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RESUMO

BORGES, J. B. Ultrassequenciamento exémico dos principais genes relacionados com a
hipercolesterolemia familial. 2019. 193f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2019.

A frequéncia de Hipercolesterolemia Familial (HF) ainda é desconhecida no Brasil, principalmente pela
auséncia de estudos com caracterizacdo genotipica associada a fenotipica. Os dados epidemioldgicos existentes
se baseiam apenas no fendtipos e carecem do diagnoéstico molecular confirmatério. O objetivo do presente
estudo foi identificar as principais causas genéticas da HF em pacientes diagnosticados fenotipicamente através
de um painel exdmico com 61 genes a fim de contribuir para um sistema de confirmacdo do diagnostico
molecular em uma amostra da populacdo brasileira. Para isso foram incluidos 141 pacientes, ndo aparentados,
portadores de HF atendidos pelo setor de dislipidemias do Instituto Dante Pazzanese de
Cardiologia, Laboratério de Analises Clinicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade
Federal do Rio Grande do Norte e do Programa Hipercol Brasil do Instituto do Coracdo. As amostras de sangue
periférico foram obtidas para determinacGes fenotipicas laboratoriais e extracdo de DNA genbmico. A
biblioteca de DNA foi construida utilizando o kit Nextera® Rapid Capture Enrichment Custom enriquecendo
0s éxons de 61 genes que direta ou indiretamente estdo relacionados com metabolismo do colesterol.
O ultrassequenciamento foi realizado utilizando kit MiSeq Reagent (300 a 500 ciclos) na plataforma MiSeq
(Mumina). Os resultados de sequenciamento foram inicialmente alinhados a uma sequéncia referéncia e
analisados para eliminacdo de falsos positivos, segundo os pardmetros de qualidade, tais como: cobertura
minima de 30x, frequéncia do alelo alterado maior que 20% e diferenca da distribui¢do das leituras entre as
sequéncias nucleotidicas menor que 15%. Foram identificadas 472 diferentes variantes em 56 dos genes
presentes no painel, sendo 45 consideradas como ndo descritas. Nos genes APOA1, APOA2, LIPC, RBP4 e
TIMP1 ndo foram observadas variantes dentro dos critérios estabelecidos. Das variantes observadas 25
identificadas em 30 (21,2%) pacientes ja tinha sido publicadas em relacdo & HF nos trés principais genes
(LDLR, APOB e PCSK?9), confirmando o diagnostico. Foi caracterizado genotipicamente outras dislipidemias
primarias em 7 pacientes, sem diagnostico molecular de HF, através de variantes identificadas no
ultrassequenciamento em outros genes. Dos 104 pacientes que ndo possuiam nenhuma variante ja previamente
caracterizada, 69 possuiam variantes relacionados com o metabolismo do colesterol. As variantes sem
patogenicidade conhecida foram avaliadas através de ferramentas de predicdo in silico e 22 delas possuiam
caracteristicas sugestivas de patogenicidade em pelo menos 4 das ferramentas utilizadas, duas delas também
mostraram alterar a estrutura da proteina segundo analises de docking molecular. Foram identificadas também
223 variantes em regido ndo transcritas (UTR). Quando realizada as analises estatistica de todas as variantes
identificadas, observamos associacdo de 13 variantes com concentragdes mais elevadas de colesterol da LDL, 5
com concentra¢es mais elevadas de apolipoproteina B-100, 5 com concentra¢des mais elevadas de colesterol
total, 6 com presenca de arco corneo, 2 com manifestacdo de xantelasmas, 2 com auséncia de xantomas e 3
com a presenca de doenga arterial coronariana. Dessas 6 variantes ja haviam sido previamente descritas com
HF ou algum outro fendtipo associado e 2 ndo tinham citacdo na literatura pesquisada, mas possuiam
caracteristica patogénica para a proteina segundo as ferramentas de predicdo in silico. Este estudo permitiu a
identificagdo das causas genéticas da HF em pacientes brasileiros diagnosticados fenotipicamente, mostrando
que a técnica escolhida permitiu caracterizar 21,2% dos pacientes. Além disso, foi possivel identificar outras
dislipidemias primarias e caracterizar algumas variantes que, apesar de necessitarem serem validadas, indicam
uma possivel associacdo com a HF, aumentando o esclarecimento do fen6tipo com o genétipo para 74,5%. Este
estudo também possibilitou a identificacdo de novas variantes que devem ser avaliadas para confirmar
associacdo com a doenca e utilizar para o diagndstico propondo um novo painel poligénico.

Palavras-chave: Hipercolesterolemia Familial, APOB, LDLR, PCSK9, Ultrassequenciamento.



ABSTRACT

BORGES, J. B. Ultrasequensing exomic of the main genes related to familial
hypercholesterolemia. 2019. 193f. Thesis (PhD) - Faculty of Pharmaceutical Sciences,
University of Sdo Paulo, Séo Paulo, 2019.

The frequency of Familial Hypercholesterolemia (FH) is still unknown in Brazil, mainly due to the absence of
studies with genotypic characterization associated with phenotype. Existing epidemiological data are based
only on the phenotypes and lack the confirmatory molecular diagnosis. The aim of the present study was to
identify main genetic causes of FH in patients diagnosed phenotypically through an exomic panel with 61
genes in order to contribute to a system of confirmation molecular diagnosis in a sample of the Brazilian
population. To this end, 141 non-related patients with FH treated by the dyslipidemia sector of the Institute
Dante Pazzanese of Cardiology, Clinical Analysis Laboratory of the Faculty of Pharmaceutical Sciences of the
University Federal of Rio Grande do Norte and the Hipercol Brazil Program of the Heart Institute. Peripheral
blood samples were obtained for laboratory phenotypic determinations and extraction of genomic DNA. The
DNA library was constructed using the Nextera® Rapid Capture Enrichment Custom Kit, enriching with éxons
of 61 genes that are directly or indirectly related to cholesterol metabolism. Ultrasequencing was performed
using MiSeq Reagent kit (300 to 500 cycles) on the MiSeq platform (Illumina). The sequencing results were
initially aligned to a reference sequence and analyzed for false positive elimination according to quality
parameters such as: minimum coverage of 30x, altered allele frequency greater than 20%, and difference in the
distribution of reads between sequences nucleotides less than 15%. 472 different variants were identified in 56
of the genes present in the panel, of which 45 were considered not described. In the APOA1, APOA2, LIPC,
RBP4 and TIMP1 genes no variants were observed within the established criteria. In 25 of the variants
observed presents in 30 (21.2%) patients had already been published in relation to FH in the three main genes
(LDLR, APOB and PCSK9), confirming the diagnosis. Other primary dyslipidemias were caracterized
genotypically in 7 patients, without molecular diagnosis of HF, through variants identified in ultrasequencing in
other genes. Of the 104 patients who did not have any previously characterized variant, 69 had variants related
to cholesterol metabolism. The variants without known pathogenicity were evaluated using in silico prediction
tools and 22 of them had characteristics suggestive of pathogenicity at least 4 of the tools used, two of them
also showed to alter the structure of the protein according to molecular docking analyzes. Were also identified
223 non-transcribed region (UTR) variants. Statistical analysis of all the variants identified showed association
of 13 variants with higher concentrations of LDL cholesterol, 5 with higher concentrations of apolipoprotein B-
100, 5 with higher concentrations of total cholesterol, 6 with presence of an arc corneal, 2 with manifestation of
xanthelasms, 2 with absence of xanthomas and 3 with the presence of coronary artery disease. Of these 6
variants had previously been described with HF or some other associated phenotype and 2 had no citation in the
researched literature, but had a pathogenic characteristic for the protein according to in silico prediction tools.
This study allowed the identification of the genetic causes of FH in Brazilian patients diagnosed
phenotypically, showing that the technique chosen allowed to characterize 21.2% of the patients. In addition, it
was possible to identify other primary dyslipidemias and to characterize some variants that, although they need
to be validated, indicate a possible association with HF, increasing the clarification of the phenotype with the
genotype to 74.5%. This study also allowed the identification of new variants that should be evaluated to
confirm association with the disease and to use for the diagnosis proposing a new polygenic panel.

Key words: Familial Hypercholesterolemia, APOB, LDLR, PCSK9 and ultrasequencing.
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1. INTRODUCAO

1.1 DISLIPIDEMIAS

Segundo o dltimo relatério da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) cerca de 17,7
milhdes de pessoas morreram decorrente das doencgas ndo transmissiveis, incluindo as doencas
cardiovasculares (DCV), sendo que 37% ocorreram prematuramente em pessoas antes dos 70
anos (OMS, 2017).

Um risco aumentado de doenca cardiovascular tem sido associado as condicOes
dislipidémicas. Estudos epidemiol6gicos demonstraram que elevadas concentragdes de
colesterol plasmatico, principalmente o transportado pelas lipoproteinas de baixa densidade
(LDL), estdo associadas ao aumento das DCVs. Sua deteccdo precoce e o tratamento
adequado séo fundamentais para a correta prevencédo e controle da progressao destas doencas
(CASTRO CABEZAS; BURGGRAAF; KLOP, 2018; NELSON, 2013).

A dislipidemia € um conjunto de alteracGes decorrentes de perturbacdes funcionais em
qualquer fase do metabolismo lipidico. Estas se manifestam pelo aumento da concentracéo do
colesterol sérico total (CT), do colesterol da lipoproteina de baixa densidade (LDL-c) e dos
triacilglicerdis (TG), ou pela diminuigdo do colesterol da lipoproteina de alta densidade
(HDL-c) (MESH, 2006). Os lipideos plasméticos variam em individuos normais de diferentes
comunidades, devido as diferencas genéticas e estilo de vida, incluindo variacdes nos habitos
alimentares e de atividade fisica (BEGUM et al., 2016; MUSUNURU; KATHIRESAN,
2016).

1.2 CLASSIFICACOES DAS DISLIPIDEMIAS
A classificacdo das dislipidemias baseava-se nos padrdes de aumento dos lipidios

plasmaticos (fendtipo de Fredrickson) (FREDRICKSON, 1971). Atualmente sdo

categorizadas como primarias ou secundarias.
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1.2.1 Dislipidemias secunddrias

As dislipidemias secundarias sdo decorrentes de outras doengas como a diabetes melito
(DM), hipotireoidismo, doencas renais e/ou hepaticas, alem de fatores como a obesidade,
menopausa, dieta rica em &cidos graxos, sedentarismo, tabagismo e alcoolismo. O tratamento
das dislipidemias secundarias consiste em controlar primeiramente a doenca de base e

eventualmente associar ao tratamento farmacologico com hipolipemiantes (FREITAS, 2010).

1.2.2 Dislipidemias primarias

As dislipidemias primarias, que serdo abordadas neste estudo, decorrem de mutacdes
genéticas Unicas ou mdltiplas que afetam a sintese e o metabolismo de lipoproteina com
superproducdo ou remogdo plasmaética defeituosa de LDL, baixa producdo de lipoproteina de
alta densidade (HDL) ou diminuicdo da hidrolise de TG. (XAVIER et al., 2013). Podem ser
classificadas fenotipicamente ou genotipicamente.

A classificacdo fenotipica ou bioguimica considera os valores do CT, LDL-c, TG e
HDL-c. Assim como os valores de apolipoproteina B-100 (apoB-100) e apolipoproteina Al
(apoAl). Compreende quatro tipos principais bem definidos de interesse clinico e com
algumas caracteristicas genéticas ja determinadas, que se segue. (HEGELE et al., 2015;
XAVIER et al., 2013):

Hipercolesterolemia isolada: Aumento isolado do LDL-c (> 160 mg/dL). E uma dislipidemia

monogénica determinada principalmente pelos genes: receptor de LDL (LDLR),
apolipoproteina B (APOB), proteina convertase subtilisina/kexina tipo 9 (PCSK9),
membro 1 da familia do adaptador de transducéo de sinal (STAP1), apolipoproteina E
(APOE), proteina adaptadora do receptor de LDL 1 (LDLRAP1), lipase A (LIPA),
transportador de cassete ligante de ATP subfamilia G membro 5 (ABCG5) e
transportador de cassete ligante de ATP subfamilia G membro 8 (ABCG8).

Hipertrigliceridemia isolada: Aumento isolado dos TG séricos (>150 mg/dL), transportados

principalmente pela lipoproteina de muita baixa densidade (VLDL), lipoproteina de
densidade intermediaria (IDL) e quilomicrons (colesterol ndo-HDL). Esta dislipidemia
monogénica €& causada por mutacdes no gene da lipoproteina lipase (LPL),
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apolipoproteina C2 (APOC2), apolipoproteina A5 (APOAb5), fator 1 de maturagdo da
lipase (LMF1), glicosilfosfatidilinositol ancorada a proteina de ligagdo da lipoproteina
de alta densidade 1 (GPIHBP1), glicerol-3-fosfato desidrogenase (GPD1) e APOE.

Hiperlipidemia mista ou combinada: Essa dislipidemia poligénica apresenta valores de LDL-c

(> 160 mg/dL) e TG (>150 mg/dL) aumentados. Atualmente se utiliza o valor do
colesterol ndo-HDL como indicador e meta terapéutica.
Hipoalfalipoproteinemia ou HDL-c baixo: Redug¢do do HDL-c (homens <40 mg/dL e

mulheres <50 mg/dL). Na forma isolada é considerada uma dislipidemia monogénica

causada por mutacdes nos genes do transportador de cassete ligante de ATP subfamilia

A membro 1 (ABCAL), apolipoproteina Al (APOA1l) e lecitina colesterol

aciltransferase (LCAT). Pode também ser encontrada em associacdo com aumento de

LDL-c ou de TG, sendo entdo poligénica.

Dentre as diversas dislipidemias a de maior importancia epidemioldgica e clinica é a
Hipercolesterolemia Familial (HF).

1.2.1.1 Hipercolesterolemia Familial

A HF é uma dislipidemia primaria considerada como problema de saude mundial
reconhecido pela OMS desde 1997 e destaca-se entre as dislipidemias que exigem tratamento
na infancia e adolescéncia, por ser uma das doencas de herangca monogénica mais frequente.
(SANTOS et al., 2012; WHO HUMAN GENETICS PROGRAMME, 1997).

A prevaléncia global de HF, atualmente considerada, é de até 1: 200 na forma
heterozigota e 1: 160.000 na homozigota, o que implica em mais de 30 milhdes de individuos
afetados. Mas esta frequéncia pode ser diferente entre as populagdes, por exemplo, a
prevaléncia da forma heterozigota em Sul Africanos é de 1:67 e em Libaneses 1. 85.
(BRAUTBAR et al., 2015; NORDESTGAARD; BENN, 2017; VALLEJO-VAZ et al., 2015).

E importante considerar que, com algumas excecdes, o diagnostico de HF esta bem
abaixo do estimado pela literatura. Na maioria dos paises, menos de 1% da populagdo foram
diagnosticados (STOCK, 2013). Este fato deve-se a mudltiplas razdes, tais como: falta de

validagdo dos registros médicos, falhas nas estratégias de triagem de novos casos, falta de
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investimentos no custeio dos testes genéticos, ou até mesmo a falta de conhecimento da
fisiopatologia. Pode-se observar, portanto, a evidente necessidade de investimento financeiro,
estrutural e da educacdo continuada na organizacdo de propostas para melhorar o diagndstico
e terapéutica individualizada para a HF.

A expectativa de vida de portadores de HF é reduzida devido a alta incidéncia, cerca
de 13%, de doenca arterial coronariana (DAC) prematura (em homens abaixo de 55 anos e em
mulheres abaixo de 65 anos). Individuos heterozigotos sem tratamento possuem um risco alto
de DAC prematura, em relacéo a individuos néo afetados. No caso dos homozigotos, quando
n&o tratados, geralmente a sobrevivéncia ndo ultrapassa 30 anos de idade (PEREZ DE ISLA et
al., 2016; VALLEJO-VAZ et al., 2015). Assim, é importante identificar, precocemente, 0s
individuos com HF para melhorar seu prognostico através de intervencdes terapéuticas
adequadas. Além disso, é crucial para a realizacdo da triagem seguindo um protocolo validado
para detectar outros membros da familia afetados pela doenca, especialmente as criangas,
antes da manifestacdo dos sintomas clinicos (HOPKINS, 2010; MARTIN; WATTS, 2017).

A HF é usualmente diagnosticada por caracterizacdo fenotipica com base na presenca
de sinais clinicos tipicos, como xantomas e arco cérneo, DAC precoce e concentracdes
elevadas de LDL-c, assim como a histéria familiar de HF. Os sinais clinicos séo especificos,
mas pouco sensiveis, pois nem sempre estdo presentes na forma heterozig6tica da doenca. 1sso
dificulta o diagndstico que € confirmado tardiamente e esta associado com um pior
prognostico (SANTOS et al., 2012).

A forma de heranca classica da HF é autossémica dominante que é causada por
mutacdes funcionais nos genes do LDLR, da APOB e da PCSK9, proteinas que regulam a
homeostase do colesterol (NAJAM; RAY, 2015; SANTOS; MARANHADO, 2014).

Mutacdes no gene que codifica o LDLR séo as alteracGes moleculares encontrados na
maioria dos pacientes com HF (FUTEMA et al., 2014). Mudangas na sequéncia aminoacidica
do LDLR resultam em formacéo de estrutura proteica inadequada e menor ligacdo a apoB-
100, o que determina o processamento inadequado do LDL-c e consequentemente determinam
0 seu aumento no plasma, que € uma das causas mais importantes do aumento do risco de
DCV, particularmente a DAC prematura (DE CASTRO-OROS; POCOVI; CIVEIRA, 2010;
MARKS et al., 2003).
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Formas menos frequentes de HF sdo associadas com mutagcbes em outros genes
envolvidos no metabolismo do colesterol, como é o caso de muta¢des no gene que codifica a
APOB (ALVES et al.,, 2014). Mutacdes funcionais nesse gene resultam em interacéo
defeituosa da apoB-100 das particulas de LDL circulantes com o LDLR nas células e séo
responsaveis por cerca de 5 — 10% dos casos de HF (HOOPER et al., 2018). Mutagdes no
gene que codifica a PCSK9, responsavel pelo catabolismo do LDLR (OMIM # 603776),
também tem sido associada com HF em cerca de 2% dos casos (AL-MASHHADI et al., 2013;
HOOPER et al., 2018).

Ha também as formas autossdmicas recessivas de HF que sdo mais raras (frequéncia
estimada em 1: 5.000.000). Uma delas decorre de mutacbes no gene que codifica a
LDLRAPL. Esta proteina é responsavel pela associacdo do LDLR com as clatrinas, nas fendas
revestidas da membrana de superficie celular. MutacBes neste gene levam a perda de funcao
da proteina acarretando no aumento de LDL-c. Somente os individuos homozigotos ou
heterozigotos compostos apresentam o fenétipo de HF. Os individuos heterozigotos simples
ndo manifestam a doenca (BRAUTBAR et al., 2015; SANTOS; MARANHAO, 2014).

Outro tipo de HF recessiva € denominado sitosterolemia e ocorre por mutacdes nos
genes ABCG5 e ABCG8 que codificam proteinas transportadoras da familia cassete ligante de
ATP (ABC). Os pacientes com sitosterolemia, diferentemente dos HF cléssica, apresentam
concentragdes elevadas de esterdis de plantas, como sitosterol e campesterol, adquiridos pela
dieta (LI et al., 2016; NAJAM; RAY, 2015; SANTOS et al., 2012).

O diagnostico molecular da HF é baseado na pesquisa de mutacdes funcionais, nos
genes causadores da HF autossomica dominante. No entanto, apesar de varias mutacGes
funcionais associadas a HF j& terem sido descritas nos genes LDLR, APOB e PCSK9, na
ultima década, outros genes envolvidos em vias metabdlicas do colesterol também vém sendo
associados (DEFESCHE et al., 2017; HOOPER et al., 2018).

O guia do National Institute for Health and Clinical Excellence (NICE) do Reino
Unido, publicado em 2008, indica o diagnostico de HF por testes genéticos e a confirmacao da
mutacdo encontrada em parentes de até terceiro grau (WIERZBICKI; HUMPHRIES;
MINHAS, 2008). De forma similar o critério do Dutch Lipid Clinic Network - Make Early
Diagnosis to Prevent Early Deaths (Dutch MEDPED) recomenda a inclusédo de testes
geneéticos para o diagnostico da HF. A Dutch MEDPED foi utilizada como base pela | Diretriz
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Brasileira de Hipercolesterolemia Familiar para estabelecer o diagnostico de HF no Brasil, que
recomenda a triagem de criangas a partir dos dois anos de idade (SANTOS et al., 2012).
Entretanto os testes genéticos ainda sdo pouco utilizados na pratica clinica.

Um fator limitante para o0 uso de testes genéticos € que as tecnologias disponiveis
permitem avaliar apenas algumas regides dos genes candidatos, abrangendo no méaximo 4-5%
das mutagOes associadas com HF (TAYLOR et al.,, 2010). Tecnologias de triagem de
mutacdes e confirmacdo por sequenciamento ou métodos de deteccdo direta de mutacao
podem ser utilizadas no diagnostico da HF, como as utilizadas por nosso grupo para
investigagdo de mutagdes nos genes LDLR e APOB (CAVALLI; HIRATA; HIRATA, 2001;
SALAZAR et al., 2002; SALAZAR; HIRATA; HIRATA, 2002). No entanto rotineiramente,
no caso do APOB, apenas um fragmento do éxon 26 e do éxon 29 sdo analisados, 0 que
diminui a eficiéncia do diagnostico molecular (ALVES et al., 2014). Com isso o diagndstico
molecular apresenta alta taxa de resultados falso-negativos e menor probabilidade de
encontrar a alteracéo causal, dificultando o diagndstico.

Outro aspecto é que mutacdes ja identificadas nos genes LDLR, APOB e PCSK9
relacionadas a HF tém distribuicao e frequéncias diferentes entre as populacées (BRAUTBAR
et al., 2015; LIYANAGE et al., 2011). Os testes genéticos disponibilizados por servicos de
laboratério clinico incluem a pesquisa de muta¢Ges mais prevalentes nas populacdes europeias
e americanas, o que limita o diagnéstico molecular da HF no nosso pais, que ndo dispde de um
banco de dados préprio. Assim, os resultados obtidos na maioria das vezes precisam ser
comparados e validados com sequéncias de outras populacdes, disponiveis em banco de dados
publicos, o que pode gerar muitas interpretacGes inadequadas.

Nos Gltimos anos, tém sido utilizadas tecnologias mais abrangentes para a pesquisa
genotipica da HF no mundo, o que aumenta a sensibilidade diagndstica e a variedade dos
bancos de dados ja& existentes e dos em desenvolvimento, acelerando a sua formulagdo e
ampliacdo. As novas tecnologias de sequenciamento de acido desoxirribonucleico (DNA),
denominadas de sequenciamento de alto rendimento ou Next Generation Sequencing (NGS),
possibilitam reduzir o tempo de validacdo genotipica da HF, confirmar os casos suspeitos e
avaliar com maior eficiéncia os familiares afetados que ainda ndo apresentam evidéncias
clinicas da doenca (FUTEMA et al., 2012; MAGLIO et al., 2014; NORSWORTHY et al.,
2014; VANDROVCOVA et al., 2013).
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O NGS é aplicavel a estudos populacionais que contribuem para o conhecimento das
bases moleculares e da epidemiologia de doengas genéticas e com custo acessivel. Outro
estudo do nosso grupo utilizou a NGS para o diagnostico molecular da hipertrofia cardiaca e
mostrou a presenca de mutacdes em genes relacionados com a hipertrofia em 85% dos casos,
resultado similar ao de outras populagdes (CASTRO, 2015). Os 15% restantes ndo explicados
pela genémica estrutural, podem estar relacionados com variantes intronicas ou mecanismos
epigendmicos, tais como os sistemas de regulacdo génica por metilacdo de DNA, acetilacdo de
histonas, e inibicdo/degradacdo de &cidos ribonucleicos (RNA), sendo 0 RNA mensageiro
(mRNA) inibido por microRNAs (miRNAs) ou RNAs longos ndo codificadores (INCRNAS).

Desta forma a aplicacdo de NGS para o estudo gendmico da HF na populagdo
brasileira se torna uma grande possibilidade de avanco no conhecimento da epidemiologia

molecular desta doenca e na estruturacdo de um banco de dados genémicos.

1.2.1.1.1 Gene do receptor de LDL (LDLR)

O gene LDLR esta localizado no brago curto do cromossomo 19 (19p13.1-13-3) e
compreende 45 kb, com 18 eéxons que codificam 839 aminoacidos na sua forma madura. Esse
gene é majoritariamente expresso no figado, embora também seja expresso em células do
tecido periférico. A proteina € inicialmente sintetizada sob a forma de um precursor com um
peso molecular proximo de 120 kDa, que posteriormente migra para o aparelho de Golgi onde
sofre glicosilagdo extensa, atingindo a forma madura com 160 kDa (LINDGREN et al., 1985;
MOLLAKI; PROGIAS; DROGARI, 2013; YAMAMOTO et al., 1984).

Mutacdes nesse gene sdo responsaveis por cerca de 80% dos casos de HF. As
primeiras mutacdes relacionadas foram identificadas pelos pesquisadores Goldstein e Brown.
Eles detectaram que a auséncia total ou parcial de LDLR era responsavel pela fisiopatologia
dessa doenca. Desde essa data, esse gene tem sido alvo de vérios estudos (BROWN;
GOLDSTEIN, 1974; DE CASTRO-OROS; POCOVI; CIVEIRA, 2010; GOLDSTEIN;
BROWN, 1974; WIEGMAN et al., 2015).

Portadores de mutacbes no gene LDLR em homozigose apresentam concentracdes de

LDL-c no plasma extremamente elevada, atingindo valores entre 600-1.200 mg/dL. Enquanto
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0s heterozigotos, apresentam valores de LDL-c entre 300 e 440 mg/dL (SANTOS et al.,
2012). Esse aumento da LDL plasmatica resulta em infiltracdo acelerada de colesterol para
alguns tecidos, levando a manifestagdes clinicas como arco corneo, xantelasmas, xantomas
tuberosos e tendinosos (BRAUTBAR et al., 2015). A mais importante manifestacdo é a
deposicdo de colesterol na intima das artérias com aumento importante no risco de
desenvolver aterosclerose prematura ainda na infancia (LIBBY; BORNFELDT; TALL, 2016).

Mais de 2000 mutacdes ja foram descritas neste gene, segundo o banco de dados do
Clinical Variants database (ClinVar) do The National Center for Biotechnology Information
(NCBI), 2300 variantes humanas possuem significado clinico com HF, podendo ser
patogénico, benigno, incerto ou outro (BENITO-VICENTE et al., 2018; USIFO et al., 2012).
As mutacdes neste gene sdo classificadas em cinco categorias: (i) Classe I: sdo as mais
comuns, tais como grandes delecBes, mutacGes nas regibes promotora, regido 5’ nio traduzida
(5’UTR) e codificadora do gene, que resultam em uma proteina de LDLR n&o detectavel; (ii)
Classe II: causa um bloqueio parcial ou completo do transporte do LDLR do reticulo
endoplasmatico para o aparelho de Golgi; (iii) Classe Ill: afetam o dominio de ligacdo do
receptor as particulas de LDL, os receptores atingem a membrana citoplasmatica, mas nao se
ligam ou ligam-se parcialmente; (iv) Classe 1V: causa uma deficiéncia na interiorizagdo do
LDL; (v) Classe V: impedem a dissociacdo do complexo LDL-LDLR sendo degradado junto
com a molécula de LDL no endossomo (CHOUMERIANOU; DEDOUSSIS, 2005;
SCHAEFER et al., 2012).

A concentracdo plasmatica do LDL-c, apesar de ser um fator independente para o
desenvolvimento de DCV é de especial importancia naqueles pacientes com as mutagdes de
classe | causadoras de fendtipos mais severos clinicamente (ALONSO et al., 2014).

A associacdo entre as diferentes mutacdes com DCV e resposta a estatina também foi
observada em uma populacdo brasileira com HF heterozigotica (SANTOS et al., 2014).

As principais alteragdes no LDLR s&o as mutagdes na extremidade S’UTR (0,8%),
pequenas delecbes (1,6%), grandes rearranjos cromossémicos (9,0%), mutacdes sem sentindo
(nonsense, 9,0%), mutacOes por deslocamento (frameshift, 18,0%), mutacOes na regido de
processamento de RNA (splicing, 9,0%) e mutacdo de sentido trocado (missense, 46,0%)
(CHORA et al., 2018; MARDUEL et al., 2010).
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Aproximadamente, 36 variantes j& descritas e associadas com HF encontram-se nas
regides 3’ ndo traduzidas (3°UTR) e 5’UTR do gene LDLR, muitas das quais tém demonstrado
alterar a ligacédo de fatores de transcricdo importantes envolvidos no controle da expressao de
LDLR e podem estar influenciando o fenétipo de HF (DE CASTRO-OROS et al., 2011; LIU
et al., 2000; NATESAMPILLAI et al., 2006). Dessas, trés, estdo descritas na literatura em
pacientes com diagnostico de HF (c.-101T>C, ¢.-121T>C e ¢.-215A>G) (USIFO et al., 2012).
Porém estudos com ensaios de luciferase encontraram associagcdo apenas para as variantes c.-
101T>C, ¢.-121T>C como provavel causa de HF (KHAMIS et al., 2015).

Estudos iniciais do nosso grupo relataram a influéncia de polimorfismos comuns no
LDLR com maior risco de DCV, hipercolesterolemia e xantelasma em individuos brasileiros
(NAKAZONE et al., 2009; SALAZAR et al., 1999, 2000a, 2000b).

Posteriormente utilizou-se o método de polimorfismo conformacional de fita simples
(Single-Strand Conformational Polymorphism - SSCP) para triagem de mutacdes no LDLR e
detectou-se 22 mutacbes em 35 pacientes com HF heterozigética, sendo 8 mutacGes
conhecidas (p.Glu92Ter, p.Arg236Trp, p.Gli322Ser, p.Gli352Asp, p.Ala370Thr, p.Cys371Ter,
p.Cys675Trp, p.Cys677Tyr) e 7 mutacdes novas (p.Gli(-20)Arg, p.Thr476Pro, p.Val503Gili,
p.Asp580His, p.Ser652Arg, p.FsArg757, p.FsSer828) (SALAZAR et al., 2002; SALAZAR,;
HIRATA; HIRATA, 2002).Outros estudos na populacdo brasileira também reportaram
mutacdes nos éxons 7 e 14 (DOS SANTOS; ZAGO, 2003) e uma delecdo de 4-kb no gene do
LDLR entre o intron 12 e o 14, conhecida como mutacdo LDLR libanesa (ALBERTO et al.,
1999).

