem-
bros portadores dos fendtipos desejados o que, se
por um lado aumenta o poder estatistico, por outro
viola, num certo sentido, a nogao de aleatoriedade
da selegao. Contudo, quando se lida com familias,
esse pressuposto pode ser relaxado em fungdo dos
propdsitos da pesquisa, sem a perda de seu poder
de generalizagao. H4 métodos de corregao para
amostras selecionadas, designados por corre¢ao para
“ascertainment” (BURTON, ToBIN & HOPPER, 2005).

No estudo das famflias de Muzambinho, as
criangas-alvo (que ndo foram escolhidas em fun¢ao
de nenhuma particularidade) foram as que tinham
10 anos entre os alunos de escolas publicas sorteados
para o projeto temdtico anteriormente descrito. Foram
estudadas 251 (135 meninos e 116 meninas) criangas
(4,4% dos habitantes de cinco e 18 anos da cidade)
(Brasi.. MEC.INED, 2009), que pertenciam a 138
familias, das quais foram avaliados 95 pais e 129 maes.

O fendtipo a ser investigado precisa ser definido
e medido com grande precisio. Um problema fre-
quente no estudo de familias se relaciona & métrica
das varidveis face ao efeito geracional em causa. Por
exemplo, a aptidao aerdbia de pais e filhos pode ser
medida pelo teste de uma milha nas criangas e o
teste de Cooper nos adultos, o que gera varidveis
que expressam, indiretamente, 0 mesmo aspecto

Tabulacao de dados

No estudo completo das familias de
Muzambinho foram avaliadas cerca de 40
varidveis nos 475 sujeitos, totalizando mais
de 19000 células de dados. Para minimizar a
chance de erros de entrada, a dupla digitagao em
“softwares” adequados, como o Access (Office
for Windows), e a comparagio dos dois arquivos
em programas como o Epilnfo (UNITED STATES

fisiolégico mas com unidades diferentes (tempo e
distAncia, respectivamente). A comparagio entre
geragdes, portanto, torna necessiria a equiparagao
dessa varidvel, o que dificulta, de algum modo, a
andlise dos dados. Procedimentos de avaliagao da
qualidade dos dados, como a execugao de medidas
multiplas e a obtengio de informagdes suplemen-
tares de reprodutibilidade da medida s3o altamente
desejdveis (FErrosa & KRIEGER, 2002).

A identificagao de possiveis covaridveis (carac-
teristicas que podem influenciar a variabilidade do
fenétipo em questao) bem como a determinagao da
quantidade de varidncia que extraem do fenétipo
em estudo s3o necessdrias. Essa etapa permite obter
um refinamento adequado do fenétipo (BOUCHARD,
MaLiNa & PEruUsSE, 1997). Nos estudos de agrega-
¢ao familiar e heritabilidade, a idade, o sexo e suas
interacoes sio covaridveis importantes. E também
provdvel que outras caracteristicas dos sujeitos pos-
sam ser coinfluentes. Por exemplo, o efeito do indice
de massa corporal num estudo sobre o perimetro da
cintura deve ser considerado.

Uma vez definido o delineamento do estudo,
estrutura-se e executa-se o plano de trabalho: ob-
tengao de parcerias e permissoes; esclarecimento aos
envolvidos; treinamento da equipe; e obten¢io de
consentimento dos sujeitos.

A qualidade dos resultados depende, sobrema-
neira, da coleta dos dados. O local deve permitir a
realizacao adequada de cada medida, a preservagao
do anonimato da familia e o conforto da mesma.
Os instrumentos de anotagio precisam ser de fécil
compreensio e manuseio. Para minimizar as desis-
téncias, comuns neste tipo de estudo, estratégias de
motivagao e busca de perdas devem ser instituidas.

DEePARTMENT OF HEALTH AND HUMAN SERVICES,
2005) sao indicadas.

A estrutura familiar, conhecida como drvore
familiar ou “pedigree”, deve ser estabelecida e
se compde da descri¢io de quem sio os pais
(fundadores), os filhos e a relagio de parentesco
bioldgico entre eles. Para exemplificar, tomemos

por base as familias apresentadas na FIGURA 2.
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FIGURA 2 - Esquema da estrutura de duas familias nucleares avaliadas no estudo de Muzambinho.