Com o avanco das tecnologias de sequenciamento inumeras variantes vem sendo
identificada, um estudo recente de NGS por exemplo, caracterizou a variante LDLR
€.1186+2T>G como nova e comum causa da doenca em Taiwaneses (HSIUNG et al., 2018).
Outro estudo identificou a variante LDLR ¢.1448G > A como mais frequente na populagio
Chinesa (SUN et al., 2018).

No Brasil, trabalhos recentes vem mostrando a presenca das variantes LDLR
p.Cys222Ter, p.Glu288Lys, p.Asp301Tyr, p.Asp307Asn, p.Aspl78Tyr, p.Cysl84Tyr,
p.Ser326Cys, p.Cys681Ter, IVS7+10G>C, IVS11-10G>A e uma variante nova identificada
IVS11-63C>A (MOLFETTA et al., 2017; PAMPLONA-CUNHA et al., 2019).
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Para auxiliar na caracterizagao da funcionalidade das variantes novas identificadas, um
estudo recente utilizou um modelo para prever sistematicamente 13.167 potenciais variantes
no LDLR com efeitos biologicos. O impacto funcional de 52 de 54 mutacdes especificas, com
dados experimentais in vitro relatados, foi previsto corretamente. Outros testes funcionais em
variantes do LDLR de pacientes também foram consistentes com a previsdo do modelo (GUO
etal., 2018).

Estudos mais recentes mostraram que portadores de variantes no LDLR possuem
lesbes mais severas que pacientes positivos para outras variantes. Quando apresentada em
heterozigose as variantes deste gene também apresentam fenotipo mais grave, tendo valores
de LDL-c mais elevados que os demais. Ha também uma variacdo do fen6tipo de acordo com
o tipo de variante identificada (ABUL-HUSN et al., 2016; CUI et al., 2019; SANTOS et al.,
2014).

1.2.1.1.2 Gene da Apolipoproteina B (APOB)

O gene APOB esté localizado no cromossomo 2 (2p23-24) e tem 43 kb de extenséo
com 29 éxons que codificam 4536 aminoacidos (RADER; COHEN; HOBBS, 2003). A regido
do dominio da apoB-100 responsavel pela ligacdo da LDL ao receptor esta entre os
aminodcidos 3386 e 3396 (MARZ et al., 1993). MutagGes nesta regido causam a deficiéncia
familial de apoB-100 (FDB) (SORIA et al., 1989). Estas alteracdes diminuem a remocao
plasméatica de LDL circulante, pois a apoB-100 € responsavel pelo reconhecimento do
receptor, que remove 60 a 80% destas particulas do sangue (QUINTAO; NAKANDAKARE;
PASSARELLI, 2011).

As mutagOes causadoras de FDB sdo responsaveis por aproximadamente 5 - 10% dos
casos de HF. Variantes como p.Arg3500GIn ou p.Arg3527GlIn, p.Arg3507Trp, p.Arg3558Cys,
p.Trp4396Tyr, foram associadas com a FDB em diferentes populagcfes, sendo a primeira a
geralmente investigada nos testes genéticos para HF (HOOPER et al., 2018; INNERARITY et
al., 1990; LIYANAGE et al., 2008; PULLINGER et al., 1999; WIEGMAN et al., 2015).

Outras mutacbes, como p.Arg3531Cys, p.Arg3527Tyr e a p.Arg3527GIn, foram
descritas no gene da APOB (ABIFADEL et al., 2014; MYANT, 1993). A mutacdo

p.Arg3527Tyr é a menos frequente, todavia a mais comum na populagdo Chinesa (TAI; PAN;
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LEE-CHEN, 1998). A mutacdo missense p.Arg3527GIn é a mais comum na Europa
(MISEREZ; MULLER, 2000). Um estudo realizado na Espanha descreveu a existéncia de
mutacdes no gene APOB em 13 casos, 11 dos quais na zona da Galiza (CASTILLO et al.,
2002). Em Portugal ja foram descritos 3 casos de individuos com a mutacao p.Arg3527Glne 1
caso com a mutacao p.Tyr3560Cys (MEDEIROS et al., 2010).

Mais recentemente um estudo com duas grandes coortes da Coréia do Sul (Dong-gu
Study e Namwon Study) identificou a variante APOB p. Arg3527Trp como a variante mais
frequente nessa populacédo (KIM; KWEON; SHIN, 2018).

No Brasil, nosso grupo ndo detectou a mutacdo p.Arg3500GIn em um estudo com
pacientes hipercolesterolémicos (CAVALLI et al., 2000). Por outro lado, observamos que
polimorfismos e hapldtipos comuns no gene da APOB estdo associados com variabilidade no
perfil lipidico, dislipidemia, risco cardiovascular e presenca de xantelasma na populacdo
brasileira (CAVALLI et al.,, 2000; MACHADO et al., 2001; NAKAZONE et al., 2009;
RODRIGUES et al., 2013).

Rotineiramente apenas dois fragmentos, um do éxon 26 e um do éxon 29 sdo
analisados (ALVES et al., 2014). Sequenciar os 29 éxons do gene da APOB utilizando
plataformas de ultrassequenciamento pode ser requerido para determinar em quais regides
deste grande e altamente polimorfico gene pode haver mutacdes que causem HF (THOMAS et
al., 2013). O espectro de variantes funcionais localizadas em outros éxons da APOB vem
aumentando. Um estudo recente, por exemplo, identificou e caracterizou in vitro as variantes
p.Pro994Leu e p.Thr3826Met nos éxons 19 e 26 (CATARINA ALVES et al., 2018). Outro
estudo identificou a variante rs515135 em regido S’UTR com significante relagio com HF
(KARAMI; SALAHSHOURIFAR; HOUSHMAND, 2019).

A importéncia do screening em regides adicionais do APOB também foi enfatizada por
Motazacker e colaboradores que identificaram 2 pacientes com mutacfes fora do éxon 26
(MOTAZACKER et al., 2012).
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1.2.1.1.3 Gene da Proteina Convertase Subtilisina/Kexina tipo 9 (PCSK9)

O gene PCSK9 esta localizado no braco curto do cromossomo 1 (1p32), possui 22kb, e
é composto por 12 éxons que codificam uma proteina de 72 kDa (pro-PCSK9), posteriormente
clivada, no reticulo endoplasmatico, em um pr6é dominio de 14 kDa e uma porg¢éo de 63 kDa.
Esta enzima é responsavel pela regulacdo pds-transcricional do LDLR, através da ligacdo ao
dominio do fator de crescimento epidérmico (EGF) deste receptor, facilitando a interiorizacdo
no compartimento lisossomal, onde este é degradado (HORTON; COHEN; HOBBS, 2007;
LAMBERT et al., 2009; MOUSAVI; BERGE; LEREN, 2009).

Mutacdes no gene da PCSK9 do tipo ganho de funcdo (gain-of-function), como
p.Ser127Arg, p.Phe216Leu e outras, sdo causa de cerca de 2% da HF autossémica dominante,
através do aumento da taxa de degradacdo de LDLR resultando em um aumento expressivo de
LDL-c (ABIFADEL et al., 2003; HOOPER et al., 2018; LAMBERT et al., 2009; MOUSAVI,
BERGE; LEREN, 2009; WIEGMAN et al., 2015). Outra mutacdo descrita foi a p.Asp374Tyr
gue aumenta a afinidade da PCSK9 pelo LDLR devido a diminuicao significativa da constante
de velocidade de dissociagdo, isso acarreta um déficit na endocitose de LDL, o que caracteriza
um fenétipo acentuado de HF (GESCHWINDNER et al., 2015; TIMMS et al., 2004).

Recentemente nosso grupo, investigou trés polimorfismos comuns no gene da PCSK9
e observou relacdo da variante p.Glu670Gly com a hipercolesterolemia em pacientes
dislipidémicos brasileiros (ANDERSON et al., 2014). Também observamos que a variante
PCSK9 ¢.*614C>T contribuiu na variabilidade do HDL no plasma, em individuos
normolipidémicos (ZAMBRANO et al., 2015).

Um estudo recente em duas coortes da Coréia do Sul identificou e associou através de
NGS duas variantes raras p.Glu85Lys e p.Arg499Cys (KIM; KWEON; SHIN, 2018). Uma
revisao na populacédo Italiana mostrou as variantes PCSK9 p.Arg496Trp e p.Asn425Ser como
causa de HF nesta populacdo (BERTOLINI et al., 2017).

Algumas muta¢fes no PCSK9 também podem causar a perda de fungdo (loss-of-
function), como as p.Arg46Leu e p.Cys679Ter, reduzindo a degradacdo de LDLR, o que
resulta em valores diminuidos de LDL-c e menor risco de doenca cardiovascular (COHEN et
al., 2006). As mutacdes de perda de funcdo foram objeto de estudos para o desenvolvimento

de anti-PCSK9, uma nova classe de medicamentos utilizados no tratamento da
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hipercolesterolemia (ABIFADEL et al., 2014; LAMBERT et al., 2014; PIPER et al., 2007,
SHEN et al., 2013).

1.2.3 Hipercolesterolemia Poligénica

Mutacdes nos genes do LDLR, APOB ou PCSK9 sdo identificadas como a principal
causa de HF monogénica, no entanto, apenas 20 — 60% dos individuos com HF séo positivos
nos testes genéticos. Assim, outros genes envolvidos na homeostase do colesterol e que
causam pequenas alteracOes na colesterolemia, podem estar associados com a HF poligénica
(NIKKOLA et al., 2017; STURM et al., 2018).

Com o avanco dos estudos de associacdo do genoma completo (Genome Wide
Association Studies — GWAS), aumentou drasticamente o numero de loci identificados que
estdo relacionados com as alteragBes lipidicas. Essas variantes juntas podem explicar
aproximadamente 12-15% da variagéo total dos valores de LDL-c o que corresponde a 25-
30% da contribuicdo genética. Isso sugere que muitos genes e variantes genéticas associadas
com a concentracdo de colesterol plasmatica ainda precisam ser identificados
(CHRISTOFFERSEN; TYBJARG-HANSEN, 2015).

Estudos de polimorfismos genéticos tém contribuido de forma ainda modesta para
identificacdo de alteragdes responsaveis pela HF poligénica, com o advento dos estudos
exdmico a identificacdo de variantes causais tende a aumentar.

Um estudo onde foi realizado o exoma total de pacientes com HF diagnosticada por
critérios clinicos, encontrou 31 pacientes, de 125 testados, com dislipidemia de etiologia
poligénica, sendo identificados pelo menos 18 genes potencialmente associados (FUTEMA et
al., 2014). Escores de risco genético estdo sendo utilizados para caracterizar 0 aumento de
LDL-c por hipercolesterolemia poligénica, no entanto este ainda é um desafio devidos aos
inimeros polimorfismos de nucleotideo Unico (Single Nucleotide Polymorphis —SNP) que
podem estar associados (SJOUKE et al., 2016; WANG et al., 2016).

Pelo discorrido, pode-se sugerir que uma grande porcentagem de individuos
diagnosticados clinicamente como HF serem portadores de dislipidemia poligénica, que séo

portadores de alelos maltiplos com diminuicéo de atividade para captacdo de LDL-c (cada um
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causando efeitos leves), levando a um aumento no LDL-c acima do valor considerado
recomendavel (TALMUD et al., 2013).

1.3 DIAGNOSTICO MOLECULAR DA HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIAL

O diagnédstico da HF na pratica diéria, é realizado por critérios fenotipicos, sem
utilizacdo de teste genético, de acordo com a | Diretriz Brasileira de Hipercolesterolemia
Familiar. Considera-se portanto, que um dos motivos da baixa frequéncia desta doenca esteja
relacionada com a baixa sensibilidade do procedimento, que sugere a falha diagndstica da
hipercolesterolemia. O estabelecimento de um processo metodoldgico mais eficiente ao
clinico, e que seja acessivel, permitird um melhor conhecimento das causas genética, que
consequentemente dard condi¢cdes de uma interpretacdo clinico laboratorial mais adequada
para a definicdo do fendtipo com o gendtipo, permitindo assim a identificagdo prévia de
pacientes que apresentam o risco mais elevado de desenvolver DCV, tornando mais eficiente
o0 acompanhamento clinico e terapéutico, além de contribuir para o desenvolvimento da
farmacoterapia individualizada. Seria desejavel que pelo menos fosse introduzida na préatica
diaria a avaliacdo das variantes genéticas presentes nos genes LDLR, APOB e PCSK9
(CIVEIRA; POCOVI, 2002; STURM et al., 2018).

O guia do NICE, publicado em 2008, indica a confirmacdo do HF por testes genéticos
e a confirmacdo da mutacdo encontrada em parentes de até terceiro grau, sendo que a deteccao
de variantes patogénicas também vem sendo descrita como “padrdo ouro” para o diagnodstico
de HF (WATTS et al., 2014; WIERZBICKI; HUMPHRIES; MINHAS, 2008). No entanto,
além de ainda ndo ser habitualmente aplicavel, a maioria dos laboratérios utiliza Kkits
desenhados para as mutacdes mais comuns, abrangendo apenas cerca de 4%-5% de todas as
mutagdes (TAYLOR et al., 2010).

As diversas mutagdes identificadas nos genes LDLR, APOB e PCSK9 relacionadas a
HF séo distribuidas de diferentes maneiras de acordo com a regido de origem, 0 que tem
tornado os testes genéticos custosos e aumentado o investimento em novas técnicas como o
NGS (FUTEMA et al., 2012; LIYANAGE et al., 2011).

Apesar da utilizacdo de varias tecnologias modernas para a deteccdo de novas
mutacdes, o diagndstico clinico laboratorial rastreando mutacGes no gene LDLR em pacientes
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com HF pode falhar devido a possibilidade de nenhuma mutacéo ser encontrada. Com isso a
associacdo com outros genes candidatos tem sido investigada, mas elas ainda sdo raras. Um
exemplo sdo as mutacGes recessivas no gene da citocromo P450 familia 7 subfamilia A
membro 1 (CYP7A1) encontrada em algumas familias (PULLINGER et al., 2002) e outro
exemplo sdo as variantes do gene fator de transcricdo do elemento regulador do esterol 2
(SREBF2) e SREBF chaperona (SCAP) que tém sido encontradas em pacientes com HF
associado a um fenotipo mais leve (MULLER; MISEREZ, 2002).

As novas tecnologias de NGS sequenciam o DNA em plataformas capazes de gerar
informacdo sobre milhdes de pares de bases em uma Unica corrida, sendo uma alternativa
poderosa para estudos de gendmica estrutural e funcional. Dependendo da finalidade pode se
utilizar de diferentes técnicas de NGS, a analise do genoma total, analise de exoma total ou a
analise exdmica direcionada aos genes de interesse (CARVALHO; SILVA, 2010; MARDIS,
2013). Essa tecnologia tem permitido a descoberta de novas alteracdes genéticas, além da
deteccdo de diversas regides em um unico procedimento, o que facilita a caracterizacdo das
doencas ocasionadas por alteracdes em varios genes, como € o caso da HF que pode ser
causada por mutacédo nos genes do LDLR, APOB e PCSK9 ou até mesmo ser poligénica.

Mais de 2000 variantes ja foram previamente reportadas em associagdo com HF, sendo
que aproximadamente 1000 delas foram consideradas como patogénicas segundo os critérios
da Amercian College Medical and Genetics (ACMG) (CHORA et al., 2018).

Futema e colaboradores (2012) encontraram, em amostras de 48 pacientes caucasianos
através de sequenciamento exémico direcionado, mutacdes ja descritas como provaveis causas
de HF nos genes LDLR, APOB, LDLRAP1 e PCSK9, além de encontrar novas variantes nos
genes do LDLR e APOB (FUTEMA et al., 2012).

Em outro estudo realizado na Suécia, que utilizou a metodologia de sequenciamento
direcionado SEQPRO LIPO RS que é desenhado para os genes LDLR, APOB, LDLRAP1 e
PCSK9, verificaram que em 50 de 77 amostras analisadas foram encontradas mutacgdes ja
relacionadas com HF, além de mutacdes de patogenicidade desconhecida e apenas uma
variante nova no gene LDLR (MAGLIO et al., 2014). Adicionalmente percebe-se também
uma eficacia desta tecnologia quando utilizada para a detec¢do da doenca em familiares sem
evidéncias clinicas (NORSWORTHY et al., 2014).
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As NGS tem permitido identificar outros genes relacionados com a HF, como os de
transportadores de membrana (Niemann-Pick C1 como Transportador de Colesterol
Intracelular 1 - NPC1L1 e ABCG5/8), o gene envolvido com a incorporacéo do colesterol da
dieta através da proteina microssomal de transferéncia de triacilglicerol (MTTP), os da
neossintese lipidica  (3-hidroxi-3-methilglutaril-CoA redutase - HMGCR, tribbles
pseudocinase 1 - TRIB1), os relacionados com a liberacdo da apoB-100 para a circulagdo
(angiopoietina tipo 3 - ANGPTL3), secrecdo associada a Ras relacionada a GTPase 1B
(SAR1B), sortilina 1 (SORT1) e os relacionados com a captacdo de LDL (LDLRAP1) e as
demais lipoproteinas hepaticas como a APOE (CALANDRA et al., 2011; DEFESCHE et al.,
2017).

A identificacdo desses novos genes € decorrente do fato da NGS possibilitar a analise
de um grande numero de dados gendémicos em um curto periodo, mas um dos desafios é
comprovar a patogenicidade das novas mutagOes identificadas. Na maioria dos casos, 0s
efeitos de novas mutagdes séo baseados em resultados de ferramentas de predigéo in silico, de
forma que ha necessidade de sua caracterizacdo por estudos funcionais, em culturas celulares,
analises de co-segregacédo familiar e outros modelos experimentais.

Avaliar a relacdo das diferentes variantes encontradas por ultrassequenciamento em
pacientes com HF € de grande importancia para compreender 0os mecanismos pelos quais as
variagcOes genéticas influenciam na concentracdo de colesterol e consequentemente 0 processo
patoldgico desta doenca (FORTI et al., 2003; SILVA et al., 2012). Recentemente um grupo
identificou que apenas cerca de 8% das variantes no LDLR identificadas no banco de dados
ClinVar séo completamente caracterizadas por estudos in vitro (CHORA et al., 2018).

Em virtude disso, pesquisas vém sendo conduzidas para compreender os efeitos
funcionais de variantes encontradas nos genes LDLR, APOB e PCSK9. Para isso sdo utilizadas
varias estratégias, tais como: (i) estudos de mutagénese das variantes encontradas no
sequenciamento; (ii) estudos de captagdo de LDL natural e oxidada, em cultura primaria de
mondacitos; e (iii) estudos de ligacéo e interiorizacdo de LDL, em cultura primaria de linfocitos
(ALVES et al., 2014; ETXEBARRIA et al., 2012; KHAMIS et al., 2015; SILVA, 2007).

Uma limitacdo dos métodos de NGS ¢ a ineficiéncia na amplificacdo de regiGes ricas
em CG, o que leva a uma diminuicdo da cobertura destas regides, como relatado por Futema e

colegas (2012), onde se verificou que 58% do gene da PCSK9 teve uma cobertura de apenas
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16x, levando a identificagdo de variantes ndo confirmadas posteriormente (FUTEMA et al.,
2012). Erros assim podem ser minimizados no momento da analise de variantes, considerando
uma cobertura confiavel minima de 30x, que € a cobertura recomendada para cenarios clinicos
(CHOI et al., 2009; PRANCKEVICIENE et al., 2015).
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2. JUSTIFICATIVA

A classica identificacdo clinica da HF é a caracterizacdo fenotipica, sem a
genotipagem. Isto foi adotado ha muito tempo e tem satisfeito a maioria dos casos, pois 0
tratamento tem sido efetivo. Esta conduta é utilizada devido a detec¢do de mutacBes génicas
serem de baixa sensibilidade e pelo diagndstico fenotipico ficar em torno de 30 a 50% dos
casos, sendo reduzida em idades abaixo de 2 anos.

No entanto, com algumas excecdes, o diagndstico de HF estad bem abaixo do estimado.
Na maioria dos paises, menos de 1% dos pacientes foram diagnosticados. 1sso pode ser devido
as multiplas razbes, como a falta de validacdo dos registros, falhas nas estratégias de triagem
de novos casos, investimentos financeiros inadequados no custeio dos testes genéticos, ou até
mesmo de falta de conhecimento da fisiopatologia. Portanto, observa-se a necessidade de
aumentar a sensibilidade metodoldgica no diagnostico laboratorial com o incentivo a pesquisa
e estabelecer uma politica adequada de educacgdo continuada na area de genética molecular.

Como o advento de novas tecnologias de ultrassequenciamento e sua aplicacdo mais
sistematica no auxilio diagnostico das doengas monogénicas e poligénicas estas estatisticas
dos diagnosticos podem mudar significativamente. No presente estudo foi realizado o estudo
exdmico dos principais genes relacionados a HF, ja citados anteriormente, e de outros genes
relacionados com dislipidemias primarias e metabolismo do colesterol. Espera-se assim
caracterizar genotipicamente uma fracdo da populacéo brasileira e possibilitar a associacao de
novas variantes que possam melhor esclarecer esta doenca, e a possibilidade da aplicabilidade
em todo o pais. Assim como contribuir para 0 melhor entendimento das bases gendmicas da
HF.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Identificar as principais causas genéticas da HF em pacientes diagnosticados
fenotipicamente.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar genotipicamente uma pequena amostragem da populacdo brasileira
diagnosticada com HF;

e Descrever o perfil de variantes dos éxons em 61 genes selecionados que estdo direta ou
indiretamente ligadas as dislipidemias de origem genética, em pacientes com
diagnostico clinico e fenotipico de HF.

e Avaliar as correlagdes entre as variantes exdmicas selecionadas e as alteracbes

fenotipicas.
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4. CASUISTICA, MATERIAIS E METODOS

4.1 CASUISTICA E PROTOCOLO DE INVESTIGACAO
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Foram selecionados, da Secdo Médica de Dislipidemia do IDPC, 160 pacientes, sendo

129 casos indices com diagnostico fenotipico de HF, sem utilizacdo de teste genético, de

acordo com a | Diretriz Brasileira de Hipercolesterolemia Familiar (Tabela 1), 25 familiares

também com diagndstico fenotipico e 6 familiares sem caracteristica clinica aparente de HF.

Todos foram informados sobre o protocolo do estudo e assinaram o Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido (Anexo A). Também foi incluido 1 paciente do centro de coleta da

Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN) em Natal e 58 amostras foram

fornecidas pelo programa Hipercol Brasil do Instituto do Coracdo (INCOR).

Tabela 1: Critérios de diagndstico clinicos de HF, baseados nos critérios da Dutch MEDPED e
adaptado da atualizag&o da diretriz brasileira de dislipidemias e prevencgao da aterosclerose.

Parametro Pontos
Historia Familiar
Parente de 1° grau portador de doenca vascular/coronéria prematura (homem 1
< 55 anos,mulher < 60 anos) OU
Parente adulto de 1° ou 2° grau com CT > 290 mg/dL, 1
Parente de 1° grau portador de xantoma )
tendinoso e/ou arco corneano OU
Parente de 1° grau <16 anos com CT> 260 mg/dL 2
Historia clinica
Paciente portador de doenca arterial coronaria prematura )
(homem < 55 anos, mulher < 60 anos)
Paciente portador de doenca arterial cerebral ou periférica 1
prematura (homem < 55 anos, mulher < 60 anos)
Exame fisico
Xantoma tendinoso 6
Arco corneano< 45 anos 4
Concentracdo de LDL-c
> 330 mg/dl 8
250 - 329 mg/dL 5
190 - 249 mg/dL 3
155 - 189 mg/dL 1

Continua...
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Continuagéo...

Parametro Pontos
Diagnostico de HF
Certeza se > 8 pontos
Provavel se 6 - 8 pontos
Possivel se 3 -5 pontos

Fonte: Retirado e adaptado da atualizagdo da diretriz brasileira de dislipidemias e prevencdo da aterosclerose
(FALUDI et al., 2017).

Individuos com insuficiéncia hepética, insuficiéncia renal (clearance de creatinina
<30ml/min) e/ou sindrome nefrédtica, neoplasias clinicamente ndo controladas, com sorologia
positiva para o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), hipotireoidismo ndo controlado e
doenca de Cushing ndo foram incluidos no presente estudo.

O estudo foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa (CEP) do IDPC sob
namero de parecer 2.587.235 (Anexo B1) e pelo CEP da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
da Universidade de Sdo Paulo (FCF-USP) sob nimero de parecer 2.708.638 (Anexo B2).

4.2 AVALIACAO CLINICA E AMOSTRAS BIOLOGICAS

No momento da entrevista com o paciente, ap6s consentimento foi realizada a
avaliacdo e questionario clinico (Anexo C) dos pacientes incluidos no estudo com a
colaboracdo dos médicos da secdo de dislipidemias do IDPC.

Neste momento, também foram coletadas as amostras de sangue periférico em tubos
contento anticoagulante acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (1 mg/mL de K3EDTA
por mL de sangue) para analise de hemograma completo, hemoglobina glicada (HbAlc), e
obtencdo de DNA; contendo fluoreto de sodio para determinacdo da concentracdo plasmatica
de glicose; sem anticoagulante e com gel separador para as determinac¢des das concentragdes
de CT, HDL, TG, apoAl, apo B-100, horménio estimulador da tireoide (TSH), tiroxina livre
(T4 livre), ureia, creatinina, creatinoquinase (CK), acido Urico, aspartato aminotransferase
(AST), alanina aminotransferase (ALT), insulina e proteina C reativa ultrassensivel (PCR-us).
Totalizando aproximadamente 40mL de sangue coletado.

As amostras de sangue periférico foram colhidas dos individuos em jejum de 12 horas

e com tubos de coleta modelo vacutainerTM (Becton Dickinson Company, Plymouth, Reino
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Unido), pelo Setor de Protocolo e Coleta do IDPC e encaminhado para a Associagédo Fundo de
Incentivo a Pesquisa (AFIP) onde foram realizadas as analises bioquimicas e hematoldgicas, e
para a biologia molecular onde as amostras foram centrifugadas, separadas do plasma e
armazenadas a -20° para posterior extracdo do DNA genémico.

As amostras fornecidas pelo programa Hipercol Brasil e pela UFRN seguiram seu
protocolo de coleta e armazenamento e nos foi enviado os dados clinicos e 0 DNA extraido
por extracao salina e congelados a -20°C, tendo seus parametros de qualidade avaliados como

todas as outras amostras antes do sequenciamento.

4.3 DETERMINACOES LABORATORIAIS

As determinacBes dos parametros bioquimicos e hematoldgicos dos pacientes do
IDPC, foram realizadas pelo Laboratdrio de Anélises Clinicas da AFIP, entidade associada ao
IDPC.

O hemograma completo com contagem de plaguetas foi realizado pelo método
citoguimico/isovolumétrico no equipamento Cell Dym - Ruby (Abbott, Illinois, EUA).

Para obter o valor percentual da HbAlc, foi utilizado o método de Imunoturbidimetria
no equipamento ARCHITECH2000 (Abbott, Illinois, EUA).

A quantificacdo da concentracdo de glicose, assim como CT, HDL-c, TG, ureia e acido
urico foram realizadas através do método colorimétrico no equipamento Vitros5600 (Johnsons
& Johnsons, Nova Jersey, EUA). Os valores de colesterol VLDL e LDL-c foram calculados
segundo a formula de Friedewald e colaboradores (FRIEDEWALD; LEVY;
FREDRICKSON, 1972). Nos casos com TG > 400 mg/dL, o célculo do LDL-c pela formula
de Friedewald (LDL-c = CT — (HDL-c + TG/5)) é inadequado e portanto o mesmo foi dosado.

Para as dosagens de apoAl e apo B-100 foi utilizada nefelometria, e para as
determinacbes dos valores de TSH, T4 livre e insulina, foi utilizado o metodo de
quimiluminescéncia automatizada, ambos no ARCHITECH2000 (Abbott, Illinois, EUA).

Para a determinacdo da creatinina sérica, CK, AST e ALT foi utilizado o método
cinético no ultravioleta (UV), sendo o de dois pontos para 0 a primeira determinacdo e de
pontos multiplos para as demais, no equipamento ARCHITECH2000 (Abbott, Illinois, EUA).
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Ja para a dosagem de PCR-us foi utilizado o método imuno-cinético de ponto fixo, no
equipamento Vitros5600 (Johnsons & Johnsons, Nova Jersey, EUA).

4.4 EXTRACAO DO DNA GENOMICO

Foi realizada a extracdo do DNA genémico, em uniplicata, de 6-8mL de sangue total
periférico obtido em tubos com EDTA de todos os pacientes coletados no IDPC utilizando Kit
QlAamp® DNA Blood Maxi (QIAGEN, GmbH, Alemanha) conforme as orientacbes do
fabricante.

A quantificacdo dos DNA extraidos e dos fornecidos pelo programa Hipercol Brasil e
pela UFRN foi realizada pelo método fluorimétrico utilizando o equipamento QUBIT® (Life
Technologies, Forest City, EUA) com os reagentes QUBIT® dsDNA Broad-Range Assay
(Life Technologies, Forest City, EUA) cuja capacidade de deteccdo esta entre 0.01 pg/mL a
10pg/mL.

A andlise do grau de pureza (relacdo A260/A280) de todas as amostras de DNA foi
realizada no espectrofotdmetro NanoDrop® ND-1000 (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Wilmington, EUA). Apenas as amostras de DNA que obtiverem relagdo A260/A280 entre 1,8
e 2,0 foram utilizadas.

A fim de verificar a integridade das amostras, foi realizado eletroforese pelo
equipamento automatizado 2200 TapeStation® (Agilent Technologies, California, EUA)
utilizando o D1K ScreenTape e Agilent D1K Reagents conforme as recomendacdes do
fabricante. As amostras de DNA extraidas foram armazenadas em congelador a temperatura
de -20°C até o seu processamento.

4.5 DETERMINACAO DE VARIANTES POR SEQUENCIAMENTO EXOMICO

4.5.1 Painel de genes

O painel de gene para o sequenciamento foi selecionado utilizando o software
disponivel “Design Studio da Illumina “(https://accounts.illumina.com/). Os genes foram

escolhidos baseado na literatura, que estdo envolvidos com as vias metabdlicas do colesterol
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(Tabela 2 e quadro 1 anexo D). A escolha da regido a ser sequenciado incluiram os éxons e
regides flanqueadoras dos genes.

Para atingir este objetivo foi utilizado o sequenciador MiSeq (lllumina, SanDiego,
EUA.) que possui uma plataforma simples, eficaz e mais escalavel do que outros sistemas de
sequenciamento. E um sistema desktop cuja tecnologia permite o sequenciamento rapido e
pratico, com uma quimica simples.

Tabela 2: Genes selecionados para o painel de analise exdmica, suas localizagbes cromossémicas e 0s
nlimeros de bases estabelecidos.

Nameros de Nameros de
Gene Chr bases (pb) Gene Chr bases (pb)
ABCA1l 9 147243 IL10 1 4891
ABCB1 7 209460 IL6 7 4855
ABCG5 2 26347 ITIH4 3 17711
ABCG8 2 39502 KIF6 6 390305
ADD1 4 86218 LCAT 16 4228
ADIPOQ 3 15789 LDLR 19 44467
AGT 1 12064 LDLRAP1 1 25301
ALOX5AP 13 50950 LIPA 10 38334
ANGPTL3 1 7993 LIPC 15 136898
APOA1 11 1869 LPA 6 134892
APOA2 1 1335 LPL 8 28188
APOA4 11 2593 LRP1 12 84843
APOA5 11 3050 MPO 17 11079
APOB 2 42644 MTHFR 1 20373
APOC1 19 4685 MTTP 4 59914
APOC2 19 3583 MYLIP 6 19161
APOC3 11 3163 NOS3 7 23543
APOC4 19 3258 NPPA 1 2073
APOE 19 3611 PCSK9 1 25377
CETP 16 21921 PON1 7 26215
CLMN 14 137969 PPP1R17 7 21438
COQ10A 12 4108 RBP4 10 9400
CRABP2 1 6208 SCAP 3 62261
CYP2C9 10 50733 SCARB1 12 86345
CYP3A4 7 27228 SLCO1B1 12 108602
CYP3A5 7 31808 SREBF1 17 25662
EGFR 7 188306 SREBF2 22 73269
EPHX2 8 53920 TIMP1 X 4500

Continua...
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Continuagéo...

NUmeros de NUmeros de
Gene Chr bases (pb) Gene Chr bases (pb)
F7 13 14893 TNF 6 2768
GHR 5 298103 TRIB1 8 8081
HMGCR 5 24933

Legenda: Chr — cromossomo; pb — Pares de Base; ABCALl - Transportador de Cassete Ligante de ATP
Subfamilia A Membro 1; ABCBL1 - Transportador de Cassete Ligante de ATP Subfamilia B Membro 1; ABCG5 —
Transportador de Cassete Ligante de ATP Subfamilia G Membro 5; ABCG8 - Transportador de Cassete Ligante
de ATP Subfamilia G Membro 8; ADD1 - Adducina 1; ADIPOQ — Adiponectina; AGT — Angiotensinogénio;
ALOX5AP - Proteina de ativacdo de 5-lipoxigenase de araquidonato;ANGPTL3 — Angiopoietina Tipo 3; APOAL
- Apolipoproteina Al; APOA2 - Apolipoproteina A2; APOA4 - Apolipoproteina A4; APOAS5 - Apolipoproteina
A5; APOB - Apolipoproteina B; APOC1 - Apolipoproteina C1; APOC2 - Apolipoproteina C2; APOC3 -
Apolipoproteina C3; APOC4 - Apolipoproteina C4; APOE - Apolipoproteina E; CETP — Proteina de
Transferéncia de Ester Colesterol; CLMN — Calmina; COQ10A - Coenzima Q10A; CRABP2 - Proteina de
ligacdo ao &cido retindico celular 2; CYP2C9 - Citocromo P450 Familia 2 Subfamilia C Membro 9; CYP3A4 -
Citocromo P450 Familia 3 Subfamilia A Membro 4; CYP3AS5 - Citocromo P450 Familia 3 Subfamilia A Membro
5; EGFR — Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico; EPHX2 - Epoxidohidrolase 2; F7 — Fator de
coagulacdo 7; GHR — Receptor do Hormonio de Crescimento; HMGCR - 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA
redutase; IL6 — Interleucina 6; 1L10 — Interleucina 10; KIF6 — Membro 6 da Familia Cinesina; LCAT - Lecitina
Colesterol Aciltransferase; LDLR - Receptor de LDL; LDLRAP1 - Proteina Adaptadora do Receptor de LDL 1;
LIPA - Lipase A; LIPC - Lipase C tipo hepatica; LPA — lipoproteina (a); LPL - Lipoproteina Lipase; LRP1 -
Proteina relacionada ao receptor de LDL 1; MPO — Mieloperoxidase; MTHFR - Metilenotetrahidrofolato
redutase; MYLIP - Proteina de interacdo da cadeia leve reguladora da miosina; NOS3 - Oxido Nitrico Sintase
3; NPPA — Peptideo Natriurético A; PCSK9 - Proteina Convertase Subtilisina/Kexina Tipo 9; PON1 -
Paraoxonase 1; PPP1R17 - Proteina Reguladora da Fosfatase 1 Subunidade 17; RBP4 - Proteina Ligante de
Retinol 4; SCAP - SREBF chaperona; SCARB1 - Receptor scavenger classe B membro 1; SLCO1B1 -
Transportador carregador de soluto anidnico membro da familia 1B1; SREBF1 - Fator de Transcri¢cdo do
Elemento Regulador do Esterol 1; SREBF2 - Fator de Transcri¢cdo do Elemento Regulador do Esterol 2; TIMP1
- Inibidor Metalopeptidase 1; TNF — Fator de Necrose Tumoral; TRIB1 - Tribbles Pseudocinase 1

4.5.2 Preparo de biblioteca

O estudo exdmico dos genes referenciados foi realizado ap6s enriquecimento da regido
de interesse utilizando um sistema customizado Nextera® Rapid Capture Enrichment Custom
(IMlumina, SanDiego, EUA) seguindo as orientac¢des do fabricante.

Foram preparadas 141 bibliotecas dividas em 16 grupos, onde foram realizados a
mistura de 12 bibliotecas em cada grupo para posterior sequenciamento. Para o protocolo de
preparo de biblioteca e enriquecimento, foi utilizado inicialmente 10 pL de cada amostra de
DNA diluida e normalizada para 5ng/pL em trisaminometano com acido cloridrico (Tris-HCI)
10mM, pH 8,5.

A primeira etapa do preparo de biblioteca consiste na tagmentacdo do DNA genémico,

nesse procedimento o DNA gendmico é fragmentado pelos transpossomos do Nextera
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simultaneamente, seguido por um processo de amplificacdo pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR).

O DNA tagmentado € entdo purificado com esferas magnéticas (Sample Purification
Beads, SPB) para retirada do transpossoma Nextera. Esta etapa € critica, pois 0 transpossoma
Nextera consegue ligar fortemente as extremidades do DNA e ir& interferir nas prdximas
etapas caso ndo seja removido. Apos esta etapa € realizado um controle de qualidade para
confirmar os produtos de tagmentacdo em eletroforese utilizando o sistema 2200
TapeStation® (Agilent Technologies, California, EUA) com o gel de alta resolu¢do High
Sensitivity D1000 ScreenTape e High Sensitivity D1000 Reagents conforme as recomendacdes
do fabricante. A qualidade deste processo é constatada pelas presenca de fragmentos variando
de aproximadamente 150 pb a < 1 Kb.

Apbs a validacdo dos indexes no programa Illumina Experiment Manager (lllumina,
San Diego, EUA), o DNA tagmentado purificado é amplificado pela PCR de ciclo limitado. A
PCR adiciona o index 1 e 2 (i5 e i7), que permitem a identificacdo das amostras no
sequenciamento, assim como os adaptadores comuns (P5 e P7) necessarios para a geracdo de
clusters e consequentemente o sequenciamento. Posteriormente é utilizado novamente as SPB
para purificar a biblioteca de DNA e remover interferentes. Com a insercdo dos index e
adaptadores a biblioteca de DNA fica completa. As etapas subsequentes consistem no
processo de purificagdo e enriquecimento das regides alvos.

Devido a utilizacdo de diferentes indices foi possivel combinar mdltiplas bibliotecas
para entdo dar continuidade ao enriquecimento. Para isso, ap0s a purificacdo foi realizada uma
quantificacdo para se calcular o volume necessario para que cada amostra tivesse 500ng de
DNA, também nessa etapa se fez um controle de qualidade para avaliar os produtos de
tagmentacdo em sistema de eletroforese capilar 2200 TapeStation® (Agilent Technologies,
Califérnia, EUA) utilizando o D1K ScreenTape e Agilent D1K Reagents conforme as
recomendagdes do fabricante. Os fragmentos devem variar de 150 pb a < 1 Kb para serem
considerados de qualidade para seguimento do processo. A obtencdo das bibliotecas de boa
qualidade permite entdo a mistura das mesmas.

Apbs a mistura das bibliotecas, devido ao alto volume obtido, se utilizou o
concentrador a vacuo Concentrator plus (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha), para que o

volume ficasse em 40uL e assim dar prosseguimento a proxima etapa.
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Nesta etapa ocorre & primeira hibridizacéo, este processo mistura as bibliotecas de
DNA com sondas que capturam as regides alvos. O tempo de hibridizacdo recomendado, de 1
hora e 30 minutos a 24 horas, faz com que as regifes de interesse se liguem fortemente nas
sondas de captura. A seguir utilizou-se esferas de estreptavidina para captura-las. Duas etapas
de lavagem subsequentes removem as ligagBes ndo especificas das esferas. As bibliotecas
enriquecidas foram entdo eluidas das esferas e preparadas para uma segunda hibridizacao.

Na segunda hibridizacdo, repetiu-se o processamento para que as regides de interesse
fossem enriquecidas e entdo novamente capturadas, eluidas das esferas e preparadas para outra
amplificagdo pela PCR para maior enriquecimento. A biblioteca foi novamente purificada
com SPB e pronta para o sequenciamento.

Antes de realizar o sequenciamento foi necessario avaliar novamente a distribuicdo dos
produtos da biblioteca enriquecida, através da eletroforese capilar no sistema 2200
TapeStation® (Agilent Technologies, Califérnia, EUA) utilizando o D1K ScreenTape e
Agilent D1K Reagents conforme as recomendagdes do fabricante, e quantificar a biblioteca
para que se realize a diluicdo necessaria para iniciar o sequenciamento.

A quantificacdo da biblioteca foi primeiramente realizada através do método
fluorimétrico utilizando o equipamento QUBIT® (Life Technologies, Forest City, EUA) com
0 kit QUBIT® dsDNA High-Sensitivity Assay (Life Technologies, Forest City, EUA), essa
quantificacdo preliminar permite uma avaliagdo semi quantitativa, que a seguir sera
confirmada pela PCR em tempo real (QPCR).

Para melhor sensibilidade e confiabilidade dos resultados da gPCR, o valor no
QUBIT® serve de base para diluir a biblioteca para aproximadamente 4nM e a partir dessa
diluicdo foram realizadas quatro dilui¢6es seriadas (1:1000, 1:2000, 1:4000 e 1:8000) e estas
foram utilizadas para determinar a concentracdo da biblioteca pela PCR em tempo real
utilizando o kit Quantification KAPA Library para plataformas Illumina (Applied Biosystems,

California, EUA) conforme orientagdo do fabricante.

4.5.3 Sequenciamento pelo Sistema MiSeq

A reacdo de sequenciamento foi realizada no equipamento MiSeq (Illumina, SanDiego,
E.U.A.), que tem como principio o sequenciamento por sintese. Para que a reacdo ocorra foi
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utilizado kit MiSeq Reagent (500 e 300 ciclos) (Illumina, SanDiego, E.U.A.). Por seguranca,
devido o tamanho dos fragmentos das bibliotecas ser em torno de 150 pb, o sequenciamento
foi programado para fazer a leitura em ambos os sentidos (“Pair end”), sendo de 131 a 151
ciclos cada um, dependendo da mistura de bibliotecas. O controle do processo quimico foi
realizado com o produto comercial kit PhiX Control v3 (lllumina, SanDiego, E.U.A.) a 1% do
material sequenciado, que é o DNA controle para as etapas de geracdo de cluster e
sequenciamento.

Para iniciar o sequenciamento, 5uL da biblioteca a 4nM foram incubados com igual
volume de hidroxido de s6dio (NaOH) 0,2N para desnaturacdo da fita dupla de DNA. Em
seguida, a biblioteca, agora a 2nM, foi diluida para 20pM em tampdo de hibridizagdo (HT1)
pré-refrigerado, fornecido no kit MiSeq® v2 Reagent 500 e 300 ciclos (lllumina Inc., San
Diego, EUA), e novamente diluida com tampdo HT1 para 12pM, concentracdo inicial
utilizada no sequenciamento.

O estoque da biblioteca Phix (10nM) foi inicialmente diluido para 4nM em tampéo
Tris-Tween (Tris-HCI 10mM, pH 8.5 com 0,1% de Tween 20), seguido de desnatura¢do em
fita simples com NaOH 0,2N, obtendo-se uma solugcdo a 2nM. Apds a desnaturacdo, a
biblioteca foi diluida com o tamp&do HT1, para a concentracdo de 20pM. E diluida novamente
para se obter a concentracado final de 12,5pM para o sequenciamento.

Para a reacdo de sequenciamento, foi feita uma combinacéo da biblioteca das amostras
com o controle Phix, com esse Ultimo na propor¢do de 1%. Sendo recomendado para o
sequenciamento o volume inicial de 600uL, foi utilizado 594 uL das bibliotecas de DNA a
12pM e 6L da biblioteca de PhiX a 12,5pM.

4.5.4 Bioinformatica: identificacdo de variantes e caracterizacdo genética

A analise primaria dos dados gerados durante o sequenciamento na plataforma MiSeq
foi realizada utilizando a ferramenta Real-Time Analysis (RTA) e MiSeq Reporter, instalado
no préprio computador que controla o equipamento. Essa andlise realiza a demultiplexacao e
gera os dados de chamada de base (base calling) e controle de qualidade da reagé&o.

Os dados em formato fastq. foram para a andlise secundaria que foi realizada

utilizando os aplicativos disponiveis no BaseSpace Sequence Hub (Illumina, SanDiego, EUA).
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O aplicativo BWA Enrichment faz o alinhamento e mapeamento utilizando o genoma de
referéncia (Homo sapiens UCSC hgl9) e a eliminagdo das leituras duplicadas através do
algoritmo Burrows-Wheeler Aligner (BWA), ja a identificacdo das variantes realizou-se no
mesmo aplicativo através do algoritmo Genome Analysis Toolkit (GATK). Processou-se as
anotacdes das variantes atravées do aplicativo Variant Studio.

O resultado dessas analises gerou dados sob forma de planilhas em Excel, a partir das
quais se procedeu a analise terciaria onde as variantes passaram por filtros para eliminar erros
sistematicos do equipamento e resultados falso-positivo e/ou falso-negativo e priorizar

variantes com maior probabilidade de serem patogénica (Figura 1).

Filtros de Filtros de
Qualidade Priorizacao

Passou no filtro interno ("Pass

Filter") - Variantes Exdnicas

Variantes missense, 3'UTR, 5'UTR,
- Profundidade >30 —] ganho de codon de parada ou de
codon de inicio

Frequéncia do alelo alterado >20% || Variantes que o alelo que o
paciente possui é o MAF

A porcentagem da distribuicdo dos ] ]
= alelos nas fitas + e/ou — (seq. pair | | Variantes com frequéncia <5% na

end) >40% populacdo em geral no ESP

[ Para os heterozigotos a diferenca
entre as porcentagens da
distribuicdo dos alelos nas fitas +
efou— <15%

Figura 1: Fluxograma do sistema de filtros para sele¢éo das variantes

Legenda: > - maior; + - positiva; - - negativa; 3’UTR - Regido 3’ Nao Traduzida ; 5’UTR -
Regido 3’ Ndo Traduzida; MAF - Frequéncia do Menor Alelo; ESP - Exome Sequencing
Project

As variantes priorizadas foram analisadas utilizando o sistema visor gendmico

integrado (Integrative Genomic Viewer (IGV)- http://www.broadinstitute.org/igv/). Todas
aquelas que tiveram os requisitos de qualidade adequados foram utilizadas para as analises de

significancia clinica.
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4.5.5 Andlise das variantes conhecidas

As variantes selecionadas ap0s a priorizacdo e que ja foram descritas em algum dos
bancos de dados Exome Sequencing Project (ESP), Exome Agregration Consortium (ExXAC),
1000 genomas, The Single Nucleotide Polymorphism Database (dbSNP) e Clinvar foram
classificadas como variantes j& descrita, e em seguida, submetidas a uma analise adicional nos
bancos de dados online (Tabela 3), na busca de informacGes complementares sobre dados ja
publicados das variantes associadas a HF, dislipidemia primaria ou a outra caracteristica
clinica relacionada ao fenétipo.

Avaliou-se também a existéncia de publica¢bes na literatura sobre as variantes com o
objetivo de verificar o tipo de ferramenta de andlise utilizada pelos autores, bem como
conhecer as caracteristicas clinicas dos individuos portadores da alteracdo genética para
posterior comparacdo com o perfil dos pacientes, portadores da mesma variante, sequenciados

Nno nosso estudo.

Tabela 3: Banco de dados utilizados para pesquisa de literatura sobre as variantes identificadas.

Genes Nome WEB

Todos NCBI / Pubmed http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
Todos NCBI / dbSNP https://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/
Todos NCBI / ClinVar https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
Todos ESP http://evs.gs.washington.edu/EVS/
Todos ExXAC http://exac.broadinstitute.org/

Todos 1000 genomas http://www.internationalgenome.org/
Todos BipMed http://bipmed.igm.unicamp.br/variants
Todos ABraOM http://abraom.ib.usp.br/

LDLR LOVD http://www.ucl.ac.uk/ldlr/LOVDv.1.1.0/

Legenda: NCBI - The National Center for Biotechnology Information; dbSNP - The Single Nucleotide
Polymorphism Database; ClinVar — Clinical Variants database; ESP - Exome Sequencing Project; EXAC -
Exome Aggregation Consortium; BIPMed — Brazilian Initiative on Precision Medicine; ABraOM - Arquivo
Brasileiro Online de Mutagdes; LOVD - Leiden Open Variation Database

4.5.6 Anélise de variantes sem literatura disponivel

As variantes ainda ndo descritas na literatura foram avaliadas por ferramentas de

predicdo in silico, com o objetivo de avaliar o efeito da troca aminoacidica na estrutura e/ou
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funcdo da proteina, estas ferramentas avaliam as diferengas entre os aminoacidos e predizem a
possivel ou ndo alteracdo estrutural e/ou funcional da proteina.

Alteracdes benignas, neutras, de baixo impacto ou toleradas, sdo aquelas em que 0s
aminoacidos sdo semelhantes e possivelmente ndo alteraram a estrutura e/ou funcdo da
proteina, isso ndo implica na possivel benignidade da variante na doenca, mas pode ser um
indicativo.

Alteracdes possivelmente danosas, de médio ou alto impacto e deletérias sdo as que 0s
aminoacidos podem alterar a estrutura e/ou funcao da proteina, no entanto, isso também néo
implica na patogenicidade da variante, mas também pode ser um indicativo.

As ferramentas de predicéo utilizadas foram:

- Polyphen-2 - Valores altos indicam maior probabilidade de a mutacdo ter
caracteristica deletéria;

- Mutation Assessor (Mass) - Valores de impacto funcional (functional impact score
FIS) <0,8 correspondem a alteragbes neutras (N), 0,8 < FIS < 1,9 a alteragdes de baixo
impacto (L), 1,9 < FIS < 3 a alteragdes de médio impacto (M) e FIS > 3,5 a alteracdes de alto
impacto (H);

- Sorts Intolerant From Tolerant Substitutions (SIFT) - Valores < 0,05 representam
variantes deletérias e > 0,05 toleradas;

- CONsensus DELeteriousness Score (Condel) - Valores préximos de 0 sdo preditores
de variantes neutras e proximos de 1 de variantes deletérias.

- Mutation Taster - Caracteriza a variante como causadora de doenca (disease cause)
ou polimorfismo.

- Protein Variation Effect Analyzer (PROVEAN) — Caracteriza a variante como
Deletéria ou Neutra

A andlise de conservagdo do residuo aminoacidico também foi realizada no Genomic
Evolutionary Rate Profiling website (GERP website) para indicar se a regido onde ocorre a
mutacdo € conservada ou ndo. Quanto mais conservada a regido da alteracdo, maior a

probabilidade de ocorrer alteragdo estrutural e/ou funcional na proteina.
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4.5.7 Andlise das variantes ndo descritas

As variantes ainda ndo descrita na literatura foram avaliadas de acordo com o seu tipo,
localizacd@o na proteina e relacdo do gene no metabolismo lipidico.

As variantes missense ndo descritas identificadas nos 3 principais genes e as que nao
tiveram literatura associada e com caracteristicas patogénicas para a proteina segundo as

ferramentas descritas no item 4.5.6 foram avaliadas por docking molecular.

4.5.7.1 Analise de Docking Molecular

Para esta andlise, primeiramente foi realizado o alinhamento 1D das variantes
genéticas em relacdo a sequéncia mutada. Posteriormente foi construida a estrutura 3D das
proteinas com as variantes genéticas por modelagem homéloga. As estruturas cristalinas do
complexo foram derivadas do RCSB Protein Data Bank (PDB)
(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). O docking proteina - proteina foi realizado
utilizando a plataforma ClusPro 2.0 (https://cluspro.bu.edu) e a inspecdo visual utilizando o
programa PyMol 2.2.3. Essas analises foram realizadas com o auxilio do doutorando Glaucio

Monteiro Ferreira.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Para analise da associacdo entre as variantes genéticas identificadas nos 61 genes do
painel e os fendtipos clinicos identificados nos pacientes do estudo foram utilizados o
programas SPSS, versdo 20.0 (IBM® Corporation, Somers, EUA) e RStudio, versdo 3.3.2
(Rstudio, Boston, MA). As varidveis categoricas foram apresentadas como numeros absolutos
e relativos, e as variaveis continuas apresentadas como média, desvio padrdo, mediana e
Percentil 25 — Percentil 75, conforme a normalidade da distribuicdo da amostra avaliada pelo
teste de aderéncia Kolmogorov-Smirnov.

As variaveis categoricas foram comparadas utilizando-se o teste de qui-quadrado,

razdo de verossimilhanca (likelihood ratio) ou teste exato de Fisher, e as variaveis continuas
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foram comparadas através do teste de Kruskal-Wallis, para comparacdo de médias entre trés
ou mais grupos. Foram considerados estatisticamente significativos os resultados cujos niveis

descritivos tinham valor de p (p) inferiores a 0,05 (p < 0,05).
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5. RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS BIODEMOGRAFICA

Na amostra de 188 casos indices ndo familiares incluidos no estudo, 141 foram
sequenciados, a maioria era do sexo feminino, com idades entre 4 e 89 anos e as
concentracdes de LDL-c variaram de 130mg/dL até 480mg/dL. As caracteristicas clinicas,
demogréaficas e de exames complementares dos 141 pacientes sequenciados estdo resumidas

nas tabela 4, 5 e quadro 2 anexo E.

Tabela 4: Dados biodemogréaficos dos 141 pacientes selecionados para o estudo.

Dados biodemograficos Valores

Idade 55,0 (38,3-62,6)*
Mulheres 65,2%
Caucasianos 62,9%
Obesos 19,1%
Presenca de: Xantomas 14,3%
Xantelasmas 15,8%
Arco Corneo 15,1%
Critério HF®: Certeza 22,7%
Provavel 19,1%
Possivel 58,2%
DAC 32,6%
IAM 30,5%
RM 22,9%
DAP 17,0%
DM 21,3%
HAS 48,9%
Uso de hipolipemiantes 60,0%

Legenda: HF — Hipercolesterolemia Familial; DAC - Doenga Arterial Coronariana; 1AM - Infarto Agudo
do Miocardio; RM - Revascularizagdo do Miocardio; DAP - Doenca Arterial Periférica; DM - Diabetes
Melito; HAS - Hipertensdo Arterial Sistémica

*Mediana e quartis (25-75); "Baseado nos critérios demonstrados na tabela 1.
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Selecionou-se 141 individuos para este estudo inicial dos quais 48 (34,0%) n&o tinham
historia pessoal de HF conhecida, dentre esses, 31 ndo possuiam histdrico conhecido de

dislipidemia ou infarto agudo do miocardio (IAM), ou ndo sabiam sobre seu historico familiar.

Tabela 5: Resultados dos dados laboratoriais, geralmente solicitados para pacientes com suspeita
clinica de dislipidemia, dos 141 individuos que participaram do estudo.

Parametros laboratoriais Valores®(mg/dL)
Glicemia 84,0 (72,0-98,5)
CT 260,0 (205,0-310,0)
HDL-c 45,0 (38,0-57,5)
LDL-c 206,0 (145,5-230,5)
VLDL-c 21,0 (15,0-31,5)
TG 120,0 (85,0-176,5)
apoAl 135,0 (114,0-151,5)
apoB-100 119,0 (101,0-148,0)

Legenda: CT - Colesterol Sérico Total; HDL-c - Colesterol da lipoproteina de alta densidade; LDL-c - Colesterol
da lipoproteina de baixa densidade; VLDL-c - Colesterol da lipoproteina de muito baixa densidade; TG -
Triacilglicerdis; apoAl - apolipoproteina Al; apoB-100 = apolipoproteina B 100.

®Mediana e quartis (25-75)

5.2 CONTROLE DE QUALIDADE DO PREPARO DE BIBLIOTECA

Para garantir a qualidade do sequenciamento foi importante que o preparo da
biblioteca estivesse com qualidade e com quantidade suficiente desde a amostra extraida até o
final do processo.

Os parametros iniciais avaliados das amostras foram a quantificacdo, integridade e
pureza, atraves das razdes 260/280 e 260/230. Durante o processo de preparo de biblioteca e
enriquecimento também foram realizados controles de qualidade para avaliagdo dos tamanhos
de fragmentos obtidos. Todas as amostras se mostraram adequadas, como podemos observar

no quadro 3 anexo F e na figura 2.
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Figura 2: Exemplo de controle de qualidade da biblioteca por eletroforese capilar realizada pelo
equipamento automatizado 2200 TapeStation® (amostras HF69, HF 70, HF 93, HF 94, HF 97, HF
99, HF 100, HF 101, HF 108, HF 109, HF 127 e HFI210). A. Controle do DNA gendmico; B.
Controle de qualidade ap6s a tagmentacdo, com a maioria dos fragmentos entre 200 e 300pb; C.
Controle de qualidade ap6s a indexacdo, com a maioria dos fragmentos entre 200 e 300pb; D.
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5.3 CONTROLE DE QUALIDADE DO SEQUENCIAMENTO

Apbs realizadas as corridas de sequenciamento alguns pardmetros também foram
avaliados para verificar a qualidade dos dados obtidos e dar prosseguimento as demais
andlises. A tabela 6 e o quadro 4 anexo F, apresentam os dados de qualidade das corridas de

sequenciamento realizadas.

Tabela 6: Parametros de qualidade das corridas de sequenciamento.

Biblioteca Q30 (%) Densidade Clusters PF Leituras Leituras

(KImm?) (%) (M) PF (M)
1 90,1 649,0 90,6 12,5 11,4
2 77,9 641,0 69,2 12,4 8,6
3 83,0 622,0 85,1 12,5 10,6
4 78,8 965,0 88,4 18,2 16,1
5 82,9 840,0 85,8 31,0 26,6
6 86,8 955,0 84,4 34,8 29,3
7 89,6 1193,0 83,2 42,2 35,2
8 89,8 565,0 87,1 21,6 18,8
9 90,0 919,0 91,7 32,7 26,7
10 89,5 655,0 81,6 24,6 20,1
11 90,6 669,0 84,2 25,0 21,1
12 91,9 577,0 85,5 21,5 18,3

Legenda: Q30 - chance de erro de 1 em 1000 (Valores de qualidade phred) de uma base ter sido inserida errada;
M — Milhdes; PF - Pass Filter.

5.4 CARACTERISTICAS GENETICAS

Obtido a qualidade desejada dos dados de sequenciamento realizou-se o processo de
filtragem através dos critérios metodoldgicos anteriormente estabelecidos. Apos as filtragens
e priorizacBes das variantes, foram identificadas 472 diferentes variantes distribuidas nos
éxons de 56 dos genes incluidos no painel (quadro 5 anexo G). Dessas, 427 ja estavam
descritas em bancos de dados publicos e 45 variantes foram consideradas como ndo descritas.
O numero de variantes nas diferentes etapas esta descrito na figura 3. Nos éxons dos genes
APOAL1, Apolipoproteina A2 (APOA?2), Lipase C Tipo Hepatica (LIPC), Proteina Ligante de Retinol 4
(RBP4) e Inibidor Metalopeptidase 1 (TIMP1) ndo se observou variantes pelos critérios
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estabelecidos no presente estudo, apesar da boa cobertura de sequenciamento observada nesses genes
(profundidade média de 250x).

Meédia de n® de variantes por paciente: 200 (200 x 141 = 28.200)

N°® de variantes total apds filtros iniciais (de qualidade): 18.331

N total de variantes priorizadas: 2.109

\\l" de variantes priorizadas

. sem repetigdes: .

’—{ 45 Variantes ndo identificadas em banco de dados 472 ’— 427 Variantes identificadas em banco de dados ’—‘
* 3I'UTR ‘ * 3I'UTR ‘
29 )
* 5'UTR ’ * 5'UTR
5 31
* Missense * Missense
10 199
* Stop Gain
* Stop Gain . j . .l.
1 a1 Cadon inicio

Figura 3: Representacédo geral dos resultados ilustrando o nimero de variantes identificadas apos
aplicacdo de todas as ferramentas de analise bioinformatica.

Legenda: N° : Nimero; INDEL: Inser¢do/ Delecdo; UTR: regifo ndo transcritas; Stop Gain: Ganho de cddon
de parada

Apos avaliagdo das variantes nos bancos de dados especificos citados anteriormente
encontrou-se referéncia de 25 variantes em publicacdes relacionadas com HF, e estas estavam
presentes em 30 (21,2%) pacientes, confirmando seu diagnéstico. Destes 12 (40,0%) possuiam
diagnostico de certeza segundo o critério clinico, 10 (33,3%) eram provaveis e 8 (26,6%) eram
possiveis. Quatro dos pacientes apresentavam mais de uma mutacdo patogénica

simultaneamente (Tabela 7).
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Tabela 7: Resultados das variantes encontradas com previa descri¢do na literatura com HF.