Uma forma de tabulagdo desses pedigrees, chamada
de formato “linkage”, ¢ a colocagio dos dados de cada
membro da familia em linhas de tabulacio e a utilizagao
de cinco colunas para definir a estrutura familiar: familia,
posi¢do, pai, mae e sexo. Esse formato ¢ utilizado em
praticamente todos os “softwares” de EG. Como se
observana TABELA 1, na coluna familia, estabelece-se a
que nticleo familiar pertence cada sujeito. Na coluna po-
sigdo, faz-se para cada familia uma numeragio continua,
seguindo das geracoes ascendentes para as descendentes
e iniciando-se com o ascendente do sexo masculino.

Num estudo de familias, todos os descendentes precisam
ter relagoes familiares estabelecidas, mesmo que ndo haja
dados de um dos fundadores, sendo necessdrio criar uma
linha de tabula¢do para o pai ou a mae ausente, como
na familia 2, o pai 3. As colunas pais e maes estabelecem
o vinculo biolégico (quem ¢ pai de quem) a partir da
identificagao do nlimero de posigio dos pais ¢ maes de
cada sujeito. No caso de familias nucleares, os fundado-
res nao tém ascendentes e, portanto, coloca-se zero ou
deixa-se em branco essas colunas. Na coluna sexo, no
exemplo, 1 é homem e 2 mulher.

TABELA 1 - Planilha do Access com a tabulagédo do “pedigree” das duas familias da FIGURA 2.

Pai

<
g\

Familia Posicao

Sexo C Vv,

AF
1 1 0 0 1 77 2300
1 2 0 0 2 78 1600
1 3 1 2 2 52 1600
1 4 1 2 1 60 1200
2 1 0 0 1 89 1700
2 2 0 0 2 100 600
2 3 0 0 1

2 4 1 2 2 73 1400
2 5 3 2 1 77 600

As demais colunas da tabulacao devem conter os
fendtipos (continuos ou bindrios) de interesse, bem
como todas as covaridveis. No exemplo, s3o apresen-
tadas varidveis numéricas continuas. Os dados de C,
por exemplo, poderiam ser classificados em normais
(1) ou alterados (2) numa nova coluna. No caso de

varidveis com mais de duas categorias, essas precisam
ser transformadas em bindrias, visto que no estao dis-
poniveis “softwares” que estimem contributos genéticos
de varidveis com mais de duas categorias, i.e., varidveis
numa escala ordinal. Quando hd dados omissos, a célula
deve ficar em branco, sem dados.

Quadrado = masculino;
circulo = feminino;

X = membro ausente
(sem dados).

C = valor do perimetro
da cintura (cm):

V, = volume semanal
de atividade fisica (min/
semana).
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Analise exploratdria de dados

A andlise exploratéria dos dados pode ser feita em
qualquer “software” de andlise estatistica (SPSS, SAS,
STATA) e tem por finalidade: identificar valores anor-
mais, verificar a presenga de valores extremos, analisar
a dimensao e estrutura da informagao omissa, e veri-
ficar a normalidade da distribui¢iao de cada varidvel.
Valores mdximos e minimos incoerentes com valores
biolégicos devem ser revistos. A presenca de valores
extremos (“outliers”) deve ser, preferencialmente, ins-
pecionada nos diagramas de caule e folhas (do inglés
“stem and leaf” ) e no grdfico de extremos e quartis
(do inglés “box-plot”). Os extremos identificados de-
vem ser inicialmente avaliados quanto a sua exatidao
e, posteriormente, deve-se decidir por sua exclusao,
substitui¢ao ou permanéncia. Dados omissos em
excesso reduzem o poder dos testes estatisticos e a
generalizagdo dos resultados, enquanto a distribui¢ao
nio aleatéria dessas omissoes fere pressupostos im-
portantes da andlise, sendo necessdrio identificar sua
causa e considerd-la nos cdlculos e na interpretagao
dos resultados. Hd algum esforco de estudo(FRIDLEY
& D ANDRADE, 2008) sobre a influéncia de métodos