Consequéncia

Amostras  Gene* Variante L Fur!uorlall Referéncia**
ocalizagéo na
proteina
Missense/
rs12720854 i
2,57 APOB (c.9835A>G: p.Ser3279Gly) Regllie;c;dﬂgocore (ALVES et al., 2014)
3 APOB rs12714214 g"e'sfggsga/l (CHIOU; CHARNG,
(c.1661C>T; p.ProS54Leu) glao d 2012)
superficie
rs61743502 Missense/
563  APOB (¢.12794T>C ; Dominio C- ¢, AIE%\[I’;);';A'ZOB)
p.Val4265Ala) terminal !
17,113, rs1800480 5’UTR/ Regido
131 APOB (c.-115C>G) ndo codificadora (HUNGEN etal., 2012)
40 APOB (572654423 poissensel. (BESSELING etal.
(c.12940A>G; p.lle4314Val) - 2016)
terminal
40 APOB rs41288783 Missense/ Regido  (MEDEIROS; ALVES;
(c.2981C>T; p.Pro994Leu) da superficie BOURBON, 2016)
Gera codon de
rs121908031
1,6, 23 LDLR (c.2043C>A: p.Cys681Ter) parada/ (JANNES et al., 2015)
Extracelular
rs879254797 Missense/
2,43 LDLR (c.1118G>A,; p.Gly373Asp) Extracelular (JANNES etal., 2015)
Gera codon de
10 DR co1en 2?%923§f6wer) parada/ (WANG et al., 2016)
' T Extracelular
rs753707206 Missense/
11 LDLR (c.1801G>C; p.Asp601His) Extracelular (SALAZAR etal., 2002)
rs121908039 Missense/
= ook (c.551G>A,; p.Cys184Tyr) Extracelular SANINE el et
19 LDLR rs750518671 Missense/ (BAMIMORE et al.,
(c.2389G>C; Val797Leu) Transmembrana 2015)
rs879254913 Missense/
20,63 LDLR (¢ 1463T>C: p.lled88Thr)  Extracelular ~ (AYLORetal, 2010)
rs137929307 Missense/
24,40 LDLR (0 1775G>A: p.Gly592GIy)  Extracelular ~ (ANNESetal., 2015)
rs28942078 Missense/
2l SR (c.1285G>A,; p.Val429Met) Extracelular GANTOB Eia, 2014
rs28942079 Missense/ ,
55 LDLR (¢ 1201G>A: p.Alad31Thr)  Extracelular (TICHY etal., 2012)
58 LDLR rs28941776 Missense/ (MOLLAKI; DROGARI,
C. >A,; p.Gly sp xtracelular
(c.1646G>A,; p.Gly549Asp) Extracelul 2016)
61 LDLR rs5928 Missense/ (HUMPHRIES et al.,
(c.2441G>A,; p.Arg814Gln) Intracelular 2006)

Continua...
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Continuagdo...
Consequéncia
Amostras  Gene* Variante Fun_uorlall Referéncia**
Localizacdo na
proteina
131 LDLR rs879254747 Missense/ (MOLLAKI; PROGIAS;
C. >G; p.Ser ys xtracelular ,
(c.977C>G; p.Ser326Cys) E lul DROGARI, 2013)
144 LDLR rs121908026 Missense/ (THORMAEHLEN et al.,
C. >T; p.Ser eu xtracelular
(c.530C>T; p.Serl77Leu) E lul 2015)
rs879254754 Missense/ ;
o LDLR (c.1013G>A; p.Cys338Tyr) Extracelular (G e, 20'12)
171 LDLR rs875989887 5’ UTR/ Regido  (DE CASTRO-OROS et
(c.-140C>A) nédo codificadora al., 2011)
Missense/ Pro-
rs564427867 .
12 PCSK9 (C.94G>A: p.Glu32Lys) domln_lo N- (OHTA et al., 2016)
terminal
Missense/
rs141502002 >
137, 155 PCSK9 (c.1405C>T: p.Argd69Trp) Domm_lo C- (ALLARD et al., 2005)
terminal
63 BCSK9 rs148195424 '\S';rﬁrr‘fig/ (MEDEIROS; ALVES;
(c.709C>T; p.Arg237Trp) catalitico BOURBON, 2016)

Legenda: LDLR - receptor de lipoproteina de baixa densidade; APOB - apolipoproteina B; PCSK9 - Gene que
codifica a proteina convertase subtilisina/kexina tipo 9; 5> UTR - Regido 5’ Ndo Traduzida

* Genes relacionados com absorcéo de LDL-c e classicamente associados a HF

**Referéncia mais recente identificada ou referéncia identificada na populagdo brasileira

As variantes consideradas patogénicas para HF mais frequentes encontradas nos
pacientes ndo aparentados foram rs121908031, Cys681Ter no gene do LDLR e rs1800480,
115C>G no gene do APOB em trés pacientes; rs12720854, Ser3279Gly e rs61743502,
Val4265Ala no gene da APOB, rs879254797 Gly373Asp, rs879254913 11e488Thr e
rs137929307 Gly592Glu no gene do LDLR e rs141502002 Arg469Trp no gene da PCSK9
em dois pacientes.

Além dessas, 5 variantes encontradas neste estudo estavam ja descritas na literatura
relacionadas com outras dislipidemias primarias (Tabela 8), permitindo um diagnostico
genético diferencial para 11 pacientes. Sendo que 4 desses pacientes possuem tambem

variantes associada a HF.
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Tabela 8: Resultados das variantes identificadas que haviam sido publicadas e associadas com outras

dislipidemias primarias

Relacdo com Consequéncia S .
- ! Dislipidemia
avia . Funcional/ R N
Amostras Gene - Variante o x priméaria Referéncia*
metabdlica do Localizacao ;
? associada
colesterol na proteina
. . WANG;
Via de (512713681 Missense/ . . ( -
16 APOB  absorcéo de (c.6895G>C; Regio do H'&?gfgzmg' MI—?I%EIEE
LDL-c p.Asp2299His)  core lipidico P 2018) '
(WANG;
Via de rs12714225 Missense/ Hipobetalipo- MCINTYRE;
17, 113, ~ . - proteinemia e HEGELE,
APOB absorcdo de (c.1223T>C; Regido da . i
131, 12685 LDL-c [1e408Thr) superficie Apobetalipo- 2018,
p- P proteinemia ZEISSIG et
al., 2010)
Missense/
. rs769455 “nggffcgfn Hiperlipidemia  (RALL etal.,
21 APOE L (c.487C>T; otntores Familial 1983)
P p.Arg163Cys) rrj)e Combinada
lipoproteina
Gera cddon
de parada/
Regido de L .
. rs121918396 Lo Hiperlipidemia
65 APOE Ar%‘t’é'lﬁgs (.683G>A:; "ﬁafg‘e)o‘;oem Familial “;IOTSQEZ?
P p.Trp228Ter) pideos Combinada B
associagio
com
lipoproteinas
rs1801177 Missense/ Hiperlipidemia
24’837”4;24’ LPL Lipoproteinas (c.106G>A; Dominio N- Familial (RaIIPAZ'(I)"lI'é)et
p.Asp36Asn) terminal Combinada !

Legenda: APOB - Apolipoproteina B; APOE - Apolipoproteina E; LPL - Lipoproteina Lipase;
*Referéncia mais recente identificada ou referéncia identificada na populacéo brasileira

Dos 104 pacientes que ndo possuiam nenhuma variante ja previamente associada a HF

ou outra dislipidemia priméaria, 69 possuiam variantes com frequéncia menor que 5.0% na

populacdo geral e que estavam relacionados com o metabolismo do colesterol, com aumento

do LDL-c e CT, suscetibilidade e gravidade da DAC e a acidente vascular cerebral isquémico

(AVCI), diminuicdo da HDL-c, hipertrigliceridemia e aumento de apolipoproteinas, que

podem sugerir

as caracteristicas fenotipica encontradas nesses pacientes. Essas variantes

também foram identificadas em alguns pacientes ja diagnosticados genotipicamente pela

literatura, o que pode sugerir um agravo em seus quadro clinico (tabela 9).



Tabela 9: Resultados de variantes encontradas nos pacientes do presente estudo, ja& descritas na
literatura associadas as doengas ou caracteristicas clinicas semelhantes a HF.

Relacao A . .
com a?via Consequéncia Patologia ou
L . Funcional/ caracteristica .
Amostra Gene metabdlica Variante L Pl Referéncia*
do Localizacao clinica
na Proteina  relacionada
colesterol

rs1042023 Missense/
(c.10294C>G; Regido do 6

Absorcéo de
LDL-c

(MAURER et al.,
2016)

11,21, 29 APOB

p.GIn3432Glu)  core lipidico

9, 29, 33, 44,
556968i4929' Apolipo- rs5110 Missense/ (nggHost/%r?lL
Lo APOA4 . (c.1140G>T; Dominio C- 2;3 ,
11794, proteinas p.GIn380His) terminal ECKARDSTEIN
13192, ' etal., 1992)
13968, 1990

Continua...
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Continuagdo...

Relacao A . .
com :via Consequéncia Patologia ou
. . Funcional/ caracteristica ..
Amostra Gene metabdlica Variante T e Referéncia*
do Localizagéo clinica
na Proteina  relacionada
colesterol

Apolino- rs34282181 Missense/ (VAN
137 APOA5 r‘(’)teiﬁas (c.111C>A:  Dominio N- 1 LEEUWEN et al.,
P p.Asp37Glu) terminal 2016)

Missense/
: rs268 Sitio de
12?,45;?511, LPL r'c-);zlf’n'as (C953A>G: clivagem da L7 (PIR2I (I)\q 5e)t al,
P p.Asn318Ser)  pro proteina
convertase

1s5934 Missense/
Lipo- Dominio — (RABACCHI et
17, 11399 LPL . (c.1279G>A; S 1
proteinas 0.Alad27Thr) Ilgr]]agao com al., 2015)
eparina

1,10, 108,
109, 11192
! ' Transporta- rs2214102 (JEANNESSON
11787, ABCB1 5’UTR 2;3;8
11967, 1638, dores (c.-1A>G) et al., 2009)
1990

Continua...
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Continuagéo...

Relagéo A .
. Consequéncia Patologia ou
coma via . Funcional/ caracteristica A
Amostra Gene metabdlica Variante o . Referéncia*
do Locallzagao cI|_n|ca
na Proteina  relacionada
colesterol
17, 20, 30,
35,43, 44 . .
o o Transferén- rs5880 Missense/
?57'1605 CETP cia de (c.1168G>C;  Dominio N- 9 (HEt' ';)IAF;B'%N'
‘ colesterol p.Ala390Pro) terminal "
12367,
12404, 1990
16, 28, 30,
34, 37, 39,
4101’3441’25; : Transferén- rs17029215 Missense/ (CHEN etal.,
142, ,I196'7, MTTP  cia d_e trlle}cn— (c.1151A>C; _Domim(_) 4;5 2009)
12308, glicerdis p.Asp384Ala)  Vitelogenina
12730,
12957, 1467
23, 33, 35,
43, 57, 65,
66, 68, 70
Voo . rs1057910 . HASCHKE-
84,92, 94, ypyog Metabolismo 4 opas e Missense/a 7 B(ECHER etal,
147, 1210, de fa&rmacos 0.11e359L eu) hélice K 2010)
12334, '
12860,
13968, 163
Relacdo rs2274976 Missense/
0.1 120 MTHFR  indireta  (c.1781G>A;  Dominio C- 10 e i a2l
p.Arg594Gin) terminal
123, 11730, Relacéo rs2759 Missense/
11967, MPO indireta  (.2149A>G; Cadeia 7 (SCHaIAF;’S'lALf;L et
12404, N176 p.lle717Val) pesada N

Legenda: ABCAL - Transportador de Cassete Ligante de ATP Subfamilia A Membro 1; ABCB1 - Transportador
de Cassete Ligante de ATP Subfamilia B Membro; APOA4 - Apolipoproteina A4; APOA5 - Apolipoproteina A5;
APOB - Apolipoproteina B; APOC1 - Apolipoproteina C1; CETP - Proteina de Transferéncia de Ester
Colesterol; CYP2C9 - Citocromo P450 Familia 2 Subfamilia C Membro 9; LPL - Lipoproteina Lipase; MPO -
Mieloperoxidase; MTHFR - Metilenotetrahidrofolato redutase; MTTP - Proteina Microssomal de Transferéncia
de Triglicerideos; PCSK9 - Proteina Convertase Subtilisina/Kexina Tipo 9; 5 UTR - Regido 5’ Nao Traduzida;
3> UTR - Regido 3’ Nao Traduzida; 1 = Aumento das concentragdes de triacilglicerdis; 2 = Aumento das
concentragdes de colesterol total; 3 = Aumento das concentracdes de apolipoproteina B; 4 = Aumento das
concentragdes de apolipoproteina A; 5 = Maior gravidade de doenca ateroscler6tica coronariana; 6 = Associado
com hiperlipidemia; 7 = Maior suscetibilidade a doenga aterosclerética coronariana; 8 = Aumento das
concentragdes de colesterol da lipoproteina de baixa densidade; 9 = Menores concentracdes de colesterol da
lipoproteina de alta densidade; 10 = Maior suscetibilidade a acidente vascular cerebral isquémico.

*Referéncia mais recente identificada ou referéncia identificada na populacéo brasileira

A tabela 10 apresenta os resultados das variantes mais prevalentes obtidas no presente
estudo (frequéncia maior que 5%) e a sua frequéncia nos projetos de sequenciamento ESP,
EXAC, 1000 genomas, BipMed e AbraON. Dessas, 18 também tiveram frequéncia maior que
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5% em pelo menos um dos outros bancos de dados consultados, sendo que 14 delas tinham
frequéncia maior que 5% nos bancos de dados disponiveis da populacao brasileira (BipMed e
AbraOn). Em relacdo ao numero de variantes por gene, 0S genes que mais apresentaram
variantes identificadas foram: APOB (37), Calmina (CLMN) (41) e LDLR (32).

Tabela 10: Resultados das variantes mais frequentes encontrada na populacdo de estudo comparado as
frequéncias dos projetos de sequenciamento ESP, EXAC, 1000 genomas, BipMed e AbraON.

Frequéncia MAF MAF '}AO%OF MAF MAF
Gene Variante €m Nosso ESP EXAC Genomas BipMed AbraON
estudo (%) (%) (%) (%) (%) (%)
rs1801701
APOB (c.10913G>A; 21,98 4,85* 6,89* 3,85* 9,00* 9,03*
p.Arg3638Gl)
rs3135506
APOAS5 (c.56C>G; 19,15 NC NC 5,60* 6,60* 8,46*
p.Serl9Trp)
rs9508825 - " » *
ALOX5AP (c.-52T>C) 18,43 4,26 NC 5,87 5,70 5,74
rs4537542 * * *
LDLRAP1 (c.¥1794G>A) 14,18 2,11 NC 1,94 NC 4,09
rs8020060 - -
CLMN (c.-6283G>A) 13,47 NC NC 2,40 NC 5,52
rs1057910
CYP2C9 (c.1075A>C; 12,77 4,26* 6,37* 4,85* 6,10* 6,07*
p.lle359Leu)
rs72658879 *
LDLR (c.-100G>T) 12,76 NC NC 5,30 NC NC
rs144561552 * *
GHR (c-1770G>C) 12,06 NC NC 2,10 NC 4,51
rs17029215
MTTP (c.1151A>C; 12,05 499*  459* 7,07* 6,60* 4,84*
p.Asp384Ala)
rs11568020
AGT (c.2149A>G; 11,34 4,67* NC 4,65* NC 6,40*
p.lle717Val)
rs7155470 "
CLMN (c.-2956T>C) 10,63 NC NC 5,50 NC 6,07
rs7156866 * *
CLMN (c.-2992A5G) 10,63 NC NC 5,10 NC 3,43
rs9282564
ABCB1 (c.61A>G; 9,92 3,80* 8,00 2,60* 5,20 6,24
p.Asn21Asp)

Continua...
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Frequéncia MAF MAF ZAO%OF MAF MAF
Gene Variante €m Nnosso ESP EXAC Genomas BipMed AbraON
estudo (%) (%) (%) (%) (%) (%)
rs5110
APOA4 (c.1140G>T; 9,22 NC 5,24* 2,40* 8,50 5,99
p.GIn380His)
rs1274498 - "
COQ10A (c.-210A>G) 9,22 NC NC 1,00 NC 3,10
rs11758639 * *
KIF6 (c.-468A>G) 9,22 NC NC 2,00 NC 4,09
rs72858468 * -
KIF6 (c.-1432G>A) 9,22 NC NC 2,00 NC 4,49
rs72858469 *
KIF6 (C.-1142T>A) 9,22 NC NC 2,00 NC 3,78*
rs72858477 * *
KIF6 (.-205A>G) 9,22 NC NC 2,00 NC 3,69
rs34671512
SLCO1B1 (c.1929A>C; 9,22 5,84 4,63* 4,40* 7,10 6,07
p.Leu643Phe)
rs2229109
ABCB1 (c.1199G>A,; 8,51 2,82* 2,90* 1,30* 4,20 3,28*
p.Ser400Asn)
rs5880
CETP (c.1168G>C; 8,51 3,39* 5,08* 4,19* 5,70 3,36*
p.Ala390Pro)
rs3093255 *
F7 (c.-1146A>G) 8,51 NC NC 4,50 NC 3,68*
rs3289
LPL (c.*371T>C) 8,51 3,34* NC 3,93* NC 2,27*
rs17111557 - *
PCSK9 (C.*614C>T) 8,51 3,30 NC 3,65 NC 4,18*
rs701103 *
SCARBL1 (C.-94G>A) 8,51 5,35 6,70 6,10 4,70 3,56
rs77131854 * -
COQ10A (c.-130C>T) 7,80 NC NC 3,20 NC 2,97
rs17057255
EPHX2 (c.307C>T,; 7,80 3,61* 1,42* 3,10* 1,40* 3,28*
p.Arg103Cys)
rs41272112
LPA (c.4262G>A, 7,80 1,83* 0,95* 2,20* 3,80 3,36*
p.Argl421Gln)
rs61733139
MTTP (c.285G>C; 7,80 5,35 4,06* 3,70* 3,30* 4,19*
p.GIn95His)
rs35640772
ADD1 (c.-093T>C) 7,09 NC NC 2,30* NC 1,44*

Continua...
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Frequéncia MAF MAF ZAO%OF MAF MAF
Gene Variante €m Nnosso ESP EXAC Genomas BipMed AbraON
estudo (%) (%) (%) (%) (%) (%)
rs1800777
CETP (c.1403G>A,; 7,09 2,61* 3,53* 2,64* 4,20* 2,54*
p.Arg468Gin)
rs72473929 * -
EPHX2 (c.-100G>T) 7,09 NC NC 3,50 NC 3,49
rs3093251 * *
F7 (c-673A>G) 7,09 NC NC 3,90 NC 2,22
rs62372049 »
GHR (c.-1934T>C) 7,09 NC NC 1,50 NC 3,24
rs41267809
LPA (c.5882T>C; 7,09 1,563* 2,06* 1,20* 3,80 2,05*
p.Leul961Pro)
rs58032386
SCARBL1 (c.-624C>T) 7,09 NC NC 3,90* NC 1,22*
rs2214102 - - .
ABCB1 (c-1A>G) 6,38 5,94 5,55 2,50 94,80 95,98
rs36038921 -
ADD1 (c.-930T>C) 6,38 NC NC 2,20 NC 4,35
rs4741 *
ADD1 (c-947A>G) 6,38 NC NC 2,10 NC 3,15
rs4969 -
ADD1 (c.-1097A>G) 6,38 NC NC 1,80 NC 2,64
rs112366105 * *
CLMN (C.-5194C>A) 6,38 NC NC 3,00 NC 1,74
rs28707051
CLMN (c.-1405A>G) 6,38 NC NC 5,10 NC NC
rs7155222 * *
CLMN (¢.-3121T>C) 6,38 NC NC 3,30 NC 2,25
rs28371764 * *
CYP3A5 (c.-7AC>T) 6,38 NC NC 1,80 4,70 3,03
rs3093256 * *
F7 (c.-1240C>G) 6,38 NC NC 1,30 NC 2,33
rs3093257 * *
F7 (c.-1275A>G) 6,38 NC NC 3,30 NC 1,96
rs61748649
KIF6 (c.1652G>A,; 6,38 2,12* 2,48* 1,10* 1,40* 2,21*
p.Arg551Lys)
rs113337987
MTTP (c.1981G>A,; 6,38 2,54* 2,45* 1,00* 5,20 3,94
p.Gly661Ser)
rs3917576
PON1 (c.-391G>A) 6,38 NC NC 4,50 NC 3,48
rs74499062 *
PPP1R17 (c.-494G>C) 6,38 NC NC 2,50 NC 4,79

Continua...
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MAF

Frequéncia MAF MAF 1000 MAF MAF

Gene Variante €m Nnosso ESP EXAC Genomas BipMed AbraON

estudo (%) (%) (%) (%) (%) (%)
rs78070897

ABCG5 (c.785A>G; 5,67 1,92* 0,52* 2,10* 0,47* 1,15*
p.Lys262Arg)
rs12714192

APOB (c.2222C>A; 5,67 2,59* 0,71* 2,20* 2,40 2,05*
p.Thr741Asn)
rs1801695

APOB (c.13441G>A; 5,67 2,85* 2,41* 1,40* 2,40 2,96
p.Alad481Thr)
rs6752026

APOB (c.433C>T; 5,67 3,88 NC 3,50 2,80 2,71*
p.Pro145Ser)
rs13379182

CLMN (c.-3160T>C) 5,67 NC NC 3,70 NC 3,85
rs41291058

LDLRAP1 (c.712C>T; 5,67 3,63 3,56 1,60* 3,30 3,53
p.Arg238Trp)
rs1800127

LRP1 (c.650C>T; 5,67 1,61* 1,76* 0,70* 0,47* 0,74*
p.Ala217Val)

rs17160458 * -

PPP1R17 (c.-856A>G) 5,67 NC NC 2,70 NC 0,90

Legenda: ABCBL1 - Transportador de Cassete Ligante de ATP Subfamilia B Membro 1; ABCG5 - Transportador
de Cassete Ligante de ATP Subfamilia G Membro 5; ADD1 - Adducina 1; AGT — Angiotensinogénio; ALOX5AP
- Proteina de ativacdo de 5-lipoxigenase de araquidonato; APOA4 - Apolipoproteina A4; APOAS -
Apolipoproteina A5; APOB - Apolipoproteina B; CETP — Proteina de Transferéncia de Ester Colesterol; CLMN
- Calmina; COQ10A - Coenzima Q10A; CYP2C9 - Citocromo P450 Familia 2 Subfamilia C Membro 9; CYP3A5
- Citocromo P450 Familia 3 Subfamilia A Membro 5; EPHX2 - Epdxidohidrolase 2; F7 - Fator de coagulacéo
7; GHR - Receptor do Hormonio de Crescimento; KIF6 - Membro 6 da Familia Cinesina; LDLR - Receptor de
LDL; LDLRAP1 - Proteina Adaptadora do Receptor de LDL 1; LPA - lipoproteina (a); LPL - Lipoproteina
Lipase; LRP1 - Proteina relacionada ao receptor de LDL 1; MTTP — proteina microssomal de transferéncia de
triglicerideos; PCSK9 - Proteina Convertase Subtilisina/Kexina Tipo 9; PON1 - Paraoxonase 1; PPP1R17-
Proteina Reguladora da Fosfatase 1 Subunidade 17 ; SCARB1- Receptor scavenger classe B membro 1 ;
SLCO1B1- Transportador carregador de soluto aniénico membro da familia 1B1 ; MAF — Frequéncia do Menor
Alelo; ESP - Exome Sequencing Project; EXAC - Exome Aggregation Consortium; BipMed - Brazilian Initiative
on Precision Medicine ; AbraON - Arquivo Brasileiro Online de Mutagdes; NC - N&o consta;

*p<0,05 teste qui-quadrado (Frequéncia do nosso estudo versos Frequéncia do estudo citado)

As variantes descritas com frequéncia menor que 5.0%, mas sem nenhum relato na
literatura foram avaliadas através de ferramentas de predigdo in silico. As 22 variantes

descritas na tabela 11, possuiam caracteristicas patogénicas para a proteina em pelo menos 4
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das ferramentas de predicdo in silico, essas variantes podem ser consideradas prioritéria para

validacao funcional.

Tabela 11: Resultados das variantes descritas pelo presente estudo com predicdo in silico sugerindo
caracteristicas patogénicas devido a troca de aminoacido em 4 ou mais das ferramentas utilizadas.

o —
e<s @ 5 o z zZ 3g
o0 o = h— c — [
s3E § : e £ f$&r ¥ oL oD ogg
SES © S 3 £ s % § 2 0 Eg
o o > o o S e S a
g$ s ¢ s & =
[ >
rs12713675
APOB (c.7367C>A; Missense PBD MI D NA P D 3
p.Ala2456Asp)
rs12714097
j APOB (c.2630C>T; Missense PD Ml D N DC D 1
Q p.Pro877Leu)
° rs12720855
2 APOB (c.9880T>C; Missense  PD MI D D P D 3
'S p.Ser3294Pro)
3 rs61744288
< APOB (c.10780T>C; Missense  PD MI D D NA D 2
p.Trp3594Arg)
rs6752026
APOB (c.433C>T; Missense  PD MI D N NA D 8
p.Pro145Ser)
rs2238008
APOA4 (c.791G>T; Missense PBD MI D D DC D 1
p.Arg264Leu)
3 rs142050734
T APOA4 (c.598C>T; Missense PBD ™MI D D NA D 1
= p.Arg200Cys)
S rs146353487
S APOA4 (c.1057T>G; Missense PBD MI D D NA N 1
< p.Ser353Ala)
rs12721043
APOA4 (c.481G>T; Missense PBD MI D D NA N 1
p.Alal61Ser)
& g rs41267807
E—% LPA (c.6068A>G; Missense PBD NA D D NA D 1
-5 p.Tyr2023Cys)
§_§ rs59502379
23 SLCO1B1 (c.1463G>C; Missense D HIL D D DC NA 2
E &= p.Gly488Ala)

Continua...
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S & rs62625753
= ADIPOQ (c.268G>A, Missense D HIL D D DC NA 1
Ss p.Gly90Ser)
rs28371685
o CYP2C9 (c.1003C>T; Missense PD NA D D P D 4
° " p.Arg335Trp)
£ g rs57505750
= g CYP2C9 (c.980T>C; Missense PD NA D D NA D 1
€S p.11e327Thr)
< rs41279857
CYP3A5 (c.299C>A; Missesnse PD NA D D NA D 1
p.Ser100Tyr)
v O
o8 rs36215896
gg SREBF1 (c.1828G>A; Missense D MI D N DC NA 1
ks S p.Val610Met)
rs1805090
AGT (c.1174C>A; Missense PD NA D D DC N 1
p.Leu392Met)
rs56073403
AGT (c.842A>G; Missense PD NA D D NA D 1
p.Tyr281Cys)
g rs35010297
= CLMN (c.1069G>A; Missense PBD MI D D NA N 1
= p.Glu357Lys)
§ﬂ rs75028043
< GHR (c.227C>T; Missense  PD N D D DC N 1
4 p.Thr76lle)
rs143814221
GHR (c.739T>C; Missense  PD NA D D DC N 1
p.Tyr247His)
rs142944273
KIF6 (c.1087C>T; Missense  PD MI D D NA D 1
p.Arg363Cys)

Legenda: ADIPOQ - Adiponectina; AGT - Angiotensinogénio; APOA4 - Apolipoproteina A4; APOB -
Apolipoproteina B; CLMN — Calmina; CYP2C9 - Citocromo P450 Familia 2 Subfamilia C Membro 9; CYP3A5 -
Citocromo P450 Familia 3 Subfamilia A Membro 5; GHR — Receptor do Horménio de Crescimento; KIF6 — Membro
6 da Familia Cinesina; LPA — lipoproteina (a); SLCO1B1- Transportador carregador de soluto aniénico membro da
familia 1B1; SREBF1 - Fator de Transcri¢do do Elemento Regulador do Esterol 1; MAas — Mutation Assessor; SIFT -
Sorts Intolerant From Tolerant Substitutions; Condel - CONsensus DELeteriousness Score; PROVEAN - Protein
Variation Effect Analyzer; D — Danosa/ Deletéria; PD — Possivelmente Danosa; PBD — Provavelmente Danosa; HI —
Alto Impacto (High Impact); NA — N&o Avalidvel; MI — Impacto médio (Medium impact); N — Neutra; DC — Causa
de doenca (Disease Cause); P — Polimorfismo.
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Foram identificadas também, no presente estudo, 223 variantes na regido UTR dos
genes analisados, com frequéncia menor que 5,0% na populagdo geral: ABCA1l (5),
Transportador de Cassete Ligante de ATP Subfamilia B Membro 1 (ABCB1) (4), ABCGS5 (1),
ABCGS8 (1), Adducina 1 (ADD1) (9), Adiponectina (ADIPOQ) (6), Angiotensinogénio (AGT)
(8), Proteina de Ativacdo de 5-lipoxigenase de Araquidonato (ALOX5AP) (3),
Apolipoproteina A4 (APOA4) (1), APOAS5 (3), APOB (4), Apolipoproteina C1 (APOC1) (2),
APOC2 (1), Apolipoproteina C4 (APOC4) (4), Proteina de Transferéncia de Ester de
Colesterol (CETP) (1), CLMN (29), Coenzima Q10A (COQ10A) (3), Proteina de ligacdo ao
acido retinoico celular 2 (CRABP2) (4), Citocromo P450 Familia 2 Subfamilia C Membro 9
(CYP2C9) (1), Citocromo P450 Familia 3 Subfamilia A Membro 4 (CYP3A4) (3), Citocromo
P450 Familia 3 Subfamilia A Membro 5 (CYP3A5) (1), Receptor do Fator de Crescimento
Epidérmico (EGFR) (6), Epdxidohidrolase 2 (EPHX2) (4), Fator de coagulacao 7 (F7) (10),
Receptor do Hormonio de Crescimento (GHR) (9), HMGCR (5), Interleucina 10 (IL10) (4),
Interleucina 6 (IL6) (1), Membro 6 da Familia Cinesina (KIF6) (10), LDLR (15), LDLRAP1
(4), LIPA (3), LPL (6), Proteina relacionada ao receptor de LDL 1 (LRP1) (1),
Metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) (4), Proteina de Interacdo da Cadeia Leve
Reguladora da Miosina (MYLIP) (4), Oxido Nitrico Sintase 3 (NOS3) (1), Peptideo
Natriurético A (NPPA) (3), PCSK9 (10), Paraoxonase 1 (PON1) (2), Proteina Reguladora da
Fosfatase 1 Subunidade 17 (PPP1R17) (9), SCAP (3), Receptor scavenger classe B membro 1
(SCARB1) (4), Transportador Carregador de Soluto Aniénico Membro da Familia 1B1
(SLCO1B1) (1), Fator de Transcricdo do Elemento Regulador do Esterol 1 (SREBF1) (4),
SREBF2 (2), Fator de Necrose Tumoral (TNF) (1) e TRIB1 (3) (quadro 5 anexo G).

Na literatura encontrou-se duas dessas variantes associadas a HF (tabela 7) e quatro
associadas com fendtipos ou caracteristicas clinicas similares a HF (tabela 9). As demais
variantes ndo possuem descri¢do na literatura ou foram associadas a outros fatores.

Estes resultados obtidos ndo puderam ser avaliados pelas ferramentas de predigéo in
silico utilizadas para verificar a possibilidade de patogenicidade, portanto, devem ser

explorados por ferramentas in vitro.
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5.5 VARIANTES NAO DESCRITAS

Foram identificadas 45 variantes ainda ndo descritas nos bancos de dados disponiveis,
portanto passiveis de serem posteriormente depositadas a fim de tornar acessiveis os dados

identificados nesse trabalho (tabela 12).

Tabela 12: Resultados das variantes novas identificadas nos éxons dos 61 genes analisados.

Sequéncia

Referéncia: SeAqu(”?nf:ia Posicao Tipode  Localizagéo R_elagéo com a
Gene troca Referenma. troca Chr Chr mutacio  na proteina via metabdlica

nucleotidica proteica do colesterol
o MLOIHZ NPT, opuer wseme SE ol

NM_000384.2:  NP_000375.2: . Regisode ~ /\PoOreA0 de
APOB C 050G 0 AIZ98AThr 2 21242644 Missense o s LDL-c
o TS o sum g A
o MBSy g gom e A
LRP1 Nyfg 232 é’iZAZ :;Ig_lggg:lggirzg 12 57587720 Missense  Extracelular Abi%rf_gfg =
o N e um Tl A
oo MLESS L o sum TR Moo
SCARB1 N'X';fgggg‘?: - 12 125262678  3'UTR Fifag;igr?tio Abi‘gf_gfz de
SCARBL NN 0050054 - 12 12562779  PUTR  Fediondo Absorclode
ppons MIEOZS g um R ol
APOA4 N'\é"—S%%OCAf%& '\;,F,)ggﬁ%ﬁs: 11 116692241  Missense  Hélice B Q‘(’)‘t)éiiﬁg;
wors MR e e e
wor MRSk e oum R e
B
Lpa  NMOOSOTTZ : 6 160052683  FUTR  ol0Bd0y jpoproteinas
LPL Nchﬂigggchéz: - 8 19824464  3’UTR Rtfagr'lz‘c)r:‘tzo Lipoproteinas
. R
poces M oo e T
LIPA NM_OOizl #7005 Np_o01121077.1; 10 90988131  Missense Do,ra\nénio Ll [52 e

C.254AG p.GIn85Arg hidrolase acidos graxos

Continua...
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Sequéncia Sequéncia Relagdo com a
Referéncia: que . Posicdo Tipo de Localizagdo elag o
Gene Referéncia: troca Chr ~ : via metabdlica
troca - Chr mutagdo  na proteina
. proteica do colesterol
nucleotidica
o Hidrdlise de
NM_000446.5: _ 8 Regiédo néo . s
PON1 C*392G>A 7 94927864 3’UTR transcrita hldroperqx!dos
de fosfolipides
NM_014189.3: , Regido ndo Biossintese do
ADD1 c.-81A>C ) 4 2845691 >UTR transcrita colesterol
NM_000859.2: _ , Regido ndo Biossintese do
AUETER ¢.*1106A>G g ISR i transcrita colesterol
NM_000771.3: NP_000762.2: . Dominio N-  Metabolismo de
CYP2C9 c.13G>T p.Val5Leu 10 96698452 Missense terminal farmacos
NM_014495.2: , Regido ndo Inibidor de
NSRS c.*116T>C ) . R Uiz transcrita lipases
NM_014495.2: ) , Regido ndo Inibidor de
ANGPTL3 €.*620C>T ! 63071108 3UTR transcrita lipases
NM_014495.2: . X Regido ndo Inibidor de
ANEIPTES €.*293C>T ! 63070781 SUIR transcrita lipases
Dominio
NM_012235.2: NP_036367.2: . L Fatores de
SCAP CE51GSA p.Arg184His 3 47469017 Missense topoldgico transcricio
lumenal
N OO Regido ndo Fatores de
SREBF1 2: - 17 17740278 5’UTR - s .
-147G>C transcrita transcrigao
NM_000029.3: , Regido ndo .
AGT CAB1AGSA - 1 230838373 3’UTR transcrita Relagdo indireta
NM_024734.3: , Regiéo ndo i
CLMN C46514CSA - 14 95651387 3’UTR transcrita Relacdo indireta
NM_024734.3: , Regiéo ndo U
CLMN A BA60AST - 14 95651441 3’UTR transcrita Relacdo indireta
NM_024734.3: _ 8 Regido ndo .
CLMN C*5109G>A 14 95652792 3’UTR transcrita Relagdo indireta
NM_024734.3: . , Regido ndo S
CLMN C*2795G>T 14 95655106 3’UTR transcrita Relacéo indireta
NM_024734.3: , Regiédo ndo o
CLMN c*1075G>T - 14 95656826 3’UTR transcrita Relacdo indireta
NM_024734.3: ) , Regido ndo i
CLMN CAB033GSA 14 95652868 3’UTR transcrita Relacdo indireta
NM_024734.3: 8 Regido ndo .
CLMN X 2716T>C - 14 95653185 3’UTR transcrita Relagdo indireta
NM_144576.3: , Regido ndo O
COQ10A c-44C>T - 12 56660859 5’UTR transcrita Relacéo indireta
NM_001242399. Reqido nio
GHR 2: - 5 42721137  3'UTR trgnscrita Relagdo indireta
¢.*1611G>A
NM_145027 .4: , Regido nédo . i
KIF6 C40GSA - 6 39303368 3’UTR transcrita Relagdo indireta
NM_145027.4: NP_659464.3: . .
KIF6 C1181ASC 0.GIn394Pr0 6 39545832 Missense Relacéo indireta
NM_013262.3: ) , Regido ndo R
MYLIP C*1260ASC 6 16148242 3’UTR transcrita Relacdo indireta
NM_006658.4: X Regido ndo .
PPP1R17 CABE6ASE - 7 31747763 3’UTR transcrita Relagdo indireta
Ganho de
NM_006658.4: NP_006649.2: . x .
PPP1R17 c247G>T 0.Glu83Ter 7 31736590 cgg?:dge Regido alvo  Relacdo indireta
NM_025195.2: s Regido ndo .
TRIB1 c.*1521C>T - 8 126450234 3’UTR transcrita Relacéo indireta
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Legenda: ABCAL - Transportador de Cassete Ligante de ATP Subfamilia A Membro 1; ABCG5 — Transportador
de Cassete Ligante de ATP Subfamilia G Membro 5; ADD1 - Adducina 1; AGT — Angiotensinogénio; ANGPTL3
— Angiopoietina Tipo 3; APOA4 - Apolipoproteina A4; APOB - Apolipoproteina B; APOC2 - Apolipoproteina
C2; APOC3 - Apolipoproteina C3; CLMN — Calmina; COQ10A - Coenzima Q10A; CYP2C9 - Citocromo P450
Familia 2 Subfamilia C Membro 9; GHR — Receptor do Horménio de Crescimento; HMGCR - 3-hidroxi-3-
metilglutaril-CoA redutase; KIF6 — Membro 6 da Familia Cinesina; LDLR - Receptor de LDL; LIPA - Lipase
A; LPA — lipoproteina (a); LPL - Lipoproteina Lipase; LRP1 - Proteina relacionada ao receptor de LDL 1;
MYLIP - Proteina de interacdo da cadeia leve reguladora da miosina; PCSK9 - Proteina Convertase
Subtilisina/Kexina Tipo 9; PON1 - Paraoxonase 1; PPP1R17 - Proteina Reguladora da Fosfatase 1 Subunidade
17; SCAP - SREBF chaperona; SCARB1 - Receptor scavenger classe B membro 1; SREBF1 - Fator de
Transcricdo do Elemento Regulador do Esterol 1; TRIB1 - Tribbles Pseudocinase 1

5.6 ANALISE DAS VARIANTES POR DOCKING MOLECULAR

As variantes no gene APOB encontradas no presente estudo e ndo descritas na
literatura e ou descritas mas ndo associadas a HF e com caracteristica patogénica para a
proteina, foram analisadas por docking molecular, a fim de identificar os pontos de interacdo
da apoB-100 com o LDLR e verificar se a alteracdo da sequencia do DNA e
consequentemente do aminoéacido, pode levar a um prejuizo nessa interacdo. Para o LDLR e
PCSK9 nédo foi possivel realizar esta analise, pois as variantes ndo descritas identificadas se
encontram em regido néo transcrita.

O docking molecular foi realizado utilizando a estrutura do cristal da apoB-100
interagindo com o LDLR e as proteinas mutadas foram construidas a partir da troca do
aminoacido das variantes missense ndo descritas: p.Glyl1915Arg e p.Ala984Thr; e para as
variantes sem descricdo na literatura e com caracteristica patogénica para a proteina:
p.Ala2456Asp, p.Pro877Leu. p.Ser3294Pro, p.Trp3594Arg e p.Prol45Ser.

Por esta analise, as variantes p.Ala984Thr e p.Prol45Ser mostraram alteracdo
significativa na estrutura proteica da apoB-100, no entanto sem alteraracdo na afinidade com o
LDLR (figura 4 e 5). J& a variante p.Pro877Leu também mostrou alteragéo significativa na
estrutura proteica da apoB-100, levando a uma maior afinidade com o LDLR (figura 6). As

demais variantes ndo mostraram alterages significativas para a proteina.
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Figura 4: Docking molecular da variante ndo descrita identificada no gene da APOB p.Ala984Thr. A
esquerda temos a interagdo do LDLR (em vermelho) com a apoB-100 selvagem (em azul). A direita a
interacdo do LDLR (em vermelho) com a apoB-100 mutada (em rosa).
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Figura 5: Docking molecular da variante sem descrigdo na literatura e com caracteristica patogénica
para a proteina identificada no gene da APOB p.Pro145Thr. A esquerda temos a interacdo do LDLR
(em vermelho) com a apoB-100 selvagem (em azul). A direita a interacio do LDLR (em vermelho)
com a apoB-100 mutada (em rosa).
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Figura 6: Docking molecular da variante sem descri¢do na literatura e com caracteristica patogénica
para a proteina identificada no gene da APOB p.Pro877Leu. A esquerda temos a interacdo do LDLR
(em vermelho) com a apoB-100 selvagem (em verde). A direita a interagdo do LDLR (em vermelho)
com a apoB-100 mutada (em rosa).
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5.7 ANALISE DE RELACAO FENOTIPO VERSOS GENOTIPOS

Quando realizada as analises estatistica comparando as caracteristicas clinicas dos 141
pacientes do estudo, observamos associacao de 22 variantes com as concentrag¢fes de LDL-c,
sendo que as variantes APOB rs12713675 ¢.7367C>A, rs12720855 ¢.9880T>C e rs61743299
€.12697T>A; LDLR rs72658879 c.-2016G>A; CLMN rs112366105 ¢.-5194C>A, rs56119341
€.-985A>G, rs7155222 ¢.-3121T>C, rs7155470 ¢.-2956 T>C e rs7156866 ¢.-2992A>G; EGFR
rs35918369 ¢.3629C>T; IL6 rs13306435 c.486T>A; MPO rs2759 ¢.2149A>G; e CRABP2
rs150325179 c.-46T>C, mostraram associacdo com concentracdes mais elevadas de LDL-c
(figura 7 e quadro 6 anexo G). Enquanto as variantes ABCB1 rs9282564 c.61A>G; APOA5
rs192708363 c.-59C>A; APOB rs12691202 ¢.2188G>A e rs12713450 ¢.13451C>T; COQ10A
rs1274498 c.-210A>G; HMGCR rs17244932 c¢.-497T>C; LDLRAP1 rs76969561 c.-1222T>C;
SREBF1 rs73981075 c.-1771A>C; e GHR Chr5: 42721137 c¢.*1611G>A, mostraram
associagdo com concentragdes mais baixas de LDL-c (quadro 6 anexo G).

Em relacdo as concentraces de apoB-100, 11 variantes mostraram associagdo
significativa, sendo as CRABP2 rs150325179 c.-46T>; CYP3A4 rs28988604 c.-683C>T;
KIF6 rs61748649 c.1652G>A; PPP1R17 rs36047130 ¢.29T>G; e LDLRAP1 rs10062 c.-
1793C>T associadas com maiores concentragdes de apoB-100 (figura 8 e quadro 6 anexo G),
e as APOAS5 rs192708363 c.-59C>A; HMGCR rs17244932 c.-497T>C; MTTP rs17599091
€.730C>G; PCSK9 rs28362201 ¢.-245G>T e rs28362292 c.-849T>C; e SREBF1 rs73981075
c.-1771A>C, com menores concentracdes de apoB-100 (quadro 6 anexo G).

As variantes CLMN rs7155470 c.-2956T>C, rs7156866 c.-2992A>G e rs75063901 c.-
5035G>A; LDLR rs72658879 c.-2016G>A; SCARB1 rs701103 c.-94G>A mostraram
associacdo com concentracdes mais elevadas de CT (figura 9 e quadro 6 anexo G). Ja as
variantes associadas com concentracbes mais baixas de CT foram APOB rs12713450
€.13451C>T; CRABP2 rs116587898 c.-162G>A; EGFR rs17290225 c¢.-16G>A; HMGCR
rs17244932 c¢.-497T>C; SREBF1 rs73981075 c¢.-1771A>C e GHR Chr5:42721137
Cc.*1611G>A.

Outras 3 variantes mostraram-se associada com valores mais elevados de VLDL e 5

com valores mais baixo. Para valores de TG, 3 variantes foram associadas com concentragdes
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mais elevadas e 9 com concentracdes mais baixas. Em relagcdo a apoAl, 2 variantes foram
associadas significativamente com valores mais elevados e 7 com valores mais baixos. Com
os valores mais elevados de HDL-c apenas 1 variante mostrou-se associada, ja para valores
mais baixos identificou associacéo de 6 variantes (quadro 6 anexo H).

Além disso, as variantes AGT rs61757164 c.-506C>T; APOC4 rs10425530 c.-
149G>A; e PCSK9 rs28362263 ¢.1327G>A mostraram associagdo com a presenca de arco
corneo (figura 10 e quadro 7 anexo H). Enquanto as variantes APOB rs12713450
€.13451C>T; PON1 rs3917575 c.-260T>C; e SCARB1 rs701103 c.-94G>A mostraram
associagdo com a auséncia do mesmo fenétipo (quadro 7 anexo H).

Com a presenca de xantelasmas as variantes AGT rs61757164 c.-506C>T e NOS3
rs143125350 ¢.1837C>G se mostraram associadas (figura 11 e quadro 7 anexo H). Enquanto
gue com a auséncia de xantomas foram associadas significativamente as variantes ADIPOQ
rs1501298 c.-149G>A e ALOX5AP rs9508825 c.-52T>C (figura 12 e quadro 7 anexo H).

As variantes COQ10A rs1274498 c.-210A>G e LPL rs3289 ¢.-371T>C mostraram-se
associadas com a presenca de DAC (figura 13 e quadro 7 anexo H), ja a variante COQ10A
rs77131854 c.-130C>T foi associada com a auséncia deste fenotipo (quadro 7 anexo H).

Outras 5 variantes foram associadas com a ocorréncia de acidente vascular cerebral
(AVC), 1 com a auséncia de AVC, 3 com a realizagdo de revascularizacdo do miocéardio
(RM), 1 com auséncia de doenga arterial periférica (DAP), 1 com a ocorréncia de IAM e 2
com a presenca de angina (quadro 7 anexo H).

Dessas variantes estatisticamente associadas em nosso estudo, apenas a variante LDLR
rs875989887 (c.-140C>A), associada com a ocorréncia de AVC, ja havia sido previamente
descrita com HF (tabela 7). As variantes APOB rs12714225 ¢.1223T>C e rs1042023
€.10294C>G; APOAS5 rs3135506 c¢.56C>G; LPL rs3289 c.-371T>C; e MPO rs2759
€.2149A>G possuiam descri¢do na literatura associando-as com alguma outra dislipidemia ou
caracteristica clinica relacionada (tabela 8 e 9). As demais variantes néo tiveram descri¢cdo na
literatura, no entanto as variantes APOB rs12713675 ¢.7367C>A e rs12720855 ¢.9880T>C
possuiam caracteristica patogénica para a proteina segundo mais de 4 ferramentas de predicao

“in silico” (tabela 11).
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Figura 7: Representacdo grafica da andlise de associacdo entre a presenga das variantes e sua
associagdo com concentragdes mais elevadas de LDL-c (p<0,05).

Legenda: N= Auséncia da variante; S = Presenca da variantes; LDL-c — colesterol da lipoproteina de baixa
densidade; APOB - Apolipoproteina B; LDLR - Receptor de LDL; CLMN — Calmina; EGFR — Receptor do
Fator de Crescimento Epidérmico; IL6 — Interleucina 6; MPO — Mieloperoxidase; CRABP2 - Proteina de
ligacdo ao acido retindico celular 2
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Figura 8: Representacdo gréfica da analise de associacdo entre a presenca das variantes e sua
associagdo com concentragdes mais elevadas de apoB-100 (p<0,05).

Legenda: N= Auséncia da variante; S = Presenca da variantes; apoB-100= Apolipoproteina B 100; CRABP2 -
Proteina de ligacao ao &cido retinoico celular 2; CYP3A4 - Citocromo P450 Familia 3 Subfamilia A Membro 4;
KIF6 — Membro 6 da Familia Cinesina; PPP1R17 - Proteina Reguladora da Fosfatase 1 Subunidade 17;
LDLRAP1 - Proteina Adaptadora do Receptor de LDL 1
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Figura 9: Representacdo grafica da andlise de associacdo entre a presenca das variantes e sua
associagdo com concentragdes mais elevadas de CT (p<0,05).

Legenda: N= Auséncia da variante; S = Presenca da variantes; CT — colesterol sérico total; CLMN — Calmina;
LDLR - Receptor de LDL; SCARBL - Receptor scavenger classe B membro 1
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Figura 10: Representacdo grafica da analise de associagdo entre a presenca das variantes e sua
associagdo com a presenca de arco corneo (p<0,05).

Legenda: N= Auséncia da variante; S = Presenca da variantes; AGT — Angiotensinogénio; APOC4 -
Apolipoproteina C4; PCSK9 - Proteina Convertase Subtilisina/Kexina Tipo 9; PON1 - Paraoxonase 1
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Figura 11: Representacdo grafica da analise de associacdo entre a presenca das variantes e sua
associagdo com a presenca de xantelasmas (p<0,05).

Legenda: N= Auséncia da variante; S = Presenca da variantes; AGT — Angiotensinogénio; NOS3 - Oxido Nitrico
Sintase 3



85

Auséncia de Xantomas

80 100
I 1

60
I

%

40

20
I

[=)
N S N S
151501298 rs9508825
ADIPOQ ALOX54P
c.-149G=A4 €-32I=C

Figura 12: Representacdo grafica da andlise de associacdo entre a presenca das variantes e sua
associagdo com a auséncia de xantomas (p<0,05).

Legenda: N= Auséncia da variante; S = Presenca da variantes; ADIPOQ — Adiponectina ALOX5AP - Proteina de
ativacdo de 5-lipoxigenase de araquidonato.
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Figura 13: Representacdo gréafica da andlise de associacdo entre a presenca das variantes e sua
associagdo com a presenca de DAC (p<0,05).

Legenda: N= Auséncia da variante; S = Presenca da variantes; DAC = Doencga Arterial Coronariana; COQ10A -
Coenzima Q10A; LPL - Lipoproteina Lipase.
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5.8 DIAGNOSTICO FENOTIPICO E GENOTIPICO

Na tabela 13 estdo relacionados os resultados fenotipicos com seus respectivos
resultados genotipicos obtidos com a analise de sequenciamento pelo painel dos genes
escolhidos para este estudo. Dos 141 paciente incluidos neste estudo com diagndstico
fenotipico de HF, 106 apresentaram alguma variante que pode explicar o seu quadro clinico,
sendo confirmando o seu diagndstico (30 casos), realizando um diagndstico diferencial (11
casos) ou associando a alguma de suas caracteristicas fenotipicas (69 casos).

Observa-se também que muitos pacientes apresentaram mais de uma variante
simultaneamente, o que deve ser cuidadosamente avaliado para ser detalhadamente
acompanhado, tanto na resposta terapéutica como a evolugéo clinica que eventualmente pode

variar dependendo do perfil genotipico obtido.

Tabela 13: Resultados da andlise de associacdo entre o diagnostico fenotipico e a contribuicdo da
andlise genotipica para utilizacao clinica.

Literatura
L o associada com
. Diagnéstico Diagndstico molecular ~
Numero do e e : alteracéo
: Critério clinico molecular de  de outras dislipidemias S
paciente o lipidica e/ou
HF primarias
suas
consequéncias
001 Provavel LDLR - Sim
002 Provavel APOB/LDLR - Sim
003 Certeza APOB - Sim
005 Possivel APOB - Sim
006 Provavel LDLR - Sim
007 Possivel - - Sim
009 Certeza - - Sim
010 Certeza LDLR - Sim
011 Provavel LDLR - Sim
012 Provavel PCSK9 - Sim
015 Certeza LDLR - -
016 Possivel - Hipobetalipoproteinemia Sim
017 Provavel APOB Hipobetalipoproteinemia Sim
019 Possivel LDLR - -
020 Possivel LDLR - Sim
. i Hiperlipoproteinemia .
021 Possivel Familial tipo 3 Sim

Continua...
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Continuagdo...

Literatura
. S associada com
NGmero do Diagnéstico Diagnéstico molecular alteracio
paciente Critério clinico* molecular de  de outras dislipidemias lini dicage/ou
HF primarias P suas

consequéncias

023 Certeza LDLR - Sim

027 Certeza LDLR - Sim

029 Certeza - - Sim

032 Certeza - - -

034 Possivel - - Sim

037 Possivel - - Sim

040 Certeza APOB/ LDLR - Sim

044 Possivel - - Sim

055 Certeza LDLR - Sim

058 Certeza LDLR - Sim

062 Possivel - - -

065 Certeza _ Hlperllpo_pro'gelnemla Sim
Familial tipo 3

067 Possivel - - -

069 Possivel - - Sim

072 Provéavel - - -

083 Provavel - - Sim

Continua...
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Continuagdo...

Literatura
o . associada com
NGmero do Diagnostico Diagnostico molecular alteracio
paciente Critério clinico* molecular de  de outras dislipidemias lini dicage/ou
HF primarias P suas

consequéncias

085 Certeza - - -

089 Possivel - - R

093 Possivel - - Sim

096 Certeza - - Sim

099 Possivel - - Sim

101 Possivel - - -

106 Provavel - - Sim

108 Possivel - - Sim

111 Possivel - - -

114 Possivel - - Sim

121 Provavel - - -

123 Certeza - - Sim

126 Possivel - - Sim

131 Possivel APOB/LDLR  Hipobetalipoproteinemia Sim

137 Certeza PCSK9 - Sim

142 Possivel - - Sim

147 Possivel - - Sim

Continua...
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Continuagdo...

Literatura
o . associada com
NGmero do Diagnostico Diagnostico molecular alteracio
paciente Critério clinico* molecular de  de outras dislipidemias lini dicage/ou
HF primarias P suas

consequéncias

10055 Provavel PCSK9 - Sim

10071 Provavel LDLR - -

10082 Provavel - - -

10210 Provavel - - Sim

10548 Possivel - - -

10638 Possivel - - Sim

11048 Certeza - - -

11192 Possivel - - Sim

11359 Provavel - - Sim

11676 Provavel - - Sim

11710 Provavel - - Sim

11786 Provavel - - Sim

11794 Provavel - - Sim

11967 Provavel - - Sim

12334 Possivel - - Sim

12396 Provéavel - - Sim

12419 Possivel - - -

Continua...
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Literatura
associada com
alteracao
lipidica e/ou
suas
consequéncias

12543 Possivel - - Sim

Diagnéstico Diagnéstico molecular
Critério clinico* molecular de  de outras dislipidemias
HF primarias

NuUmero do
paciente

12730 Provavel - - Sim

12873 Provavel - - -

13105 Provavel - - Sim

13367 Possivel - - Sim

13409 Provavel - - -

13512 Provavel - - -

13549 Provavel - - -

13968 Provéavel - - Sim

14031 Possivel - - -

14551 Possivel - - R

15019 Provéavel - - -

Legenda: HF — Hipercolesterolemia Familial; LDLR - receptor de lipoproteina de baixa densidade; APOB -
apolipoproteina B; PCSK9 - Gene que codifica a proteina convertase subtilisina/kexina tipo 9.

* Baseado nos critérios demonstrados na tabela 1.
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6. DISCUSSAO

A revolugdo cientifica na area das ciéncias bioldgicas e médicas foi desencadeada
quando se iniciou o projeto de sequenciamento do genoma humano: a concepgao, Seu curso, e
as centenas de publicacOes derivadas. Resultou também no desenvolvimento tecnoldgico
associado ao projeto de forma vertical, para suprir as necessidades geradas pela demanda
cientifica. Os métodos de sequenciamento e a analise dos dados foram indiscutivelmente as
areas que tiveram o avan¢o mais significativo, gerando uma inovacdo que descrevemos hoje
como a ciéncia da bioinformatica.

A andlise dos dados gerados pelas NGS, que produzem grande quantidade de dados,
ainda hoje, é uma limitacdo pela riqueza de conhecimento cientifico gerado e que necessitam
de muitas ferramentas computacionais para sua interpretacdo. Consequentemente as varias
areas de conhecimento como as engenharias de computacdo, elétrica e eletrdnica; a biologia, a
fisica, a matemética e a robdtica que trouxeram beneficios incalculaveis a genética; a
medicina, e a area das ciéncias farmacéuticas vem trabalhando em um esfor¢o conjunto para
otimizar a utilizacdo desses dados, aplicando-os tanto para o diagndstico quanto para o
desenvolvimento de novos farmacos (biofarmacos) e o estabelecimento de novas areas como
a farmacogendmica, farmacoepigendmica, entre outras.

Assim observa-se que a genética sofreu transformacdes gigantescas, aprimorando as
descricdes das diversas doencas, até entdo pouco conhecidas. Atualmente o sequenciamento
genémico tornou-se comum para diagnostico de doencas genéticas. Sem exagero, poucas
doencas monogénicas ficaram sem diagndstico. No entanto, devido a complexidade dos
mecanismos fisiopatoldgicos das doengas poligénicas, estas ainda necessitam de mais estudos
completos e integrados de varias areas de conhecimento para alcancar a sensibilidade e
reprodutibilidade necesséria para a utilizacdo clinica definitiva.

A hipercolesterolemia familial é uma doenca com alta frequéncia, cosmopolita,
considerada como doenga monogénica, relacionado com 3 principais genes (LDLR, PCSK9 e
APOB) (NAJAM; RAY, 2015; SANTOS; MARANHAO, 2014). Fenotipicamente €
caracterizada pelo aumento do CT, principalmente representado pelo da LDL-c (SANTOS et
al.,, 2012). Na pratica didria raramente se solicita o perfil genético para o diagnostico

definitivo, como preconizado pela diretriz brasileira de dislipidemia e aterosclerose e outros
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consensos (FALUDI et al., 2017). Sem ddvida, isso nos leva a crer que o diagndstico
realizado desta doenca ndo esta cumprindo as normas estabelecidas, gerando dados
epidemioldgicos questionaveis, em termo de diagnostico definitivo.

Baseado neste conhecimento prévio ousou-se neste estudo avaliar através de amostras
de 3 centros de pesquisa, o perfil de variantes no éxon de 61 genes envolvidos no metabolismo
direto ou indireto do colesterol, com a finalidade de estabelecer o diagnostico definitivo da
HF, acrescentando-0 em um servico publico e buscando estabelecer um perfil sistematizado
para aplicacdo nacional.

No presente estudo foram incluidos 141 pacientes com diagnostico fenotipico de HF
obtendo-se, apds analise dos dados, um total de 472 variantes distribuidas em 56 genes (figura
3). Apesar da boa cobertura obtida nas regifes sequenciadas, em cinco dos genes presentes no
painel ndo foram identificadas variantes. Os genes APOA1l, APOA2, LIPC, RBP4 e TIMP1
apesar de possuirem relacbes com as vias metabolicas do colesterol, ndo se mostraram
efetivos para a analise de pacientes com HF (BALLESTER et al., 2016; CODONER-
FRANCH et al., 2016; FENG et al., 2016; MA et al., 2016b; PLENGPANICH et al., 2013;
SHAJARIAN et al., 2015; TODUR; ASHAVAID, 2013; WANG et al., 2017). Sendo assim
para o diagndstico genético de HF e outras hipercolesterolemias estes genes nao auxiliaram no
diagnédstico da a amostragem avaliada, no entanto para os casos de hipertrigliceridemia e
reducdo da HDL, eles sdo de grande valia.

Com o painel proposto, 21,2% dos pacientes tiveram seu diagnostico molecular
confirmado com variantes ja descritas para HF pela literatura. Este resultado, ainda que de
uma amostra pequena, indica estar entre os valores estimados de 20 — 60% de individuos HF
com variante causal para os 3 principais genes (CIVEIRA et al., 2008; CLARKE et al., 2013;
FUTEMA et al., 2014). Entretanto é inferior ao de popula¢es em que nenhum efeito fundador
ocorreu como no Reino Unido, onde uma mutagéo pode ser identificada em cerca de 40% dos
casos (STEIN; RAAL, 2013).