Andlise de agregacéao familiar

A agregagdo familiar numa dada caracteristica
acontece quando a semelhanga dessa caracteristica
entre os seus membros é maior do que a esperada
por mero acaso (BEUNEN & THowmis, 1999; Bou-
CHARD, MALINA & PERUSSE, 1997; BURTON, TOBIN
& HoPPER, 2005; FErTosa & KRIEGER, 2002; MAIA
etal., 2010a). Essa agregacio reflete, na sua esséncia,
a similaridade genética e cultural (por exemplo,
hdbitos de vida, crengas, conceitos) dentro do seio
de cada familia (BEunEN & THowmis, 1999; Bou-
CHARD, MALINA & PERUSSE, 1997; BURTON, TOBIN
& HoPPER, 2005; FErTosa & KRIEGER, 2002; MAIA
et al., 2010a).

de imputa¢ao de dados no viés das estimativas obtidas
em estudos de familias, mas a sua discussao foge ao
escopo deste artigo.

A normalidade da distribui¢ao dos dados ¢ uma dos
pressupostos para a andlise da agregacio familiar e da
heritabilidade. Ela pode ser identificada graficamente
(histogramas com curva normal da FIGURA 1) ou por
testes formais, como por exemplo o de Kolmogorov-
Smirnov. Sempre que hd violagao desse pressuposto,
deve-se recorrer a transformagdes adequadas em qual-
quer programa de estatistica. Existem “softwares”, como
o STATA(STATACORP, 1996), que tém automatizado
diferentes tipos de transformagoes (logaritmica, inversa,
entre outras) e testam, formalmente, a mais adequada
em cada situagao. Além disso, alguns “softwares” de
EG possuem procedimentos internos para resolver
o problema da normaliza¢do da distribui¢ao dos da-
dos. Por exemplo, o “software” SOLAR(SOUTHWEST
FOUNDATION FOR BIOMEDICAL RESEARCH - SFBR,
1995) tem implementado um método baseado no
inverso da distribui¢ao normal para normalizar as
varidveis (ALMASY & BLANGERO, 1998).

Uma etapa prévia i identificagio da agregagao familiar
reclama uma inspegzo detalhada a estrutura das familias, o
que pode ser realizada em diferentes “softwares”, dos quais
o PEDSTATS (WIGGINTON & ABECASS, 2005) é um
bom exemplo. Como se observa na FIGURA 3 (“output”
do PEDSTATS), as 138 familias de Muzambinho sio
formadas por 537 pessoas, sendo 286 fundadores e
254 mulheres. Em média, apresentam 3,89 membros,
variando de trés a nove. Como se trata de um estudo
de familias nucleares hd apenas duas geracoes presentes.
O “output” contém também estatisticas bdsicas dos
fenétipos Ce Ve além das possiveis covaridveis, no caso,

sexo, idade e indice de massa corporal (IMC).

722 « Rev. bras. Educ. Fis. Esporte, Sdo Paulo, v.25, n.4, p.717-30, out./dez. 2011



Desafios no estudo de familias nucleares

PEDIGREE STRUCTURE
537

Individuals:

Founders: 286 founders, 251 nonfounders
Gender: 254 females, 283 males
Families: 138
Family Sizes
Average: 3.89 (3 to 9

D)
Distribution: 3 (41.3%), 4 (41.3%) and 5 (11.6%)
Generations
Average:
Distribution:

2.00 (2 to 2)
2 (100.0%), 0 (0.0%) and 1 (0.0%)

Females Per Family
Average: 1.84 (1 to 6)
Distribution: 1 (40.6%), 2 (40.6%) and 3 (15.2%)

Males Per Family
Average: 2.05 (1 to 6)
Distribution: 2 (44.9%), 1 (28.3%) and 3 (23.2%)
Checking family connectedness ...
Al1 individuals in each family are connected.