Um outro estudo brasileiro realizado com amostras do programa Hipercol Brasil,
identificou uma variante causal em 50,4% dos casos indices incluidos, valor este superior ao
identificado neste trabalho (JANNES et al., 2015). No entanto deve-se considerar as
diferencas do critério de inclusdo de cada estudo. Este trabalho utilizou o critério MEDPED

para inclusdo dos pacientes, 0 mesmo considera um valor minimo de LDL-c para pontuagéo
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de 155mg/dl, associado a outras caracteristicas para o diagnostico. Enquanto o outro estudo
incluiu casos com LDL-c maior do que 210mg/dL, sem a utilizagdo do critério MEDPED, o
que pode interferir no perfil dos pacientes selecionados e contribuir para a diferenca de
diagnostico obtida.

Entre os pacientes com variante causal identificada, 40,0% j& eram considerados com
diagndstico definido apenas pelo seu fendtipo e estes representam 37,5% dos individuos com
diagnostico considerado como definido pelo critério MEDPED incluidos neste estudo (tabela
13). Estes valores sdo condizentes com o observado em outro estudo onde 35% dos pacientes
com diagnostico definido pelo fendtipo tiveram confirmagdo molecular (HOOPER et al.,
2018).

Entre as variantes associadas com HF, 6 ja haviam sido previamente identificadas na
populacdo brasileira, sendo elas as identificadas no gene LDLR: rs121908031 (c.2043C>A,;
p.Cys681Ter), rs879254797 (c.1118G>A; p.Gly373Asp), rs753707206 (c.1801G>C;
p.Asp601His), rs121908039 (c.551G>A; p.Cysl184Tyr), rs137929307 (c.1775G>A,;
p.Gly592Glu) e rs28942078 (c.1285G>A; p.Val429Met) (JANNES et al., 2015; SALAZAR et
al., 2002; SANTOS et al., 2014). Enquanto que das demais variantes ndo foram encontradas
publicacdes nesta populacdo sendo portanto consideradas inéditas. Cinco destas variantes
estavam presentes em mais de um paciente do estudo, mostrando sua importancia nesta
populacgéo (tabela 7).

Um aspecto importante a se considerar neste sentido é que mutac6es ja identificadas
nos genes LDLR, APOB e PCSK9 relacionadas a HF tém distribuicdo e frequéncias diferentes
entre as populacfes (BRAUTBAR et al., 2015; LIYANAGE et al., 2011). Isso é perceptivel
neste estudo de uma populacdo altamente miscigenada, que é a brasileira, e que em uma
amostra de 141 pacientes, apenas 30 obtiveram diagndstico genético confirmado e esta
confirmagcéo se deu por 25 diferentes variantes (tabela 7).

Esses dados também mostram os beneficios desta técnica de sequenciamento para o
diagnostico molecular da HF, pois o NGS pode rastrear os exons de diversos genes
simultaneamente de forma rapida, sensivel e eficaz, possibilitando a identificacdo de diversas
variantes em um sO procedimento. Assim, torna-se mais acessiveis 0s testes genéticos a
populacdo que necessita do diagnostico confirmatorio (CARVALHO; SILVA, 2010;
FUTEMA et al., 2012; RADOVICA-SPALVINA et al., 2015; REHM et al., 2013).
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A confirmagdo do diagnostico de alguns dos pacientes com critérios clinicos de
provavel e possivel HF pode indicar um fenotipo de manifestacdo leve associado a algumas
variantes ou estar relacionada a uma limitacdo do diagnostico clinico, que se baseia também
no historico familiar fornecido pelo paciente. Essas informagdes muitas vezes nao sdo precisas
por falta de conhecimento do paciente, como também, podem ser afetadas pela penetréncia da
variante causal (KHERA et al., 2016; NEAL; KNOWLES; WILEMON, 2014).

Em sete pacientes sem diagnostico molecular confirmado e quatro com diagndstico
molecular confirmado de HF, foram identificadas variantes préviamente descritas com outras
dislipidemias priméarias. Cinco destes possuiam as variantes rs12713681 (c.6895G>C;
p.Asp2299His) e rs12714225 (¢.1223T>C; p.lle408Thr), no gene APOB, associadas com
hipobetalipoproteinemia e apobetalipoproteinemia (tabela 8), essas dislipidemias primarias
possuem como principais caracteristica menores ou indetectaveis valores de LDL-c e apoB-
100 (WANG; MCINTYRE; HEGELE, 2018; ZEISSIG et al., 2010). Os perfil de pacientes do
presente estudo ndo apresentam tais caracteristicas. No entanto, entre 0s cinco pacientes
portadores dessas variantes, trés (pacientes 17, 113 e 131) possuiam também variantes
relacionadas a HF (tabela 7) e um (paciente 16) possuia a variante rs1801701 ¢.10913G>A,;
p.Arg3638GIn no gene APOB previamente associadas com aumento de LDL-c (tabela 9)
(CALANDRA et al., 2011).

Estes achados podem indicar um possivel efeito epistatico, que é quando o efeito de
uma variante genética particular é alterado por uma variante em outro locus. Existem trés
diferentes tipos de epistasia: i. quando duas ou mais variantes interagem criando um novo
fendtipo; ii. quando uma ou mais variantes mascaram o efeito de outra; iii. quando uma ou
mais variantes modificam o efeito da outra (BATESON, 1909; MIKO, 2008). Neste caso
pode estar ocorrendo um efeito epstatico do tipo ii ou iii, fazendo com que ndo occorra a
expressao do fenotipo de hipobetalipoproteinemia e apobetalipoproteinemia.

O que mostra outra vantagem de se realizar testes genéticos mais amplos com um
desenho experimental direcionado para a doenca. Um estudo mostrou que 0s painéis genéticos
utilizando NGS mostram-se mais custo-efetivo para os centros que realizam diagndstico
genético, permitindo a identificagdo de diversas variantes simultaneamente sem o acumulo de
dados gerados pelos sequenciamentos de genoma completo (AHN; OGILVIE, 2016). Apenas
0 paciente 12685 ndo possuia outra que possa explicar a ndo expressao deste fendtipo.
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A variante APOB rs12714225 (¢.1223T>C; p.l1e408Thr) também possuiu associa¢do
significativa com baixas concentracGes de TG neste estudo (quadro 6 anexo H). Apesar deste
achado ndo estar diretamente associado com a hipobetalipoproteinemia e
apobetalipoproteinemia, eles podem ter alguma relacdo, devido a diminuicdo de proteinas
transportadoras de lipideos identificada nesta doenga.

Outra dislipidemia primaria identificada foi a hiperlipidemia familial combinada, esta
¢ caracterizada principalmente pelo aumento do CT e dos TG, devido a um acumulo de
quilomicrons e VLDL remanescentes, isso pode resultar na aparicdo de xantomas, DAC e/ou
doenca vascular periférica prematuras (OMIM #617347) (LOHSE et al., 1992; RALL et al.,
1983). Os pacientes 21 e 65 que apresentaram as variantes no gene da APOE rs769455
(c.487C>T; p.Argl63Cys) e rs121918396 (c.683G>A; p.Trp228Ter) (tabela 8) associadas
com esse fendtipo possuem caracteristicas que se enquadram, pois as caracteristicas
fenotipicas sdo semelhantes a da HF, e estes possuem em associacdo elevacdo de TG
(150mg/dL em e 298md/dL respectivamente) e a paciente 61 possui também VLDL elevado
(60mg/dL).

Quatro pacientes apresentaram a variante rs1801177 (c.106G>A; p.Asp36Asn) no
gene da LPL, um deles (paciente 24) em associagdo com uma variante previamente associada
com HF (tabelas 7 e 8). Essa variante também foi associada com a hiperlipidemia familial
combinada. Em 2016, um GWAS em pacientes com este fenétipo identificou a variante
rs1801177 como preditor de risco para 0 aumento das concentracfes de LDL-c e TG, tendo
uma frequéncia mais elevada na coorte de estudo do que na populacdo em geral (RIPATTI et
al., 2016).

Corroborando com esses dados, nossos achados mostram um amento de LDL-c nesses
pacientes (fendtipo de HF) no entanto a elevacdo de TG foi observada apenas no paciente 124
(200mg/dL). Dois dos individuos com fenodtipo sem elevacdo das concentracdes de TG
(pacientes 24, TG = 97mg/dL, e 33, TG = 126mg/dL), possui em associacdo a presenca da
variante rs1801701 (c.10913G>A, p.Arg3638GIn) no gene APOB, que pode justificar a ndo
expressao deste fenotipo (tabela 9), ja que esta mostrou em outros estudos um papel protetor
em relacdo as concentracdes de TG e uma associa¢cdo com o aumento das concentracdes de

LDL-c, corroborando com o perfil identificado nestes pacientes (AL-BUSTAN et al., 2014;
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CALANDRA et al., 2011). O paciente 13742 ndo possui nenhuma variante, com literatura
disponivel, que possa justificar a ndo expressdo deste fenotipo.

Ainda sobre essa variante observa-se uma associacdo com 0 aumento do risco
cardiovascular, esse fato esta muito provavelmente relacionado com a elevacao plasmatica dos
lipideos (CORSETTI et al., 2011; WITTRUP et al., 1999).

A LPL é classicamente conhecida por sua acdo no metabolismo das lipoproteinas ricas
em TG. As variantes que determinam alteracdo na estrutura proteica interferindo no sitio ativo
desta enzima podem causar uma aumento de sua atividade. Esse mecanismo pode justificar o
aumento do LDL-c devido a maior formagdo de IDL, acumulando as no plasma, e
consequentemente levando a formacdo das LDL menores e mais densas. Essas particulas de
LDL tem menor afinidade com o LDLR causando aumento do LDL-c (LARSON et al., 1999).

Outro mecanismo proposto € a captacdo de LDL mediada pela LPL, mostrada in vivo e
in vitro em células endoteliais. E provavel que este mecanismo ocorra pelo fato da LPL ligada
aos proteoglicanos com heparam-sulfato concentrar o LDL na vizinhanca do LDLR, fazendo
com gue 0 mesmo realize uma maior captacdo das particulas de LDL (LOEFFLER et al.,
2007). Partindo desses pressupostos variantes neste gene podem alterar ligacdo com heparam-
sulfato diminuindo a concentragdo de LDL ao redor do LDLR e consequentemente
aumentando as concentragdes de LDL-c, como € o caso dos pacientes analisados.

Outras 20 variantes identificadas estdo associadas com caracteristicas clinicas
presentes no fenotipo da HF, no entanto, ainda sem estudos em pacientes com esta doenca
(tabela 9).

As variantes APOA5 rs2075291 (c.553G>A; p.Gly185Ser), rs3135506 (¢.56C>G;
p.Serl9Trp) e rs34282181 (c.111C>A; p.Asp37Glu); APOC1 rs12721054 (c.-100A>G); LPL
rs268 (c.953A>G; p.Asn318Ser) e rs5934 (c.1279G>A; p.Ala427Thr) foram previamente
associadas com aumento de TG (tabela 9) (ELBERS et al.,, 2012; PIRIM et al., 2015;
RABACCHI et al., 2015; VAN LEEUWEN et al., 2016; XIAO et al., 2017). Mas apenas a
variante  APOA5 rs3135506 (c.56C>G; p.Serl9Trp) também foi associada com altas
concentragcdes de TG nas andlises estatisticas deste estudo (quadro 6 anexo H).

Apesar dessa caracteristica ndo ser predominante nos pacientes do estudo ela pode
estar diretamente associada a um aumento de LDL-c j& que os TG sdo principalmente

transportados pelos quilomicrons e VLDL, que por sua vez na circulacdo sofrem hidroélises
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resultando na formacdo de LDL (FALUDI et al., 2017). A presenca destas variantes que
levam a um aumento de TG, em associacdo com outras variantes, podem estar acelerando o
processo de hidrdlise. Isso levaria a uma maior formacao de particulas de LDL circulante,
resultando no fenotipo de HF. Esta hipdtese de associacdo de variantes deve ser mais bem
avaliada caso a caso.

Um bom exemplo dessa associa¢do de variantes pode ser encontrada no paciente 17
que possui a variante rs3135506 (c.56C>G; p.Ser19Trp) no gene APOAS e a variante rs5934
(c.1279G>A; p.Ala427Thr) no gene LPL (tabela 9). Apesar da variante em APOAS indicar um
aumento de TG, esse paciente ndo possui TG elevado (90mg/dL), logo o aumento de TG
caracterizado pela variante em APOA5 pode estar sendo mascarado por uma maior atividade
da LPL causada pela presenca da variante rs5934 (c.1279G>A,; p.Ala427Thr) aumentando a
hidrolise de VLDL e levando a uma maior formacdo de LDL. Corroborando com esta
hip6tese, um estudo mostrou que a presenca dessa variante no gene LPL esta associada a uma
atividade enzimatica maior que 100% desta proteina (SURENDRAN et al., 2012).

A variante APOAS5 rs2075291 (c.553G>A,; p.Gly185Ser), identificada no paciente 140,
também mostrou associacdo prévia com maior suscetibilidade a DAC, bem como com
menores concentragdes de HDL-c e aumento das concentragdes de LDL-c (tabela 9) (KIM et
al., 2017, 2018; YOU et al., 2018).

O gene da APOAS5 codifica uma apolipoproteina associada as particulas de HDL e
VLDL e por isso alteracdes neste gene podem levar a uma alteracdo nas concentracfes dessas
particulas (O'BRIEN et al., 2005). Apesar do mecanismos pelo qual a variante rs2075291
(c.553G>A,; p.Gly185Ser) leva a essas alteracdes permanecer incerto, a paciente identificada
neste estudo possui concentracBes baixas de HDL-c (28mg/dL). A associagdo com LDL-c é
controversa entre os estudos, no entanto, como previamente discutido 0s mecanismos
relacionados a este aumento sdo plausiveis (QIAN et al., 2018; YOU et al., 2018).

Outras variantes também mostraram associacdo na literatura com menores
concentragfes de HDL-c e suscetibilidade a DAC, sendo elas a PCSK9 rs17111557 (c.-
614C>T); CETP rs1800777 (c.1403G>A,; p.Arg468GIn) e rs5880 (c.1168G>C; p.Ala390Pro);
ABCAl1l rs9282541 (c.688C>T; p.Arg230Cys); CYP2C9 rs1057910 (c.1075A>C;
p.lle359Leu); LPL rs268 (c.953A>G; p.Asn318Ser) e rs3289 (¢.*371T>C); e mieloperoxidase
(MPO) rs2759 (c.2149A>G; p.lle717Val) (tabela 9) (ACUNA-ALONZO et al., 2010; DE
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LUIS et al., 2018; HASCHKE-BECHER et al., 2010; HEIDARI-BENI et al., 2015; PIRIM et
al., 2015; SCHARNAGL et al., 2014; SMITH et al., 2010; ZAMBRANO et al., 2015).

Dos 24 pacientes que apresentaram variantes associadas a menores concentragdes de
HDL-c (tabela 9), apenas os pacientes 3, 23, 44, 63, 96 e 140 apresentaram o fenotipo, com
concentragdes de HDL-c de 35 mg/dL, 32 mg/dL, 39 mg/dL, 32 mg/dL, 35 mg/dL e 28 mg/dL
respectivamente.

Menores concentragdes de HDL-c e maior suscetibilidade DAC estdo diretamente
relacionadas, e podem indicar um maior risco aos pacientes HF, pois estes ja possuem um
alto riso de desenvolver DAC precoce. Sendo assim a identificagcdo destas variantes pode
auxiliar na indicacdo adequada da periodicidade do acompanhamento clinico e um tratamento
mais direcionado a estes pacientes.

A variante rs2759 (c.2149A>G; p.lle7l7Vval) no gene MPO mostrou-se
estatisticamente associada neste estudo com concentragdes mais elevadas LDL-c e a presenca
de angina (figura 4, quadro 6 e 7 anexo H), o que é condizente com a previa associacdo
identificada na literatura com maior suscetibilidade a DAC (SCHARNAGL et al., 2014). Esta
variante pode ter um papel importante na HF e deve ser mais estudada nestes pacientes.

A variante rs2214102 (c.-1A>G) no gene ABCBL1 foi previamente associada com
concentracgdes elevadas de CT, apoB-100 e LDL-c (tabela 9) (JEANNESSON et al., 2009). Os
valores de CT sdo resultantes da soma dos valores de LDL-c, HDL-c e TG dividido por 5
(FRIEDEWALD et al., 1972), sendo assim a associa¢cdo com maiores concentracdes de CT
pode ser uma consequéncia da elevacdo do LDL-c, que tem como Unica apolipoproteina a
apoB-100.

O gene ABCBI, além de estar relacionado com o transporte de glicolipideos, esta
envolvido com o efluxo de alguns farmacos, como a sinvastatina e a atorvastatina, e
alteracbes neste gene ja foram previamente associadas com alteracbes na resposta ao
tratamento destes farmacos (HOCHMAN et al., 2004; JIANG et al., 2017). Assim 0 aumento
do CT por consequéncia de um aumento de LDL-c nos pacientes com essa variante pode
indicar uma baixa resposta ao tratamento, o que agrava o progndstico de pacientes com HF, o

que seria 0 caso de 9 pacientes deste estudo (tabela 9).
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Outra variante previamente associada com aumento das concentracdes de apoB-100 e
CT foi a APOA4 rs5110 (c.1140G>T; p.GIn380His) (tabela 9). A priori esta associacao €

inexplicavel ja que a APOA4 ndo é um componente estrutural das lipoproteinas que contém a
apoB-100, no entanto um mecanismo indireto relacionado com a hidrolise de VLDL pode
explicar este resultado (LOHSE et al., 1990; VON ECKARDSTEIN et al., 1992).

A variante APOB rs1801701 (c.10913G>A; p.Arg3638GIn) foi previamente associada
com aumento das concentracdes de LDL-c e pode ter papel importante no diagndéstico de HF,

no entanto esta associacdo ainda ndo foi totalmente esclarecida (CALANDRA et al., 2011).

Neste estudo esta foi a variante mais frequente, identificada em 31 pacientes (21,98%), sendo
esta frequéncia significativamente mais elevada do que na populacdo geral, inclusive a
identificada na populagéo brasileira que foi em torno 9,00% (tabela 9 e 10).

No gene MTTP foi identificado a variante rs17029215 (c.1151A>C; p.Asp384Ala)
previamente associada ao aumento das concentracGes de apoAl e maior gravidade da DAC
(tabela 9) (CHEN et al., 2009). Os mecanismos pelo qual ocorre essa associa¢do nao sdo
claros. No entanto o papel da MTTP na biossintese da apoB-100 pode ter relacdo com
alteracdes nas concentraces de LDL-c e consequente agravo da DAC (HUSSAIN et al.,
2012). Neste estudo nenhum paciente mostrou valores elevados de apoAl e os dados de
gravidade da DAC ndo foram avaliados.

A variante no gene da APOB rs1042023 (¢.10294C>G; p.GIn3432Glu) foi identificada
em 3 pacientes deste estudo e previamente havia sido associada com hiperlipidemia (tabela 9),
no entanto foi classificada como de baixo interesse para a HF devido a falta de co-segregacao
familiar (GAFFNEY et al., 1998; MAURER et al., 2016).

A variante no gene MTHFR rs2274976 (c.1781G>A,; p.Arg594GlIn) foi identificada em
4 pacientes e mostrou associacdo em estudos prévios com maior suscetibilidade a AVCI
(tabela 9) (ZHOU et al., 2014). Essa associagdo pode estar relacionada com o aumento das
concentragfes de homocisteina que por sua vez foi considerada como preditor independente
de AVCI (HOMOCYSTEINE STUDIES COLLABORATION, 2002). Neste estudo os
pacientes que apresentaram essa variante nenhum possuia historico de AVCI e nao foi dosado

a concentracao de homocisteina.
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Por fim, outras 12 variantes foram associadas estatisticamente com concentra¢es mais
elevadas de LDL-c neste estudo, no entanto sem estudos prévio relacionados. As variantes
APOB rs12713675 ¢.7367C>A e rs12720855 ¢.9880T>C, apesar de ndo terem literatura
associada, possuem caracteristica danosa para a proteina em mais de 4 ferramentas de
predicdo in silico (tabela 11). Esses dados podem indicar uma contribuicdo importante do
nosso estudo, considerando que esses pacientes possuem concentragdes de LDL-c mais
elevadas e/ou respondem menos ao tratamento, em relacdo aos outros individuos com o
mesmo fendtipo.

Das variantes estatisticamente associadas com aumento das concentracdo CT e com as
caracteristicas fenotipicas da HF (arco cérneo, xantelasmas e xantomas) nenhuma estava
previamente associada na literatura. (figura 9, 10, 11 e 12), o que pode indicar mais uma
importante contribuicdo deste estudo.

Os resultados apresentados indicam a importancia da realizagdo da caracterizagao
genotipica que permitem a associagdo de variantes com o fendtipo, melhor caracterizando a
doenca (VANDROVCOVA et al., 2013). Permitindo assim um diagndstico diferencial e um
tratamento direcionado.

Além disso, como diversos pacientes apresentaram mais de uma variante
simultaneamente, deve-se também considerar a possibilidade de algumas dessas variantes
estarem agindo em conjunto para levar ao fen6tipo de HF, o que seria condizente com 0s
relatos de hipercolesterolemia poligénica. No entanto, apesar deste conceito ser valido, ainda
ndo se possui critérios suficientes para se precisar a hipercolesterolemia poligénica. Diversos
escores de risco vem sendo elaborados, mas a sua funcionalidade é dependente da populagéo
em que é aplicado (FUTEMA et al., 2015; HOOPER et al., 2018; NIKKOLA et al., 2017,
TALMUD et al., 2013; WANG et al., 2016).

Considerando os dados obtidos das variantes associadas com outras dislipidemias
primarias e com caracteristicas clinicas relacionadas as dislipidemias, o percentual diagnostico
pode ser claramente aumentado, atingindo o numero de 75,2%. O que mostra a importancia
deste estudo, que incluiu outros genes relacionados com a via metabdlica do colesterol,
contribuindo para o melhor esclarecimento da HF. Este estudo pode servir de modelo para

escolha de novos painéis para testes genéticos em diversas doencas metabolicas poligénicas,
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que podem ser utilizados na rotina clinica a fim de auxiliar para um diagndstico e uma
terapéutica mais assertiva para os pacientes, garantindo a medicina personalizada.

Outro dado analisado foi a comparacéo da frequéncia das variantes presentes em mais
de 5% dos pacientes do estudo com as frequéncias encontradas nos 3 principais projetos de
sequenciamento mundial (ESP, EXAC e 1000 genomas) e encontrou-se a maioria das
variantes com frequéncia significativamente maior que a de pelo menos um dos respectivos
estudos. Quando comparadas com o0s bancos de dados nacionais disponiveis (BipMed e
AbraOn) o numero de variantes com diferenca significativa diminui e uma delas , a variante
ABCB1rs2214102 (c.-1A>G), tem uma frequéncia significativamente maior que a identificada
neste estudo (tabela 10).

Essa diferenca, principalmente com os bancos de dados internacionais, pode ser
influéncia de quatro importantes fatores: i. a caracteristica especifica dos critérios de inclusao
do estudo, o que indica uma possivel associacao dessas variantes com a doenca; ii. a diferenca
do nimero amostral do nosso estudo para os demais; iii. a metodologia utilizada; iv. a
heterogeneidade de nossa populacdo, devido ao conhecimento prévio de que as variantes sdo
mais ou menos frequentes em determinadas populacfes (CAO et al., 2018; LIYANAGE et al.,
2011).

As variantes sem caracteristicas descritas na literatura, com frequéncia menor que 5%
na populagédo geral, foram avaliadas por 6 diferentes ferramentas de predicéo in silico e 22
delas mostraram ter caracteristicas deletérias para a proteina em pelo menos 4 das ferramentas
utilizadas (tabela 11), o que de acordo com os critérios elaborados pelo ACMG indica uma
evidencia de suporte para a associacdo desta variante com a patogenicidade da doenca, iSso
porque varios algoritmos de evidéncias computacionais diferentes suportam um efeito
deletério no gene ou produto génico (RICHARDS et al., 2015).

Essas ferramentas ajudam a selecionar as variantes que possuem maior probabilidade
de serem associadas a doenca, pois indicam se a troca de aminoacido ocorrida tem chance de
alterar a estrutura da proteina ou encontra-se em algum sitio de ligacdo. Elas ndo podem ser
utilizadas como evidéncias definitivas, mas sdo um pequeno componente de suporte para
classificar a patogenicidade destas variantes (HOOPER et al., 2018). Além disso, a maioria

dessas variantes também se encontrava em regides evolutivamente conservadas ou muito
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conservadas, 0 que implica que a alternancia de aminoacidos nesta posi¢cdo é susceptivel a
danificar a fungdo da proteina (MA et al., 2016a).

Quase metade das variantes identificadas estava em regides ndo traduzidas e
regulatérias, sendo a maioria delas identificadas nos genes do ADD1, ADIPOQ, AGT, CLMN,
EGFR, F7, GHR, KIF6, LDLR, LPL, PCSK9 e PPP1R17 (quadro 5 anexo G). Alguns estudos
ja relacionaram as variantes nessas regides e o fendtipo de HF, a maioria deles no LDLR e
PCSK9 (DE CASTRO-OROS et al., 2011, 2014, 2016; FAIROOZY et al., 2016; KHAMIS et
al., 2015).

Das 15 variantes identificadas na regido ndo traduzida do gene LDLR, apenas a
rs875989887 (c.-140C>A) j& havia sido previamente associada a HF (tabela 7) (DE
CASTRO-OROS et al., 2011). No caso do gene da APOB foram identificadas 4 variantes em
regibes ndo traduzidas, e apenas a rs1800480 c.-115C>G ja havia sido identificada em
pacientes com HF (tabela 7) (HUIJGEN et al., 2012). No gene da PCSK9 foram identificadas
10 variantes nestas regides, nenhuma delas com associacdo prévia a HF, e apenas a
rs17111557 (c.-614C>T) possuia algum relato na literatura associando-a com diminui¢do do
HDL-c (tabela 9) (ZAMBRANO et al., 2015).

Nos demais genes, as Unicas com descricdo prévia na literatura com relacdo as
dislipidemias e/ou DCV foram: a ABCB1 rs2214102 c.-1A>G (tabela 9) associada com
maiores concentracfes de CT, LDL-c e apoB-100 em mulheres (JEANNESSON et al., 2009);
AGT rs11568020 c¢.-190G>A (quadro 5 anexo G) associada com hipertensdo arterial sistémica
(HAS) em pacientes indianos e chineses (LI et al., 2015; PURKAIT et al., 2017); APOC1
rs12721054 c¢.-100A>G (tabela 9) associada a sindrome metabolica (SM) e maiores
concentracdes de TG (BROWN; WALKER, 2016; CARTY et al., 2014; ELBERS et al.,
2012); e a LPL rs3289 ¢.*371T>C (tabela 9) associada com suscetibilidade a DAC (SMITH
et al., 2010). Esta ultima associa¢do confirmada neste estudo.

Esses dados mostram que o estudo das variantes em regides regulatorias, apesar de
novo, € de fundamental importancia e pode ajudar a preencher algumas lacunas ainda nao
esclarecidas das doengas genéticas.

Outra importante contribuicdo deste estudo foi a identificagdo de 45 novas variantes,
sendo 2 delas no gene da APOB, 2 no LDLR e 1 no PCSK9, estas variantes juntamente com as

variantes que ainda ndo possuem literatura associada e as analises deste estudo in silico
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indicam-nas com possiveis associacao fisiopatologicas patogénica podem aumentar o nimero
de novas variantes associadas com HF.

Com as variantes presentes no gene da APOB do tipo missense, ndo descritas ou
descritas, mas sem relatos na literatura, foi realizada uma andlise por docking molecular. O
docking molecular realiza a busca conformacional através do posicionamento de duas
estruturas individuais mediante a diversas simulacBes possiveis de ligacdo de uma estrutura
relacionada com a outra, até convergir para uma solucdo de energia minima. Durante estas
simulacdes, observou-se pequenas modificacdes na translacdo do centro de gravidade,
orientacdo, e rotacdo ao redor de cada um dos angulos internos flexiveis, resultando em uma
nova configuracdo, onde a energia despendida no processo € avaliada sendo comparada ao
valor obtido no passo anterior. Comparando esses dados, € possivel estabelecer se 0s
compostos possuem maior e ou menor afinidade a um determinado receptor. Dado o alto custo
e as dificuldades de métodos experimentais, o docking molecular, tem auxiliado no processo
de caracterizacdo de variantes identificadas, com um grau substancial de preciséo
(ALENCAR, 2010).

A troca de um aminoacido presente em uma interface, ou em um sitio de ligacdo, pode
afetar a ligacdo entre moléculas, podendo resultar no bloqueio de sitio ativo, ou no aumento/
diminuicdo de afinidade (ALENCAR, 2010). No presente estudo observou-se alteracdo
significativa da estrutura da apoB-100 para as variantes p.Ala984Thr, p.Prol45Ser e
p.Pro877Leu. No entanto apenas a p.Pro877Leu mostrou alterar a interacdo com o LDLR,
aumentando a afinidade dessas moléculas.

O aumento de afinidade observado nesta analise inicialmente ndo indicaria uma
relacdo com um fendtipo de HF, pois levaria a uma maior ligacao das particulas de LDL. Por
outro lado, podemos supor que esse aumento de afinidade leve a uma ndo dissociacédo
intracelular do LDLR com a LDL, levando a uma maior degradagdo do mesmo, o que
resultaria no aumento extracelular de LDL-c. Essas hipoteses deverdo ser mais bem avaliadas
por ensaios in vitro por projetos associados a este.

Apesar da evolucdo no entendimento da HF, a caracteriza¢do de um grande numero de
variantes, o aparecimento de novos agentes anti-hipolipemiantes e a publicacdo de iniUmeras
diretrizes e consensus, a HF permanece negligenciada comparada a outras doencas
(NORDESTGAARD et al., 2013).
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O papel do teste genético na HF ainda é muito discutido, alguns especialistas
recomendam que o teste seja realizado em pacientes com elevacdo de LDL-c e historico
familiar positivo para HF, enquanto outros mais ortodoxos ndo acreditam que ele seja
mandatdrio e que o diagndstico e tratamento devem ser realizados pelo grau de elevacdo do
LDL-c. Assim hoje, apesar de ser considerado padrdo ouro para o diagndstico e de se saber
que os seus resultados podem auxiliar a determinar terapias mais especificas, o teste genético
s0 é utilizado quando disponivel e acessivel (NORDESTGAARD et al.,, 2013; RADER;
KASTELEIN, 2014; SANTOS et al., 2016).

Neste estudo 106 pacientes apresentaram alguma variante que confirmou seu
diagndstico, realizou um diagndstico diferencial ou foi associada a alguma de suas
caracteristicas fenotipicas, permitindo assim sugerir mecanismos moleculares fisiopatoldgicos.
Portanto os testes genéticos podem eliminar as incertezas do diagndstico, estababelecendo o
aconselhamento genético para a familia afetada (DEFESCHE et al., 2017; IACOCCA;
HEGELE, 2017; STURM et al., 2018).

Assim, a identificacdo dessas variantes podem contribuir para a adequacédo da terapia,
melhorando o prognostico através da adequada estratificacdo de risco e reduzindo as doencas
cardiovasculares (IACOCCA; HEGELE, 2017; STURM et al., 2018; VAN DER GRAAF et
al., 2008). Todas essas informacdes trazem o potencial deste estudo em contribuir para o
desenvolvimento de um painel de teste genético que possa ser viabilizado para uso na rotina
clinica, inclusive no sistema Unico de satde (SUS).

Apesar dos resultados serem bastante promissoras deve-se levar em consideracao
algumas limitacGes: i. a ndo avaliacdo das variantes do tipo insercdo/ delecdo (INDELS),
duplicacdes e Copy Number Variants (CNV), todas estas em adicdo as variantes estudadas
neste trabalho iriam compor um teste molecular ideal para HF, bem como para a
hipercolesterolemia poligénica e outras dislipidemias primarias (IACOCCA; HEGELE, 2017);
ii. nem todos os pacientes incluidos possuiam registros adequados dos valores de LDL-c basal,
0 que pode interferir nos resultados das analises estatisticas ja que ndo se pode realizar uma
correcdo por este fator; iii. ndo foi possivel a realizacdo de um estudo em cascata dos
familiares incluidos por limitacdo de tempo.

O processo de utilizar o sequenciamento para o diagnostico ainda € considerado

complexo, pois as variantes identificadas como patogénicas ou ndo, necessitam de validagédo
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in vitro. No entanto o clinico pode estabelecer maior atencdo em relagdo a ocorréncia de
doenca cardiovascular (HOOPER et al., 2018; KHERA et al., 2016).

Por fim, um ponto importante a ser considerado quando tratamos de testes genéticos é
a educacdo e o treinamento dos profissionais da area da saude que irdo interpretar, realizar o
aconselhamento genético, e a conduta terapéutica. A comunicacdo ao paciente deve ser
realizada de forma bem clara, sem duvida, considerando os principios éticos, principalmente
nos casos em que as caracteristicas fenotipicas estdo ausentes ou sdo mais brandas, visando a
melhor aderéncia do paciente ao tratamento (CHAN et al., 2018; CIRINO et al., 2017).

Neste contexto os testes genéticos precisam de alguns requerimentos para serem
satisfatorios: efetividade da evidéncia cientifica, educacdo e treinamento do pessoal
envolvido, garantia de qualidade rigorosa e mecanismos para compensar 0s riscos do teste,
aplicacdo dos principios éticos, promocao da equidade e acesso universal (ANDERMANN et
al., 2008).



107

# CONCLUSOES



108

7. CONCLUSOES

E de fundamental importancia a caracterizagdo genotipica para o diagnostico correto
da hipercolesterolemia. O perfil de variantes exomicas identificadas nos 61 genes
selecionados mostra significante contribuicdo no diagndstico genético mesmo em uma

amostragem pequena de 141 pacientes.
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9. ANEXOS

A. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
Coordenadoria de Servicos de Saude
INSTITUTO DANTE PAZZANESE DE CARDIOLOGIA

Lrtvnm

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TiTULO DO ESTUDO: " ULTRASSEQUENCIAMENTO EXOMICO DOS PRINCIPAIS GENES RELACIONADOS
COM A HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIAR"

CENTRO: INSTITUTO DANTE PAZZANESE DE CARDIOLOGIA

INVESTIGADOR: JESSICA BASSANI BORGES

NUMERO DO PACIENTE:

INICIAIS DO PACIENTE:

OBJETIVO DESTE ESTUDO

Vocé esta sendo convidado para participar deste estudo que ira avaliar as alteragdes
genéticas que podem ser causadoras de dislipidemia primaria ou afetar o seu tratamento. As
informacdes obtidas deste estudo serdo importantes para melhorar o diagnastico, progndstico
e a prevencdo dos eventos cardiovasculares em pacientes com dislipidemias primarias

(gorduras no sangue alteradas de origem genética).

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Caso vocé concorde em participar deste estudo, vocé recebera o mesmo cuidado que
hoje & aplicado nesta instituicdo a todos os pacientes que passam no Departamento de
Dislipidemias. Sera necessario que vocé responda algumas perguntas sobre habitos de vida,
historico de doencas, uso de medicamenios e doencas existentes nas pessoas de sua familia.

A seguir serdo coletadas amosiras sanguineas (total de 20 ml) para os exames
laboratoriais e os testes genéticos. Pode ser necessario uma nova coleta de sangue para
testes adicionais, caso isto aconteca o senhor (a) sera convidado a uma nova visita onde
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serdo coletados mais 16ml de sangue. Se o (a) senhor (a) concordar, seu material sera

conservade e guardade no Laboratorio de Investigacde Moelecular de Cardiclogia (LIMC), por,
no maximo, 5 anos.

O(a) senhor{a) concorda que seu sangue seja armazenado?

Sim, eu concordo () M3o, eu ndo concorde ()
Mesmo que o(a) senhor(a) ndo concorde que parte do seu sangue seja armazenado, o(a)
senhor(a) podera participar do estudo.

Abaixo esta a lista de exames de analises clinicas que serao realizados:

a. Hemograma completo i. Insulina

b. Acido Urico j. Proteina C reativa ultra sensivel
c. Apo A k. TGO (AST), TGP (ALT)

d ApoB . CPK

e. Colesterol Total e fracGes m. TSH, T4

f. Triglicérides n. Uréia

g. Glicemia 0. Creatinina

h. Hemoglobina glicada

RISCOS E DESCONFORTOS

Os participantes deste estudo ndo terdo riscos além das intercorréncias inerente a
pun¢dc venosa periférica (coleta de amostra de sangue) como formacdo de hematomas,
flebite, breve dor, que sao raras e sem maiores complicacdes clinicas. Algumas pessoas tém
vertigens guando coletam sangue, mas os sintomas desaparecem guando a pessoa se deita.

BEMEFICIOS POTENCIAIS

Vocé nao recebera qualquer beneficio direto ou pagamento por sua participacdo, pois
se trata de um estudo desenhado para determinagdo dos processos fisiopatologicos visando
ao incremento do conhecimento sobre o tema.
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Caso seja de seu interesse, serdo disponibilizados os resultados dos exames

laboratoriais e dos testes genéticos no final da pesquisa.

ALTERNATIVAS A PARTICIPAGAQ

Caso vocé ndo queira paricipar deste estudo, e esteja sendo tratado na instituicio
voce continuara recebendo o tratamento ja utilizado de rotina.

CONFIDENCIALIDADE

Assinando o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido vocé esta aceitando
participar deste estudo e pemnitindo que todos os seus registros medicos sejam verificados
pela equipe de pesquisa em busca de dados para o estudo.

Sua identidade sera mantida em segredo quando os resultados do estudo forem
publicados, pois, vocé esta autorizando que os seus dados a serem publicades como artigos
em revistas, artigos e serem tema de debates e aulas. As informagdes coletadas durante o
estudo serdo armazenadas em um computador, mas seu nome ndo. A coleta e analise de
dados de estudos médicos s&o consideradas pessoais protegidas por leis nacionais e

internacionais. Seu medico sera informado de sua participacdo neste estudo.
NOVOS ACHADOS

Vocé sera informado sobre quaisquer novos achados importantes que se tornarem
disponiveis durante o estudo que possam influenciar seu desejo de continuar ou ndo a
participar do estudo.

PARTICIPAGAQ VOLUNTARIA E CONSENTIMENTOQ

Sua participagdo neste estudo € voluntaria. Vocé pode se recusar a participar ou

pode desistir, a qualquer momento durante o estudo, sem ter que dar explicagdes. Isso
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niao mudara a qualidade de atendimento que vocé estara recebendo muito menos em

qualquer tipo de penalidade.

Por qualguer motivo, independente do seu consentimento, os membros da equipe de
pesquisa poderdo encerrar sua participacdo no estudo, sendo explicado imediatamente a
vocé os motivos para tal acontecimento. Caso isso venha a acontecer seu tratamento
continuara sendo feito pelo seu médico.

SOLICITAGAO DE INFORMAGOES ADICIONAIS

O pesquisador Mario Hiroyuki Hirata, Jéssica Bassani Borges e/ou Thais Kristini
Almendros Afonso, tel. (011) 5085-6086 ou (011) 5085-6574 ira responder todas as duvidas
que vocé possa ter sobre sua participacdo neste estudo. Em caso de dlvidas ou
preccupacies quanto aos seus direitos como participante deste estudo, vocé pode entrar em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Dante Pazzanese de Cardiclogia no

telefone (011) 5085-6040. Uma copia deste termo sera entregue para vocé.

Li e compreendi este termo de consentimento e todas as minhas davidas foram
resolvidas. Recebi explicagGes sobre o objetivo da pesquisa, os procedimentos de estudo a
que serei submetido e os possiveis riscos, desconforios e beneficios que posso apresentar.
As alternativas & minha participacdo neste estudo também foram discutidas. Portanto,

concorde voluntariamente em fornecer meu consentimento para participar deste estudo

clinico.
h
Assinatura do Paciente Data Hora
h
Testemunha (se nece 554 rio) Data Hora
h
Assinatura do Investigador Data Hora
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B1. Parecer do Comité de Etica do IDPC

4
T84 7 INSTITUTO DANTE ) Plabaforma
® Y PAZZANESE DE CARDIOLOGIA asil

Imsnnwts ST b TRl

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Ultrassequenciamento exdmico dos principais genes relacionados com a
hipercolesterclemia familiar

Pesquisador: Jéssica Bassani Borges

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesguisa envolvendo Genética Humana gue néo necessita de analise
ética por parte da COMNEP;);

Versdao: 8
CAAE: 246158713.0.1001.5462
Instituigio Proponents: Instituto Dante Pazzaness de Cardislogia - SP

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio
CHPQ
FUNDACAD DE AMPARD A PESQUISA DO ESTADO DE SAQ PAULO

DADOS DO PARECER

MHumero do Parecer: 2.587.235

Apresentagio do Projeto:

N® DO PROTOCOLO DO CEP:4398/ 2013

A hipercolesterclemia familial (HF) & uma doenga autossdmica dominante com bases geneticas ainda nao
totalmente esclarecidas. O presente

estudo propde a andlise gendmica, epigendmica e farmacogendmica de portadores de HF monogénica e
poligénica. Serdo recrutados pacientes

com HF diagnosticada fenofipicamente, em seis centros de pesquisa de diferentes regides do Brasil. Os
métodos utilizados incluem: (i)

ulrassequenciamento dos principais genes relacionados & HF e outras dislipidemias primarias utilizando o
equipamento MiSeq (Illumina); (i) anilize

funcional de novas vanantes nos genes LOLR, APOB e PCSKS por citometria de fluxe, com estudo de
interagdo com receptores de LDL em

linfocitos primarios & com estudo de mutagénese dirigida utilizando CRISPR/Cas9 em células HepG2 e
HIWEC; (iii) perfil de expressao diferencial

de miRMAs circulantes em amostras de plasma por PCR array; (iv) perfil de metilago dos genes LDLR,
APOB e PCSKS em leucocitos por
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Baimo:  irapuera CEP: (4.012-000
UF: 5P Municipio: SACQ PAULOD
Telefone:  [11)5085-6040 Fax: (11)5035-6040 E-mail: cep@dantepazzanese.orgbr
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pirossequenciamento; (v) andlize farmacogendmica incluinde genes envolvidos no metabolismo e na
resposta a hipolipemiantes. As analises de

bioinformatica serdo realizadas utilizando-se os programas MiSeq Reporter e CLC Genomic Workbench.
Este estudo & pioneiro no pais e a sua

realizagio na populagio brasileira, altamente miscigenada, & inovadora e desafiadora. Os resultados deste
estudo vizam contribuir para o

conhecimento das bases moleculares da HF, fornecer elementos para direcionamento no diagnostico
genético e na terapia personalizada de

pacientes afetados, e possibilitar a criag8o de um banco nacional de dados gendmicos gue auxilis na
orientagfo da conduta diagnostica molecular

para pacientes com fenétipo HF e seus familiares. Contribuird para a formag&o de recurses humanos,
consolidacBo da pesquisa e integrago das

instituigdes envolvidas.

Objetivo da Pesquiza:

Ohietivo Primario:

|dentificar as causas genélicas das dislipidemias primarias dos pacientes diagnosticados fenotipicamente no
Instituto Dante Pazzanese de

Cardiologia.

Ohietivo Secundario:

* Sequenciar og exomas dos genes relacionados a dislipidemias de origem genética e verificar o peril das
novas varantes polimorficas em pacientes

com diagnostico de hipercolesterolemia familiar.

* |dentificar novas variantes nos genes relacionados com alterago do metabolismo do eolesterol.

* Avaliar as correlacdes entre as mutagdes e as alteragdes fenctipicas.

* Caracterizar a funcionalidade de variantes do gene LDLR in vitro pelo perfil de captacdo de LDL, em cultura
primaria de linfocitos oriundos de

portadores de HF;

* Caracterizar a funcicnalidade de variantes do gena APOB in vitre pelo perfil de captagBo de LDL oriunda de
portadores de HF, em células HepG2 &

HUVEC;

* Realizar a mutagénese de variantes dos genes LOLR e PCSKS, encontradas no sequenciamento, em
celulas HepG2 e HUVEC para avaliar sua

funcionalidads independents da presenga de oufras variantes.
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Baimro:  Ibirapuera CEP: [4.012-000
UF: 5P Municipioc  SAD PAULO
Telefone:  [11)5085-6040 Fax: (11)5035-80<0 E-mail: cep@danteparzanese.ongbr

Pigine 17 de. 0%

133



134

= +
17 & INSTITUTO DANTE ‘ Plataforma
i,,;,‘ PAZZANESE DE CARDIOLOGIA asil

Imamneta SRMTE Rk TAN W

Continuagio do Parecer: 2 287 235

+ Avaliar o perfil de expressao diferencial de miRMAs circulantes entre os diferentes padries fenotipicos de
HF encontrados em nossa populagio;

* Avaliar o perfil de metilagdo das ilhas CpG dos genes LOLR, APOB & PCSKY de portadores de HF com
diferentes padries fenotipicos;

* Avaliar a associatio de variantes em genes envolvidos no metabolisme e na resposta a medicamentos
hipolipemiant=s, em pacientes HF.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

O participantes deste estudo ndo se submeterdo a procedimentos adicionais, exceto a coleta de material
bioldgico para dosagem dos

biomarcadores, que em alguns servigos fazem parte da rofina do atendimento desses pacientes. Os riscos
fisicos referentes & coleta de amostra de

sangue para o estudo so; hematoma, flebite, breve dor. Algumas pessoas t8m vertigens quando coletam
sangue, mas o5 sintomas desaparscem

quando a pessoa se deita.

Beneficios:

(= participantes deste estudo ndo poderdo receber nenhum beneficio dirsto por fazer parte do Estudo. As
informagdes obtidas deste estudo serdo

importantes para melhorar o diagnéstico, prognostico e a prevengéo dos eventos cardiovasculares em
pacientes com dislipidemias primarias.

Comentarios & Consideragoes sobre a Pesquisa:

Sem resfrigdes do ponto de vista de ética em pesquisa

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

1_Inclusdo de 4 centros parficipantes;

usp

HC de porio alegre

LUHICAMP

Cruzeiro do sul educacional s.a

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagies:
Sem resfrigdes do ponto de vista de ética em pesquisa

Enderego:  Av. Dr. Dante Pazzanese N.* 500, Tome & andar

Baimro:  Ibirapusra CEP: 4.012-200
UF: 5P Municipio:  SAO PAULD
Telefone:  (11)5085-6040 Fax: (11)5085-6040 E-mail: cep@danteparzanese ong br
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INSTITUTO DANTE

PAZZANESE DE CARDIOLOGIA

Contnuagio do Fanrecer: 2 587,235

Consideragdes Finais a critério do CEP:
Diantz do exposto, O Comité de Efica em Pesquisa do Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia, de acordo

oo ™

com as atribuigdes definidas na Resolugdo CNS n® 466 de 2012, resclugdo 510036 e da Norma Operacicnal
n® 001 de 2013 do CNS, em reunido ordinaria de 27/03/2018 manifesta-se pela aprovatio da emenda.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor SituagSo
Outtros emenda_inclusaccentors. pdf 200372018 | Pedro Silvio Farsky Aceito
09:50:50
Informagdes Basicas| PE_INFORMACOES_BASICAS_ 107240 16/03/2018 Aceito
do Projeto 4 EE.pdf 14:268:04
Outtros Carta_Emenda.pdf 30/08/2016 | Jéssica Bassani Aceito
16:01:00 | Borges
Projeto Detalhado /| HF_CEP_ultima_versac. pdf 3000672016 | Jessica Bassani Aceito
Brochura 16:00:32 |Borges
Investigador
TCLE{ Termos de | HF_TCLEZ pdf 30/0BF2016 | Jessica Bassani Aceito
Assentimento / 15:59:44 |Borges
Jusiificativa de
Auséncia
Ceclaragao de Justificativa_ CEPIDPC _vinculo_Instituci | 1171272015 | Jéssica Bassani Aceito
Pesquisadores onal pdf 16:40:04 |Borgss
Folha de Rosto PLATAFORMA BRASIL - JESSICA pdf | 060372015 Aceito
11:01:08
Outros Troca de Pesquisador.pdf 081272014 Aceito
10:17:29
Outros Troca pesquisador.pdf 081272014 Aceito
10:17:28
Outros Carta de mudanga de pesquisador. pdf 1411172014 Aceito
12:20:49
Outros DECLARACOES CEF Thiago D C 121172013 Aceito
Hirata_pdf 14:32:38
Situagio do Parecer:
Aprovado
Mecessita Apreciacio da COMEP:
MNao
Enderego:  Av. Or. Dante Pazzanese N.° 500, Tore 6 andar
Baimro:  irapuera CEP: (4.012-000
UF: 5P Municipio:  SAD PAULO
Telefone:  [11)5085-6040 Fax: (11)5085-6040 E-mail: cep@@dantepazzanese.orgbr

Pigina (4 da 0
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Continuaglo do Parecer: 2 257 235

SAC PAULD, 09 de Abril de 2013

Assinado por:

Pedro Silvio Farsky
(Coordenador)

Enderego:  Av. Dr. Dante Pazzanese M." 500, Tome & andar

Baimro:  lbirapuera CEF: (4.012-900
UF: 5P Municipio:  SACQ PAULD
Telefone:  (11)5085-6040 Fax: (1130858040 E-mail: cep@danteparzansse ongbr
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B2. Parecer do Comité de Etica da FCF-USP

7 USP - FACULDADE DE
o - -
AOFE CIENCIAS FARMACEUTICAS '%"W"’m me
N DA UNIVERSIDADE DE SAO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Instituigio Coparticipante

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Ultrasseguenciamento exdmico dos principais genes relacionados com a
hipercolesterclemia familiar

Pesquisador: Jéssica Bassani Borges

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise

&tica por parte da CONEF;);
Versdo: 2
CAAE: 24518713.0.3001.0067
Inzgtituigio Proponente: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S3o Paulo

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio
CNPQ
FUMDACAD DE AMPARD A PESQUISA DO ESTADO DE SAQ PAULO

DADOS DO PARECER

Mimero do Parecer: 2.708.633

Apresentacio do Projeto:

Trata-ze de um projeto destinade & avaliagio de genes relacionados & hipercolesterclemia familiar. Serfo
recrutados 150 individuos adultos acompanhados no Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia, em S&o
Paulo, sendo 100 individuos com dosagem elevada de colesterol & 50 individuos confrole. Serdo coletados
20 mil de sangue dos participantes & amostra de sangue podera ser amazenada por um pericdo de 5 anos.

Objetivo da Pesquisa:
O objetivo principal & avaliar a presenga de genes relacicnados com a hipercolesterolemia familiar em
pacientes gue ja recebseram o diagndstico clinico da doenga & determinar o perfil genético nesta populagio.

Avaliagio dos Rizcos e Beneficios:

Mo ha beneficios diretos acs participantes e os riscos sfo os inerentes & coleta de sangue e & pungdo
venosa. Como os pacientes sdo individuos adultos, o volume de sangue a ser coletado & considerado
adequado.

Enderego:  Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 134, sala 112

Baimro: Butanta CEP: [05.508-000
UF: 5P Municipio:  SAD PAULO
Telefone:  [11)3091-3622 Fax: (11)3031-8286 E-mail: cepfcfifusp.br

Pigirvin 01 dea O3
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2 USP - FACULDADE DE

o - - mm
A0 CIENCIAS FARMACEUTICAS %ﬂ:ﬂ‘l
W2 DA UNIVERSIDADE DE SAQ

Contnuagio do Panecer: 2. 708.638

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
A pesguisa & importante, pois busca frazer mais conhecimentos sobre as causas da hipercolesterclemia.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Trata-se de emenda de projeto de pesquisa ja aprovado pelo CEP da InstituicBo Proponente (Instituto Dante
Parranese de Cardiologia-5P) & do Centro Colaborador (Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP). &
pesquizadora principal solicita a inclusdo de 4 outros centros colaboradores:

-Instituto do Coragdo do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP,

-Hospital de Clinicas de Porto Alegre,

-Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP,

-Cruzeiro do Sul Educacional SA.

Recomendagies:
As cartas de anuéncia das InstituigSes co-parficipadoras foram anexadas.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
MNenhumia

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaboradoe baseado nos documentes abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagio
Informagoes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS DO P | 04/08/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1109917 pdf 15:03:35
Outros Carta_de_Anuencia_UMNICSUL pdf 04/08/2018 |Jéssica Bassani Aceits

14:539-34 | Borges
Outros Carta_de_Anuencia UNICAMP pdf 0470672018 | Jessica Bassani Aceito
14:58:59 | Borges
Outros Carta_de_AnuenciaUFRGS pdf 04/06/2018 |Jessica Bassani Acesito
14:58:28 |Borges
Ourtros Carta_de_anuencia_INCOR._pdf 04/06/2018 |Jessica Bassani Aceito
14:58:01 | Borges
Outros Carta_resposta_Pendencia_CEP_FCF_| 04/06/2018 |Jéssica Bassani Aceito
USP pdf 14:57:23 |Borges
Outros emenda_inclusaccentors pdf 20/0372018 | Pedro Silvio Farsky Aceito
09:50:50

Enderego:  Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13A, sala 112

Bairro: Butanta CEP: (5.508-000
UF: 5P Municipio: SAD PALLO
Telefone: [11)3021-3822 Fax: (11)3031-8885 E-mail: cepfofiusp b
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USP - FACULDADE DE
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DA UNIVERSIDADE DE SAO

Continuaglc do Panscer: 2.708.638

Grad

Outros Carta_Emenda_ pdf 30/06/2016 |Jessica Bassani Aceito
16:01:00 | Borges

Projeto Detalhado /| HF_CEP _ultima_versao pdf 30062016 | Jessica Bassani Aceito

Brochura 16:00:32 |Borges

Investigador

TCLE { Termos de | HF_TCLEZ pdf 30/06/2016 | Jéssica Bassani Aceito

Assentimento / 15:5944 |Borges

Justificativa de

Auséncia

Outros Troca de Pesquisador. pdf 081272014 Aceito
10:17:29

Outros Troca pesquissdor.pdf 08122014 Aceito
10:17:29

Outros Carta de mudanga de pesquisador. pdf 1471172014 Aceito
12:20:49

Outros DECLARACOES CEP Thiago D C 1211172013 Aceito

Hirata_pdf 143238

Situacio do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:

Mo

SAD PALLOC, 12 de Junho de 2018

Assinado por:

Elvira Maria Guerra Shinohara

(Coordenador)

Enderego:  Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13A, sala 112

Baimmo:  Butanta
UF: 5P
Telefone:  [11)3091-3622

CEF: 05.505-000

Municipio:  SA&0 PALULD

Fax: (1130318096

E-mail: cepfcfi@uspbr

Pigine 03 da o3
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C. Questionério clinico utilizado no estudo

CSIP SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE 2
it gt Coordenadoria de Servicos de Saude 5
e INSTITUTO DANTE PAZZANESE DE CARDIOLOGIA

Laboratorio de Biologia Molecular — Ambulatorio de Farmacogendmica

Projeto de Pesquisa: *Avaliagdo exdmica dos principais genes relacionados com a hipercolesterclemia

familiar” (N* CEP: 4398)

Mome do paciente: Mlrmero no projeto:

Critérios de elegibilidade

Critérios de inclus3o: Hipercolesterslemia Familiar segundo MEDPED

(] Certeza MEDPED = & pontos

(] Provavel MEDPED S — £ pontos

(] Possivel MEDPED 3 - 5 pontos

Critérios de exclusdo (o paciente apresenta:) Sim Mio
1. Insuficiéncis hepatica {1 {)
2. Hipotireoidismo n&o controlado {7 {3
3. Sindrome de Cushing {1 {1
4. Sorologia positiva para HIV (] (]
5. Insuficigénciarenal edou Sindrome nefatica {1 {
6. Meoplasias clinicaments ndo controladas (] (]
7. Desisténcia de participagso em qualquermomenio do estudo ' {1}




Projeto de Pesquisa: “Avaliagdo exdmica dos principais genes relacicnados com a hipercolesterolemia

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE

C o Aariem An Tl
oordenadona de SenfICos de -aude

P ey

INSTITUTO DANTE PAZZANESE DE CARDIOLOGIA
Laboratario de Biologia Molecular — Ambulatério de Farmacogendmica

familiar” (N® CEP: 4398)

Questionario Clinico
Nome: Mim. no projeto:
Data da Entrevista: ) ) RGdoc. : Registro no IDPC:
Dats de Mascimento: ! ! Idade: Maturalidade:
Género: Masculing { §  Feminino{ ) Menopsusa: Pré { ) Pas{ )
Enderago Residencial:
Telefone Residencial: E-mail:

Comercial:

Celular: { )

Escolandade:

Ensino Fundamental:
Ensino Madio:
Ensino Supenor:

completo | )
completo | )
completo | )

incompleto | )
incompleto | )
incompleto | )

Avaliagdo Clinica

Racga: Branca [ )

Parda{ }

Megra{ )  Asigtica{) Outro{ ]

Peso do (g) pacent

ka

IAC

K.gicm®

Altura do {g) pacente

m

Circunferéncia Abdominal:

om

Pa

mimHg

FC:

bpm

Presengade Sinais:

Sim Nio Observagio:

Xantomas

Xantelomas

Arco Comeal

Espeszamentode Tenddes

Prega Lobular Diagonsl
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SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE

rdenadoria de Servicos de Salde

INSTITUTO DANTE PAZZANESE DE CARDIOLOGIA

Laboratario de Biologia Molecular — Ambulatario de Farmacopgendmica

Dados Biodemograficos

Historico do pacients

S5im

Nio

MNio
sabe

Ereguencial Ha quanto tempo?

Tabagista

Ex-tabagista

Etilista

Ex-etilista

U=a drogasilicitas

Ex- ususario
HAS
Tipo:1{ )
DM 2()
1AM
Tipo: Isquémico| )
_ Cardioembdlico | )
AVC Aterotrombofico [ )
Hemomagico [ )
Ohbesidade

Sindrome metabolica

Doenca Aterosclendtica
Coronariana

Anging estavel ouinstéwel

Dioenca arerial perfarica

Aterosclerose subclinica

Ataque transitonio isquémico

Aneurisma de Ao

Estenose de Carotida

Revascularzagso do
Miocardio

Tipo: Cirargica | ]

Percutanea{

Qualo nimero de coronariasabordadas
porcirurgia ou porangioplastia?

COutras doengas:
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fij__':?'. SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE 1
AR Coordenadoria de Servicos de Saude ¥
g INSTITUTO DANTE PAZZANE SE DE CARDIOLOGIA

Laboratorio de Biologia Molecular — Ambulatério de Farmacogendmica

Medicamentos utilizados

Paciente utilizamedicamentos? | jsim { ) ndo

1. Dosa { ymg { Jmog ¢ Horario
2. Cosa { ymg{ Jmocg ¢ Horario
3. Dose { ymg{ }meg / Horario
4. Dose { ymg { }meog § Horano
5. Dosa { ymg { Jmeg ¢ Horario
6. Cose { ymg { Jmog ¢ Horario
7. Dose { ymg{ }meg § Horario
8. Dose { yrg { Jmeg / Horano
9. Dose { yrg { Jmeg § Horario
10. Dosa { ymg { Jmog ¢ Horario

Antecedentes Familiares

Patologia S5im | Mo | Parentesco ldade

Hipercolesterokemis Familiar

Dislipidenia

Doenca sterosclendtica
coronana

HAS

1AM

AVC

Tipo:1( )

oM 2()

Ohesidade

Morte Subita

143



D. Painel de genes
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Quadro 1: Lista de genes e o motivo da escolha para a composi¢do do painel de sequenciamento.