QUANTITATIVE TRAIT STATISTICS

If you find this program

wigginton, JE and Abecasis, GR (2005)

Bioinformatics. 21(16):3445-3447

ALL DATA:
[A11 Phenotypes] Min Max Mean var SibCorr
IDADE 475 88.5% 6.420 65.170 23.540 191.332 -0.008
IMC 438 81.6% 12.700 45.700 21.786  27.882 0.151
C 438 81.6% 48.000 125.000 76.387 233.068 0.149
VAF 434 80.8% 0.000 5400.000 1556.820 1042971 0.341
Total 1785 83.1%
[Founders only] Min Max Mean var SibcCorr
IDADE 224 78.3% 24.500 65.170 37.120 44.338 -
IMC 202 70.6% 16.839 45.700 25.689 16.954 -
C 202 70.6% 65.500 125.000 88.460 105.780 -
VAF 204 71.3% 0.000 5400.000 1994.890 1020944 -
Total 832 72.7%

useful in your work,

statistics, graphics and quality assessment for gene mapping data.

please cite: =
PEDSTATS: descriptive

FIGURA 3 - Descricdo da estrutura e dos dados das familias avaliadas no estudo de Muzambinho. Andlise pelo

PEDSTATS.

Um procedimento grdfico adequado para
mostrar a presenga de agregacio ¢ o referido na
FIGURA 4, que foi construido no “software”
HLM 6.02 (RAUDENBUSH, Bryk & CONGDON,
2004). Os valores da varidvel nos diferentes
elementos de cada familia, jd4 ajustados para as
covaridveis significantes, sdo representados por
uma caixa de extremos e quartis. As caixas so
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ordenadas em fungio dos valores medianos de
cada familia, na esperanga de se encontrar um
comportamento ascendente, como o observado
nos dois painéis da FIGURA 4, o que evidencia
a presenga de maior variago entre as familias
do que dentro das familias e, portanto, sugere
a agregagao familiar relevante nos fenétipos
estudados (MaiIa et al., 2010a).
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C = ajustamento prévio
para idade, sexo, ida-
de?, sexo*idade e indice
de massa corporal;

V,; = ajustamento
prévio para idade e
sexo*idade.

3.67

Perimetro da Cintura

1
0 140.00

Volume Semanal de Atividade Fisica

1
140.00

FIGURA 4 - Diagramas de extremos e quartis ordenados pelo valor da mediana dos resultados de perimetro dacintura
(cm) e volume semanal de atividade fisica (min/semana) obtidos em 138 familias de Muzambinho e
previamente ajustados para covariaveis estatisticamente significantes. Gréaficos do HML 6.02.

A andlise quantitativa da agregacao familiar avalia
o quanto da varidncia total (V.) do fenédtipo se deve a
varidncia entre familias (V). Quando hd agregacao, a
vV, deve ser maior que variagio residual ou intrafamilias,
o que pode ser testado por um modelo de ANOVA

com efeitos aleatdrios ou pelo cdlculo da correlagao

inter-cluster (BEUNEN & THowmis, 1999; BurTON,
TosiN & Horrer, 2005). Na TABELA 2, o valor da
razdo de F das duas varidveis ¢ significante e maior do
que um, o que reflete a existéncia de agregagao familiar
nos fendtipos em causa, i.e. hd cerca de duas vezes mais
variagio entre familias do que intrafamilia.

TABELA 2 -Resultados da ANOVA, comparando as familias do estudo de Muzambinho em relacgéo aos valores
ajustados do perimetro da cintura (C, cm) e volume total de atividade fisica (VAF, min/semana).

Soma dos Quadrados gl Quadrado médio F Sig
C Entre familias 195,09 137 1,424 1,803 0,000
Intra familias 236,91 300 0,790
Total 432,00 437
Vi Entre familias 191,57 137 1,429 1,729 0,000
Intra familias 239,43 296 0,809
Total 431,00 433

Essa agregacao também ¢ evidenciada quando os
coeficientes de correlagio entre os membros da familia
sao maiores que zero (BEUNEN & THoMmis, 1999; Bou-
CHARD, MALINA & PERUSSE, 1997; BURTON, TOBIN &
Hopper, 2005; Mala et al., 2010a; Rice & BORECKI,
2001). Esses coeficientes variam entre os diferentes pa-
res de parentes em virtude da relagao genética existente
entre eles. Assim, espera-se que a correlagio seja elevada
entre gémeos monozig6ticos. Em pares de parentes
que partilham, em média, metade dos genes idénticos
por descendéncia (pais-filhos, gémeos dizigéticos e
irmaos), essa correlacao deve ser metade da observada

nos monozigotos. Correlagdes maiores que as esperadas
indicam a influéncia do ambiente familiar comum, o
que também ¢ sugerido pela existéncia de correlagao
significante entre mae e pai, que ndo compartilham
informacao genética (BEUNEN & THoMs, 1999).