Relacdo com a

Gene Nome via metabdlica Motivo da escolha
do colesterol
APOB apolipoprotein B Absl_%fiz de Relacdo com HF e resposta a estatina
LDLR Low density lipoprotein receptor Abicgfiz de Relacdo com HF e resposta a estatina
LDLRAP1 | low density lipoprotein receptor adaptor protein 1 Absl_(gficc) de Relacdo com HF recessiva
LRP1 LDL receptor relatedproteinl Abi%fﬁg de Relagdo com metabolismo lipidico
PCSK9 proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 Absl_(gficc) de Relacdo com HF e resposta a estatina
SCARB1 scavenger receptor class B member 1 Abio[;ﬁz de Relacdo com metabolismo lipidico e resposta a estatina
APOAL apolipoprotein A-l Apolipoproteinas | Relagdo com metabolismo lipidico e resposta a estatina
APOA2 apolipoprotein A-l1 Apolipoproteinas Relagio com metabollsmo_l|p|d|co €
hipercolesterolemia
APOA4 apolipoprotein A-1V Apolipoproteinas Relacdo com metabolismo lipidico
. . . . Relacdo com metabolismo lipidico,
APOAS apolipoprotein A-V Apolipoproteinas hipertrigliceridemia e hiperlipoproteinemia tipo 5
. . . . Relacdo com metabolismo lipidico e
APOC1 apolipoprotein C-I Apolipoproteinas hipertrigliceridemia
. . . . Relacdo com metabolismo lipidico e
APOC?2 apolipoprotein C-II Apolipoproteinas hiperlipoproteinemia tipo 1B
. . . . Relacdo com metabolismo lipidico e
APOC3 apolipoprotein C-I11 Apolipoproteinas hipertrigliceridemia
APOCA apolipoprotein C-IV/ Apolipoproteinas Relagcdo com metabolismo lipidico e doencas

coronarianas

Continua...
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Relacdo com a

Gene Nome via metabdlica Motivo da escolha
do colesterol
. . . . Relacdo com metabolismo lipidico, resposta a estatina,
APOE apolipoprotein E Apolipoproteinas disbetalipoproteinemiaeHF recessiva
LPA lipoprotein, Lp(a) Lipoproteinas Rela¢do com metabolismo lipidico e DAC
LPL lipoprotein lipase Lipoproteinas | Relagdo com metabolismo lipidico e resposta a estatina
ABCA1 ATP binding cassette subfamily A member 1 Transportadores | Relagdo com metabolismo lipidico e resposta a estatina
ABCB1 ATP binding cassette subfamily B member 1 Transportadores | Relagdo com metabolismo lipidico e resposta a estatina
- . Relacdo com metabolismo lipidico e de &cido biliares,
ABCGb5 ATP binding cassette subfamily G member 5 Transportadores resposta a estatina, betasistosterolemia e HF recessiva
ABCG8 ATP binding cassette subfamily G member 8 Transportadores Relagdo com m_etabollsm_o lipidico e _de acido b|||ar_es,
resposta a estatina, betasistosterolemia e HF recessiva
CRABP2 cellular retinoic acid binding protein 2 Transportadores | Relagdo com metabolismo lipidico e de &cido biliares
SLCO1B1 solute carrier organic anion transporter family Transportadores Relacdo com resposta a estatina
member 1B1
CETP Cholesteryl ester transfer protein, plasma Trag(s)i:gt:grcg? de Relacdo com metabolismo lipidico e resposta a estatina
LCAT lecithin-cholesterolacyltransferase Tragg{gggﬁ;? de Relagdo com diminuigdo de HDL
. . . . Transferéncia de Relagdo com diminuicdo de LDL e
MTTP Microsomal triglyceride transfer protein triacilglicerois abetalipoproteinemia
LIPA lipase A, lysosomalacidtype ,H_ldrollse de Relacdo com metabolismo lipidico e doenca de
acidos graxos Wolman
. . Hidrolise de x . o .
LIPC lipase C, hepatictype L Relacdo com metabolismo lipidico e resposta a estatina
acidos graxos
Hidrlise de
PON1 paraoxonase 1 hidroperdxidos Relacdo com DAC e resposta a estatina

de fosfolipides

Continua...
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Relacdo com a
Gene Nome via metabdlica Motivo da escolha
do colesterol
L Isoforma de SREBP1 (Proteina ligante de elemento
. Biossintese do -
ADD1 adducin 1 esterol regulatorio -
colesterol S .
Sterolregulatoryelementbindingprotein)por outro gene
HMGCR 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductase Blgg?éztgﬁgldo Relacdo com metabolismo lipidico e resposta a estatina
ADIPOQ adiponectin, C1Q and. collagen domain Controle Gene relacionado com controle hormonal de lipides
containing hormonal
CYP2C9 | cytochrome P450 family 2 subfamily C member 9 Me%?g::c?s de Relacdo com resposta a estatina
CYP3A4 | cytochrome P450 family 3 subfamily A member 4 Me%?ﬂgg: de Relacdo com resposta a estatina
CYP3A5 | cytochrome P450 family 3 subfamily A member 5 Me:%?g::c?s de Relacdo com resposta a estatina
ANGPTL3 angiopoietin like 3 Inll?;gsgsde Relacdo com FDB e HF
SCAP SREBF chaperone Fatores cie Relacdo com HF e resposta a estatina
transcricao
SREBF1 sterol regulatory element binding transcription Fatoreg Qe Relagéio com a transcricio do LDLR
factor 1 transcricao
SREBE? sterol regulatory element binding transcription Fatoreg cie Relacio com HE e resposta a estatina
factor 2 transcricao
TNF tumornecrosisfactor Aﬁ :)%(;%ir;ize/ Relacdo com metabolismo lipidico e resposta a estatina
AGT angiotensinogen Relacéo indireta Relacdo com HF e DAC
ALOX5AP arachidonate 5-lipoxygenase activatingprotein | Relagdo indireta Relacdo vias mediadas por lipides
CLMN calmin Relacdo indireta | Relacdo com metabolismo lipidico e resposta a estatina
COQ10A coenzyme Q10A Relacéo indireta Relacionado com resposta a estatina
EGFR epidermalgrowthfactor receptor Relacéo indireta Relacionado com alteragdes lipidicas

Continua...
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Relacdo com a
Gene Nome via metabdlica Motivo da escolha
do colesterol
EPHX2 epoxidehydrolase 2 Relacdo indireta Relacdo com HF
F7 coagulationfactor VII Relacéo indireta Relacdo com resposta a estatina e DAC
GHR growthhormone receptor Relagdo indireta Relagdo com Concentra(;oe:| Ifle HDL em pacientes com
IL10 interleukin 10 Relacéo indireta Relacdo com hipercolesterolemia
IL6 interleukin 6 Relacdo indireta | Relacdo com metabolismo lipidico e resposta a estatina
ITIH4 inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain family Relacéo indireta Relacdo com hipercolesterolemia
member 4

KIF6 kinesinfamilymember 6 Relagdo indireta Relacdo com resposta a estatina e DAC

MPO myeloperoxidase Relagdo indireta Relacdo com hipercolesterolemia
MTHFR methylenetetrahydrofolatereductase (NAD(P)H) Relagdo indireta Possivel relagdo com HF e DAC
MYLIP myosin regulatory light chain interacting protein Relagao indireta Relacdo com aumento LDL

NOS3 nitric oxide synthase 3 Relagdo indireta Possivel relacdo com HF

NPPA natriureticpeptide A Relagdo indireta Relacdo com DAC em pacientes com HF

PPP1R17 proteinphosphatase 1 regulatorysubunit 17 Relagdo indireta Relacdo com hipercolesterolemia

RBP4 retinolbindingprotein 4 Relagdo indireta Relacdo com hipercolesterolemia
TIMP1 TIMP metallopeptidaseinhibitorl Relagdo indireta Relacdo com DAC e hipercolesterolemia
TRIB1 tribblespseudokinase 1 Relagdo indireta Relacdo com hipercolesterolemia

Legenda: ABCAL - Transportador de Cassete Ligante de ATP Subfamilia A Membro 1; ABCB1 - Transportador de Cassete Ligante de ATP Subfamilia B
Membro 1; ABCG5 — Transportador de Cassete Ligante de ATP Subfamilia G Membro 5; ABCG8 - Transportador de Cassete Ligante de ATP Subfamilia G
Membro 8; ADD1 - Adducina 1; ADIPOQ - Adiponectina; AGT — Angiotensinogénio; ALOX5AP - Proteina de ativagdo de 5-lipoxigenase de
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araquidonato;ANGPTL3 — Angiopoietina Tipo 3; APOA1 - Apolipoproteina Al; APOA2 - Apolipoproteina A2; APOA4 - Apolipoproteina A4; APOAS -
Apolipoproteina A5; APOB - Apolipoproteina B; APOC1 - Apolipoproteina C1; APOC2 - Apolipoproteina C2; APOC3 - Apolipoproteina C3; APOC4 -
Apolipoproteina C4; APOE - Apolipoproteina E; CETP — Proteina de Transferéncia de Ester Colesterol; CLMN — Calmina; COQ10A - Coenzima Q10A;
CRABP2 - Proteina de ligacdo ao &cido retindico celular 2; CYP2C9 - Citocromo P450 Familia 2 Subfamilia C Membro 9; CYP3A4 - Citocromo P450
Familia 3 Subfamilia A Membro 4; CYP3A5 - Citocromo P450 Familia 3 Subfamilia A Membro 5; EGFR — Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico;
EPHX2 - Epoxidohidrolase 2; F7 — Fator de coagulacdo 7; GHR — Receptor do Horménio de Crescimento; HMGCR - 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA
redutase; IL6 — Interleucina 6; 1L10 — Interleucina 10; KIF6 — Membro 6 da Familia Cinesina; LCAT - Lecitina Colesterol Aciltransferase; LDLR - Receptor
de LDL; LDLRAP1 - Proteina Adaptadora do Receptor de LDL 1; LIPA - Lipase A; LIPC - Lipase C tipo hepatica; LPA — lipoproteina (a); LPL -
Lipoproteina Lipase; LRP1 - Proteina relacionada ao receptor de LDL 1; MPO — Mieloperoxidase; MTHFR - Metilenotetrahidrofolato redutase; MYLIP -
Proteina de interacdo da cadeia leve reguladora da miosina; NOS3 - Oxido Nitrico Sintase 3; NPPA — Peptideo Natriurético A; PCSK9 - Proteina
Convertase Subtilisina/Kexina Tipo 9; PON1 - Paraoxonase 1; PPP1R17 - Proteina Reguladora da Fosfatase 1 Subunidade 17; RBP4 - Proteina Ligante de
Retinol 4; SCAP - SREBF chaperona; SCARB1 - Receptor scavenger classe B membro 1; SLCO1B1 - Transportador carregador de soluto aniénico membro
da familia 1B1; SREBF1 - Fator de Transcri¢do do Elemento Regulador do Esterol 1; SREBF2 - Fator de Transcri¢do do Elemento Regulador do Esterol 2;
TIMP1 - Inibidor  Metalopeptidase 1; TNF — Fator de Necrose Tumoral; TRIB1 -  Tribbles Pseudocinase 1



E. Caracteristicas biodemograficas

Quadro 2: Dados bioguimicos e hematoldgicos dos pacientes do estudo
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Parametros laboratoriais

Valores®

Eritrdcitos (1076/mm3)

49 (46-573)

Hb (g/dL) 13,8 (12,9 - 14,9)
Hematocrito (%) 42,1 (39,5 -45,2)
VCM (fl) 86,2 (82,4 — 89,8)
HCM (pQg) 28,2 (26,5 —29,7)
CHCM (g/dL) 32,5 (31,4 -33,6)
RDW (%) 12,8 (12,1 - 13,6)

Plaquetas (mil/mm?®)

248,0 (214,5  291,0)

Leucocitos totais (mil/ mm®) 7,1 (6,1-9,1)

Neutréfilos (mil/ mm?) 4,2 (34-55)
Blastos (mil/ mm°) 0,0
Promieldcitos (mil/ mm°) 0,0
Mielécitos (mil/ mm?) 0,0
Metamieldcitos (mil/ mm?) 0,0
Bastonetes (mil/ mm®) 0,0

Segmentados (mil/ mm®) 4,1 (3,4-5,4)

Eosindfilos (mil/ mm®)

0,13 (0,08 — 0,25)

Basofilos (mil/ mm?)

0,05 (0,03 0,07)

Linfécitos tipicos (mil/ mm®) 2,3(1,8-28)
Linfécitos atipicos (mil/ mm?) 0,0

Linfécitos totais (mil/ mm°) 2,3(1,8-2,8)

Monécitos (mil/ mm°) 0,5 (0,4 —0,6)

HbLAC (%) 5,9 (55 6,3)

Ureia (mg/dL) 32,0 (26,0 — 36,2)
Creatinina (mg/dL) 0,8 (0,6 -0,9)
Acido Urico (mg/dL) 4,6 (3,8—-5,6)

TGO/AST (U/L) 27,0 (22,0 - 32,5)

TGP/ALT (U/L) 33,0 (28,0 — 45,0)

CK (U/L) 89,0 (61,0 — 135,5)
PCR (mg/dL) 0,6 (0,5-0,9)
TSH (ulU/mL) 19(1,1-27)
T4 livre (ng/dL) 0,9(0,8-1,1)
Insulina (ulU/mL) 7,3 (4,7-10,9)

Legenda: Hb — Hemoglobina; g — Gramas; dL — Decilitro; VCM - Volume Corpuscular Médio; fL — Fentolitros;
HCM - Hemoglobina Corpuscular Média; pg — Picograma; CHCM - Concentracdo da Hemoglobina Corpuscular
Média; RDW - Red Cell Distribution Width; mm?® — Milimetros ctbicos; HbAlc — Hemoglobina glicada; mg —
Miligrama; TGO - Transaminase Glutdmico-Oxalacética; AST - Aspartato Aminotransferase; U — Unidades; L —
Litro; TGP - Transaminase Glutamico PirGvica; ALT - Alanina Transaminase; CK — Creatino Fosfoquinase;
PCR — Proteina C Reativa; TSH - Hormonio Tireoestimulante; ulU — Micro Unidades Internacionais; mL —
Mililitro; T4 livre - Tiroxina Fracdo Livre; ng — Nanograma.

®Mediana e quartis (25-75)



F. Controle de qualidade das amostras e sequenciamentos realizados

Quadro 3: Quantificacdo inicial de DNA e avaliacdo da pureza das amostras utilizadas no

sequenciamento.

Amostra | Quantificacdo Razao Amostra | Quantificacdo Razéao
(ng/pL) 260/280 (ng/uL) 260/280

1 110,0 1,83 72 144,0 1,84
2 384,0 1,83 73 164,1 1,83
3 49,0 1,94 74 148,9 1,82
4 22,6 1,87 75 141,3 1,84
5 470,0 1,80 76 255,9 1,83
6 40,4 1,85 77 142,9 1,84
7 13,7 1,84 78 2117 1,82
8 38,0 1,80 79 70,8 1,83
9 46,6 1,81 80 309,3 1,83
10 40,0 1,83 81 181,1 1,84
11 25,6 1,99 82 120,3 1,83
12 408,0 1,91 83 211,3 1,82
13 32,4 2,0 84 205,7 1,84
14 7,3 1,83 85 148,1 1,84
15 67,8 1,80 86 137,6 1,84
16 25,6 1,88 87 89,9 1,82
17 82,2 1,87 88 140,8 1,80
18 24,4 1,82 89 1494 1,83
19 34,8 1,90 90 166,6 1,82
20 28,8 1,78 91 309,5 1,80
21 28,4 1,98 92 2224 1,85
22 150,0 1,84 93 116,2 1,80
23 106,0 1,87 94 416,5 1,69
24 159,0 1,83 95 133,1 1,78
25 34,4 1,86 96 114,5 1,84
26 36,0 1,99 97 187,2 1,86
27 280,0 1,86 98 225,6 1,80
28 107,0 1,94 99 264,1 1,80
29 220,0 1,90 100 352,2 1,78
30 2420 1,87 101 2417 1,86
31 228,0 1,87 102 244,1 1,80
32 274,0 191 103 228,4 1,84
33 350,0 1,88 104 111,4 1,85
34 197,0 1,88 105 77,8 1,91
35 378,0 1,89 106 216,3 1,84
36 15,2 1,82 107 1067,9 1,84
37 34,6 1,83 108 192,9 1,86
38 15,4 1,84 109 126,9 1,87
39 29,4 1,80 110 214,0 1,84
40 200,0 1,83 111 394,3 1,84

Continua...
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Amostra | Quantificacdo Razao Amostra | Quantificacdo Razéao

(ng/pL) 260/280 (ng/pL) 260/280
41 254,0 1,87 112 362,6 1,79
42 238,0 1,85 113 174,7 1,84
43 118,0 1,87 114 179,1 1,85
44 62,2 1,83 115 504,4 1,78
45 75,8 1,87 116 459,9 1,76
46 250,0 1,83 117 233,2 1,81
47 155,0 1,86 118 233,8 1,83
48 43,2 1,89 119 169,2 1,84
49 192 1,80 120 122,7 1,85
50 191 1,82 121 320,3 1,79
51 234 1,85 122 18,0 1,71
52 107 1,87 123 109,7 1,83
53 168 1,83 124 2414 1,82
54 150 1,87 125 105,9 1,81
55 89,6 1,78 126 106,9 1,83
56 167 1,86 127 112,7 1,85
57 60,6 1,77 128 1224 1,85
58 153 1,80 129 234,8 1,84
59 204 1,80 130 192,7 1,87
60 83,4 1,78 131 140,5 1,83
61 463,8 1,85 132 94,8 1,83
62 155,0 1,87 133 159,3 1,83
63 193,9 1,83 134 127,8 1,81
64 208,5 1,87 135 123,3 1,85
65 163,4 1,86 136 116,3 1,84
66 281 1,89 137 58,6 1,87
67 243,3 1,80 138 155,5 1,82
68 202,2 1,82 139 182,1 1,85
69 229,8 1,85 140 112,2 1,82
70 145 1,80 141 303,8 1,74
71 204,7 1,83

Quadro 4: Parametros de qualidade das amostras sequenciadas.

Média de Porclentagem de Porclentagem de
. alvos com alvos com
Amostra | - Q30 (%) | profundidade profundidade de profundidade de
(x) pelo menos 20x (%) | pelo menos 50x (%)
1 90,8 1123,8 99,9 99,7
2 89,4 354,2 99,5 98,1
3 92,8 368,7 99,7 98,8
4 93,9 352,2 99,4 98,3
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Porcentagem de

Porcentagem de

0 Média de alvos com alvos com
Amostra | Q30 (%) | profundidade profundidade de profundidade de
(x) pelo menos 20x (%) | pelo menos 50x (%)
5 94,2 568,0 99,8 99,1
6 93,4 531,5 99,6 98,9
7 95,0 371,1 99,5 98,1
8 93,2 506,5 99,7 98,9
9 94,2 453,3 99,6 98,9
10 93,1 503,1 99,7 99,0
11 92,9 686,1 99,6 98,6
12 92,3 629,2 99,2 97,9
13 79,0 5114 99,4 98,1
14 80,7 782,4 99,7 99,0
15 78,1 583,2 99,5 98,4
16 78,7 361,8 99,1 96,8
17 84,1 304,1 87,7 79,1
18 80,9 563,3 99,5 98,3
19 80,8 531,3 99,5 98,1
20 82,7 441,1 99,3 97,4
21 83,8 751,3 99,9 99,3
22 81,4 765,0 99,8 99,1
23 82,1 4245 99,2 97,2
24 77,4 369,6 99,1 96,9
25 88,0 246,6 97,2 92,6
26 86,3 613,0 99,3 98,1
27 85,1 586,3 99,4 98,3
28 82,7 375,6 98,6 96,3
29 87,3 625,3 99,5 98,3
30 88,2 672,4 99,5 98,5
31 88,8 498,3 99,0 97,3
32 87,5 783,3 99,6 98,7
33 89,4 497,6 99,2 97,4
34 86,0 1051,8 99,7 99,0
35 89,0 613,8 99,4 98,3
36 85,8 975,0 99,9 99,5
37 85,6 801,4 99,8 99,4
38 84,7 673,1 99,7 99,3
39 83,4 630,4 99,7 99,0
40 79,0 557,9 99,7 99,1
41 85,3 727,8 99,8 99,4
42 87,1 705,5 99,8 99,3
43 87,3 715,8 99,8 99,4
44 86,4 723,2 99,8 99,4
45 88,2 699,2 99,8 99,2
46 86,2 685,5 99,8 99,3
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Porcentagem de

Porcentagem de

o Média de alvos com alvos com
Amostra | Q30 (%) | profundidade profundidade de profundidade de
(x) pelo menos 20x (%) | pelo menos 50x (%)
47 87,6 672,1 99,8 99,2
48 85,7 975,9 99,9 99,5
49 93,2 426,2 99,1 97,8
50 93,1 373,8 99,0 97,6
51 91,8 335,4 98,8 97,1
52 93,7 348,5 99,0 97,3
53 92,7 234,9 98,8 96,2
54 93,6 376,9 99,0 97,5
55 93,4 369,5 99,0 97,2
56 93,2 441,8 99,1 97,9
57 93,6 317,3 98,8 97,0
58 93,0 3254 98,8 96,9
59 93,4 366,2 98,9 97,5
60 93,0 409,9 99,1 97,8
61 91,9 416,6 98,5 96,7
62 92,2 356,6 98,5 96,7
63 90,8 422,3 98,8 97,2
64 92,9 418,6 98,5 96,9
65 92,8 387,8 98,7 96,9
66 92,9 400,6 98,8 97,2
67 92,0 408,4 98,7 97,0
68 92,8 258,4 98,1 95,3
69 92,0 382,7 98,4 96,5
70 92,7 392,3 99,4 98,2
71 94,3 369,4 98,9 97,4
72 93,6 4224 99,1 97,9
73 93,7 286,5 98,6 96,7
74 93,9 245,2 98,5 96,0
75 93,6 367,6 99,1 97,6
76 94,2 238,6 98,3 95,8
77 93,5 376,7 98,9 97,4
78 92,9 274,2 98,7 96,3
79 94,4 402,5 98,4 96,3
80 94,2 275,0 97,6 94,1
81 92,8 291,8 97,8 94,6
82 95,0 288,8 97,7 94,2
83 95,3 435,1 98,7 96,6
84 94,7 270,2 97,6 93,9
85 94,9 329,1 98,1 95,1
86 94,2 388,2 98,4 96,0
87 95,2 279,4 97,7 94,3
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Porcentagem de

Porcentagem de

0 Média de alvos com alvos com
Amostra | Q30 (%) | profundidade profundidade de profundidade de
(x) pelo menos 20x (%) | pelo menos 50x (%)
88 94,4 357,9 98,1 95,4
89 94,5 280,6 97,7 93,8
90 94,2 330,6 98,0 95,1
91 91,8 460,2 98,7 97,1
92 91,9 524,4 99,0 97,5
93 89,9 430,6 98,7 97,0
94 93,6 572,5 99,0 97,7
95 94,4 944,6 99,3 98,3
96 93,0 365,0 98,5 96,6
97 93,3 715,2 99,2 98,2
98 90,7 4914 99,0 97,6
99 93,3 409,6 98,8 97,1
100 92,6 498,5 99,0 97,7
101 93,7 477,3 98,9 97,5
102 92,2 502,8 99,0 97,6
103 91,5 432,5 96,7 91,9
104 90,9 256,4 95,4 89,3
105 88,0 254,9 95,4 89,5
106 93,6 248,9 95,3 88,8
107 93,9 186,9 94,2 85,8
108 92,6 233,9 95,6 89,5
109 94,0 579,3 94,3 87,4
110 86,4 1474 91,8 79,9
111 93,2 151,6 93,2 81,7
112 91,5 205,7 94,4 86,5
113 92,7 301,6 96,6 92,0
114 90,5 236,8 95,9 90,1
115 92,3 391,5 97,9 95,1
116 91,9 366,9 97,8 94,9
117 90,4 556,6 98,6 96,8
118 94,0 534,0 98,6 96,7
119 94,0 565,9 98,5 96,8
120 93,1 356,6 97,7 94,6
121 93,3 502,6 98,3 96,0
122 91,4 488,9 98,3 96,1
123 93,3 364,6 97,8 94,8
124 92,4 420,8 98,1 95,6
125 92,6 4952 99,2 97,7
126 89,9 438,8 98,2 95,8
127 93,1 371,1 97,9 94,9
128 92,9 303,4 98,2 94,9
129 94,4 3717 97,9 95,0
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Porcentagem de

Porcentagem de

0 Média de alvos com alvos com
Amostra | Q30 (%) | profundidade profundidade de profundidade de
(x) pelo menos 20x (%) | pelo menos 50x (%)
130 94,4 377,4 97,8 95,0
131 94,0 363,2 98,3 95,6
132 94,5 4475 99,1 97,3
133 91,9 326,2 98,7 95,9
134 94,2 263,3 97,1 92,6
135 93,4 356,6 97,9 95,2
136 93,2 357,4 98,2 95,2
137 90,4 328,6 98,5 95,6
138 91,0 396,8 98,1 95,5
139 93,1 393,2 99,2 97,9
140 91,2 209,4 97,9 94,6
141 94,2 399,2 99,5 98,7
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Legenda: Q30 - chance de erro de 1 em 1000 (Valores de qualidade phred) de uma base ter sido inserida
errada; X - vezes.



G. Variantes identificadas no estudo

Quadro 5: Lista das 472 variantes identificadas no estudo.
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Sequ?nc'ia. SeAqu(?n.cia Posicio _
Gene Referenma'. _ Referenmg. troca Chr Chr Tipo rs
troca nucleotidica proteica

ABCAL N'\é';g%‘rffcz'& - 9 | 107546500 | 3'UTR | rs74316246
ABCAL RN g‘_i—éggﬁ?ﬁ; 9 | 107574883 | Missense | rs147743782
ABCAL Nc'fﬂggggffg: - 9 | 107543376 | 3'UTR | rs10991377
ABCAL Nc'fﬂiggggofi: - 9 | 107543891 | 3'UTR | rs75141626
ABCAL Mooz Np%%%%%ggﬁ: 9 | 107620835 | Missense | rs9282541
ABCAL 0.3 ';)‘;E?fgggié: 9 | 107576732 | Missense | rs41436749
ABCAL N?jzc;ogsggés: - 9 | 107690402 | S'UTR | rs111292742
ABCA1 Nﬁf'gé’gfiﬁé& ':_F';—S?I(B‘;?%grz 9 | 107576419 | Missense -
ABCAL NN o023 - 9 | 107546254 | 3'UTR | rs146987516
ABCBL N'V(';f'ltffg"‘“ - 7 87229501 | SUTR rs2214102
ABCB1 M a4 Np?;gggffs':: 7 | 87220440 | Missense | rs9282564
ABCB1 M DT 4 - 7 | 87133413 | 3IUTR | rs28364277
ABCBL1 e '\;fs—gjl%%féﬁ: 7 | 87179809 | Missense | rs2229109
ABCB1 N&—ggggi‘“ ':ﬁ&?;ggglg'@ 7 87174197 | Missense | rs146703713
ABCBL Nyggggﬁé‘“ ';'F(;—Igggg%é 7 87138760 | Missense | rs55852620
ABCBL NN e & ﬁ;@?ﬁ?ﬁﬁﬁ; 7 | 87138659 | Missense | rs2229107
ABCB1 N“g;gg(ffg‘“ N;ﬁzggiif;: 7 87100625 | Missense | rs36008564
ABCB1 N&ggggi‘“ Np%%%%gglgﬁ: 7 87174198 | Missense | rs35023033
ABCB1 M D2l 4 - 7 | 87342586 | SUTR | rs3747802
ABCBL1 N'\(’:';g(i(}gfg"“ - 7 87133538 | 3'UTR | rs28364275
ABCGS N'X';gggéiiz: - 2 44039856 | 3'UTR | rs79475203
ABCG5 N“é;ggi"fg'z '\;'F’I_—)?;lgfj&;: 2 44052147 | Missense | rs78070897
ABCG5 N'C\f'l—ggfﬁi%z ':'_3,\7'23612828\1/;{ 2 44040347 | Missense | rs140374206
ABCGS N':';ffggiiz: - 2 44040079 | 3°UTR -
ABCGS NM_9209302 N&gﬁggﬁj: 2 | 44065680 | Missense | rs72542426
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SequAénc'ia. Seguénf:ia Posicio _
Gene Referenma}. _ Referenmg. troca Chr Chr Tipo rs
troca nucleotidica proteica
ABCGS NV 224372 ’\;fﬂ?r7316858/§i;: 2 | 44099243 | Missense | rs114404835
ABCGS N“gzggé"f;'z: N&%ég%}: 2 44073367 | Missense | rs80025980
ABCGS N“ggggé"’f;'z: %K?glzll%?\i'elt: 2 44079559 | Missense | rs9282574
ABCGS NM p22487.2 - 2 | 44066178 | SUTR | rs72647315
ADD1 N'g'l—g;éii& 'g%gg‘g%?\ﬁft: 4 2910308 | Missense | rs146536048
ADD1 N?;§;§%§%3z - 4 2031243 | 3'UTR | rs35640772
ADD1 ot 3 - 4 2030864 | 3'UTR 54966
ADD1 M D183 - 4 2931180 | 3'UTR | rs36038921
ADD1 N'C\f'%ojf Alfz%& - 4 2031197 | 3'UTR rs4741
ADD1 DTS - 4 2031347 | 3UTR 54969
ADD1 N'\é':giéfg'& - 4 2845678 | SUTR 54960
ADD1 M o 293 - 4 2931192 | 3'UTR | rs34819539
ADD1 M L - 4 2845691 | S'UTR i
ADD1 N'g'%ozlggi%& - 4 2030876 | 3'UTR | rs138194142
ADD1 N e - 4 2031100 | 3°UTR 54968
ADIPOQ Ny;ff;éi& - 3 | 186572642 | 3'UTR | rs1501298
ADIPOQ N a3 - 3 | 186574282 | 3'UTR | rs35469083
ADIPOQ Nc'fizgg‘é;g;& - 3 | 186575482 | 3'UTR | rs9842733
ADIPOQ NC'\.%?%%?Z'T& - 3 | 186574656 | 3'UTR | rs57536070
ADIPOQ N oo 3 - 3 | 186575430 | 3'UTR | rs73187705
ADIPOQ NN oo - 3 | 186574089 | 3'UTR | rs17846872
ADIPOQ N'\(’:'E%(i‘.‘;fg 3 “g}g?fffﬁgz 3 | 186572089 | Missense | rs17366743
ADIPOQ Nh:.igggf/z\& Ng"eci%ggge} L 3 | 186572026 | Missense | rs62625753
AGT NV 0020 IE.F)@?J%%%ZI\%: 1 | 230840034 | Missense | rs1805090
AGT N'(\:’.'_—‘&%(’gf%& - 1 | 230850251 | S°UTR rs5047
AGT N“éggg(ffé'3: '\A'}Sr%%(izg;: 1 | 230845755 | Missense | rs56073403
AGT N Dze s - 1 | 230838373 | 3'UTR -
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SequAénc'ia. Seguénf:