O cdlculo das correlagdes pode ser feito por
diversos “softwares”, como por exemplo, o SAGE
(CASE WESTERN RESERVE UNIVERSITY, 2009). O
teste formal dos resultados ¢ feito pela divisao do
valor obtido nas correlagoes pelo seu erro padrio,
sendo a significAncia aceita quando o resultado for
superior a 1,96.
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Um exemplo pode ser observado na TABELA 3.
Considerando-se a varidvel C, as correlagdes variaram
de 0,105 20,390, sendo significantes entre irma-irmao,
irma-irma e pai-mae. A auséncia de significAncia nos
diferentes pares formados por fundadores e descen-
dentes pode ser parcialmente explicada pelo tamanho

Desafios no estudo de familias nucleares

amostral, visto que se a correlagdo fosse calculada para
os dados desses pares em conjunto, a dimensao amos-
tral seria bem maior e o coeficiente de correlagio (r =
0,157) passaria a ser significante. Esse resultado real¢a
o aspecto anteriormente discutido sobre a importincia
do tamanho da amostra(KeeN & ELsTON, 2003).

TABELA 3 - CorrelagGes entre diferentes pares de membros das familias de Muzambinho em relagéo ao perimetro
dacintura (C) e o volume semanal de atividade fisica (V,.). Os dados de C foram ajustados previamente
asvariaveis idade, idade?, sexo*idade’ e indice de massa corporal. Os dados de V,_foram previamente

ajustados para idade e idade?.

C Ve
Pai-Mae 0,263 + 0,116 * 0,392 + 0,104 *
Pai-filho 0,105 + 0,121 ns 0,055 + 0,127 ns
Mae-filho 0,127 + 0,098 ns 0,065 + 0,107 ns
Pai-filha 0,242 + 0,131 ns 0,192 + 0,130 ns
Maie-filha 0,196 + 0,107 ns 0,201 + 0,101 *

0,231 + 0,182 ns
0,320 + 0,142 *
0,390 £ 0,178 *

Irmao-irmao
Irma-irmao

Irma- Irma

0,430 + 0,159 *
0,484 + 0,117 *
0,093 + 0,196 ns

Avaliando-se os resultados relativos ao V,, ob-
serva-se que as correlacoes entre os diferentes pares
variaram de 0,055 a 0,484 ¢ foram significantes
nos pares: mie-filha, irmao-irmao, irmi-irmio e
pai-mae. Além do tamanho amostral, outro aspecto
que pode ser levantado para a discussao da grande
variedade de resultados entre as correlagoes de
parentes de primeiro grau, diz respeito a precisio
do indicador utilizado para se avaliar o fendtipo.
Qualquer técnica de medigio tem limitagoes. No
exemplo, o V, . foi avaliado por entrevista, o que
implica em imprecisdes decorrentes da capacidade

Calculo da heritabilidade

Quando uma caracteristica se agrega em familias,
o préximo passo ¢ estimar, quantitativamente, a con-
tribui¢do genética, ou seja, a heritabilidade (h?) desse
fenétipo (BEUNEN & THOMS, 1999; BOUCHARD, Ma-
LINA & PERUSSE, 1997; BUurRTON, TOBIN & HOPPER,
2005; MaIA et al., 2010a; Rice & Borreckt, 2001).

O cdlculo da h? se baseia num modelo tedrico
explicativo dos fatores de influéncia na variabilidade
de fenétipos complexos. Num modelo simplificado,
a V.. compreende, basicamente, dois componentes:
a varidncia genética (V) e a ambiental (V,). Num
segundo momento, a v, pode ser segmentada em

de lembranga do entrevistado, do entendimento
das questdes formuladas, da clareza da resposta e da
interpretagio feita pelo avaliador. Embora cuidados
sejam tomados para padronizar esses aspectos, na
maioria das vezes as limitacoes sio irremedidveis.
De fato, elas podem reduzir, em maior ou menor
grau, a precisao dos fenétipos, afetando a magnitude
e significAncia das correlagdes obtidas.

E interessante observar ainda no exemplo, que a
correlagio entre mae e pai foi significante nas duas
varidveis, o que sugere a influéncia do ambiente
compartilhado pelos progenitores.

ambiente compartilhado pela familia (V) e ambien-
te tnico ou especifico de cada sujeito (V,). Assim:
V.=V +V_+V, (BEuNEN & THOMIS, 1999; Bou-
CHARD, MALINA & PERUSSE, 1997; BURTON, TOBIN
& HoprrER, 2005; MAIA, SEABRA, SILVA, FREITAS,
GOUVEIA & BAsso, 2010b; Rice & Borecki, 2001).
As contribuigdes relativas de cada componente sao
estimadas pela razao entre suas variincias especificas
e a varidncia total. Por exemplo: h* =V _/V_.

O cdlculo da h* assume alguns pressupostos: 1) efeito
genético aditivo (multiplos genes somam pequenos efei-
tosa V. ); 2) inexisténcia de interagao entre ambiente e

Dados = Média + erro
padréo;
*p<0,05.
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genes (diferentes gendtipos respondem da mesma forma
a0 mesmo fator ambiental); 3) inexisténcia de corre-
lagao entre genes e ambiente (todos os gendtipos sao
expostos a ambientes semelhantes); e 4) acasalamento
nao seletivo (BEUNEN & THoMIS, 1999; BOUCHARD,
MALINA & PERUSSE, 1997; BURTON, TOBIN & HOPPER,
2005; Mala et al., 2010b; Rice & Borecki, 2001).

Nos estudos de familias nucleares, como a di-
ferencia¢do das contribui¢bes tinicas do ambiente
comum e dos fatores genéticos nao é possivel?, a h?
estimada reflete o limite superior da contribui¢ao
genética para a V.. do fenétipo na populagao.

A estimativa mais simples ¢ calculada por duas
vezes a média das correlagbes obtidas entre pares
de parentes de primeiro grau (pais-filhos e irmaos)
(Rice & Borecki, 2001):

h?= 2 (média et 1ng).

Essa estimativa pode ser refinada, incluindo-se a
correlagao observada entre o casal de progenitores
bioldgicos:

h? = [(r
pais X Tpais-filhos

Previamente 2 estimativa da h?, os dados devem ser
ajustados as covaridveis, e os residuos obtidos ¢ que sao
utilizados no cdlculo (BoucHARD, MALINA & PERUSSE,
1997; MalA et al., 2010a). Diversos softwares estimam
h?, mas o SOLAR (SFBR, 1995) ¢ bastante interes-
sante para essa finalidade, pois possui ferramentas que

)x (1+r )]/ (1 + rpais+2x

rpais»ﬁlhos pais

PP
irmaos

r

possibilitam o ajuste da normalidade da distribui¢ao
dos residuos e a correcao de curtose (achatamento),
quando necess4rios.

Paraa andlise da h?, usualmente, testam-se, de forma
sequencial, modelos de complexidade crescente. Nos
exemplos apresentados (FIGURAS 5 e 6), um modelo
designado por esporddico (sem efeito de semelhanca
familiar) ¢ testado relativamente a um modelo poligé-
nico (que contém um parimetro adicional de efeito
genético). A qualidade de cada modelo ¢ definida
por uma quantidade designada por verossimilhanca
e essas quantidades s2o comparadas, obtendo-se um
valor de % (qui-quadrado). Na presenga de heritabi-
lidade significante, espera-se que o melhor modelo, o
poligénico, tenha um logaritmo de verossimilhanga
significantemente menor que o esporddico.

Para exemplificar, tomemos o cdlculodah*do V,,
apresentado na FIGURA 5. O modelo incluiu como
covaridveis idade e sexo*idade que, em conjunto,
explicaram cerca de 15% da V. do fenétipo. Os re-
siduos apresentaram distribui¢ao e curtose normais e
a h? foi estimada em 0,24 com erro padrio de 0,09,
sendo significante. Assim, aproximadamente 24%
da V., doV,, ¢ atribuida ao fato de os sujeitos de
Muzambinho serem geneticamente distintos . Cabe
atentar para a grande magnitude do erro padrio, o
que nos remete a questdo anteriormente discutida
quanto ao tamanho da amostra.

* Summary of Results *
Pedigree: CSOLAR.txt
Phenotypes: CSOLAR.txt
Trait:  VAF Individuals: 434

H2r is 0.2372071 p = 0.0021866 (Significant)

H2r Std. Error: 0.0868943

Age p=5.4921352e-07 (Significant)
Sex p=0.9292831 (Not Significant)

Age”2 p=0.1229252 (Not Significant)

Sex*Age p =0.0679896 (Significant)

Sex*Age”2 p=0.2768155 (Not Significant)

The following covariates were removed from final models:

Sex Age”2 Sex*Age”2

Proportion of Variance Due to All Final Covariates Is

0.1508147

Residual Kurtosis is -0.0458, within normal range

FIGURASS - Parte do “output” do SOLAR 4.01 para a variavel volume semanal de atividade fisica (V,.),
considerando-se as covariaveis; sexo, idade, idade?, sexo*idade e sexo*idade?.
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A mesma andlise ¢ apresentada na FIGURA 6
para a varidvel C. No entanto, essa andlise requer
mais cuidado. No modelo 1, considerando-se as
covaridveis “cldssicas” (idade, sexo e suas derivadas),
identifica-se claramente um problema de curtose e a
h* nao ¢é significante. Por outro lado, incluindo-se o
IMC como covaridvel, a curtose torna-se normal e
a estimativa de h? aumenta consideravelmente (11
para 31%), tornando-se significante. Ressalta-se,

Desafios no estudo de familias nucleares

no entanto, que a inclusio do IMC fez com que
92% da V. fosse explicada pelas covaridveis, o que
reduziu a magnitude de variincia do fenétipo em
causa. Por ser uma medida relativa, a magnitude da
h?varia consideravelmente em fun¢ao da magnitude
de V. na populagao estudada e das covariadas que
s30 incluidas na andlise e, por esses motivos, esses
aspectos precisam ser vistos com cautela (BURTON,
TosiN & Hopper, 2005).

* Summary of Results - Model 1 *

H2ris 0.1087918 p =0.1298231 (Not Significant)

H2r Std. Error: 0.0996230

Age p=4.9717371e-57 (Significant)
Sex p=10.6981629 (Not Significant)
Age”2 p=2.7612713e-12 (Significant)
Age*Sex p =0.1389135 (Not Significant)
Sex*Age”2 p=0.3050713 (Not Significant)

The following covariates were removed from final models: Sex Age*Sex Sex*Age” 2

Proportion of Variance Due to All Final Covariates Is

0.6049129

Warning! Residual Kurtosis is 1.2476 which is too high.

* Summary of Results - Model 2 *

H2ris 0.3134728 p = 0.0003794 (Significant)

H2r Std. Error: 0.0961624

Age p=1.4411139e-22 (Significant)
Sex p=0.0105633 (Significant)
Age*Sex p=0.0077731 (Significant)
Sex*Age”2 p =0.5813321 (Not Significant)
Age”2 p =5.1288684e-06 (Significant)
BMI p =2.4589285e-157 (Significant)

The following covariates were removed from final models:

Proportion of Variance Due to All Final Covariates Is:

Sex*Age”2

0.9226688

Residual Kurtosis is 0.5894, within normal range

FIGURA 6 - Parte do “output” do SOLAR 4.01 para a variavel perimetro da cintura (C). Modelo 1 - Considerando-
se as covariaveis: sexo, idade, idade?, sexo*idade e sexo*idade?; Modelo 2 - Considerando-se também

a covariavel indice de massa corporal (BMI).
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Consideracoes finais

Os estudos em familias nucleares permitem avaliar
a contribui¢do das influéncias genéticas e ambientais
para a variagao de uma determinada caracteristica,
que se expressa numa dada populagao. Os estudos
de agregacao familiar e heritabilidade se referem as
primeiras duas etapas da EG e possibilitam responder
progressivamente as seguintes questoes:

a) A variabilidade do fendtipo dentro do seio fami-
liar é menor que entre diferentes familias? A andlise
gréfica do comportamento das caixas de extremos e
quartis ordenadas pela mediana e o cdlculo da ANO-
VA permitem a resposta a essa primeira pergunta.

b) Se sim, serd que os individuos com maior
grau de parentesco apresentam maior associagiao
do fendtipo em causa? O cdlculo dos coeficientes
de correlagdo entre os diferentes pares de familiares
¢ utilizado para responder a essa pergunta.

c) Se hd agregacio, quanto da V. do fenétipo
pode ser explicada pelos fatores genéticos? As esti-
mativas de h? permitem responder a essa questao.

Em relagiao aos dados de Muzambinho usados
como exemplo neste artigo, a h* de C e A\ foram

Notas

significantes, explicando 31 e 24% da VT dos res-
pectivos fendtipos. Esses valores estao de acordo com
avariacio evidenciada na literatura. Revisoes biblio-
grificas relatam que as h*de diferentes fenétipos da
composi¢ao corporal variam de 30 2 76% (FERMINO
etal., 2007), enquanto as do nivel de atividade fisica
oscilam de 19 a 57% (CHAVEs et al., 2010).

Apesar da grande variagao na magnitude de h?, a
existéncia de significAncia em diferentes popula¢oes
fortalece a presenca de um substrato genético impor-
tante na determinagio daquela caracteristica. Co-
nhecer a magnitude da contribuigo especifica em
cada populagio permite a elaboragao de estratégias
também especificas de atuagdo, o que provavelmente
resulta em maior efetividade das mesmas.

Desta forma, continuar estudando diferentes
aspectos de similaridade no seio de familias em
diferentes fenétipos da populagio brasileira, cuja
informacgio seja escassa, ¢ desejdvel. Esse artigo
espera ter estimulado os iniciantes nessa drea de
investiga¢do, dando-lhes alguma nog¢ao do caminho
a ser trilhado.

1. O valor zero representa o relato, por parte dos entrevistados, de que nio se locomoviam com meios que necessitassem de

atividade fisica, sua atividade laboral era basicamente sedentdria e no praticavam atividades fisicas em seu tempo de lazer.

2. A ndo se que se especifique com rigor o que se entende por ambiente comum e se possa obter medidas fidedignas desse ambiente.

3. Lembramos os leitores que por ser um estudo de familias nucleares, a h? calculada corresponde ao limite superior de

contribui¢do genética, ndo sendo possivel retirar dessa quantidade a influéncia do ambiente compartilhado pelos mem-

bros de cada familia, a nao ser que parAmetros objetivos desse ambiente tivessem sido medidos e incluidos no modelo.

Abstract

Challengers in nuclear family studies: first steps in data analysis

Studies with nuclear families allow the identification of familiar aggregation, as well as the estimation
of how much of the variability in a characteristic might be attributed to genetic differences among
subjects. Results from these studies are starting points for more complex genetic research, including
the identification and relevance of candidate genes. In Sport Science, studies have analyzed the possible
existence of familiar aggregation and genetic influence on phenotypes marking physical activity, fitness,
and health status. However, few studies were conducted with Portuguese speaking populations, and even
fewer with Brazilian populations. Therefore, the present paper aims to discuss, at an introductory level,
important aspects about nuclear family studies. The first two phases of Genetic Epidemiology research
outline - familiar aggregation and heritability - were approached. The different steps of analysis were
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exemplified with real data collected in nuclear families from a study conducted in Muzambinho-MG.
We hope this paper provides enough background and stimuli for the newcomers in this area of study.

Unirerms: Familiar aggregation; Heritability; Waist circumference; Weekly volume of physical activity;
Muzambinho.
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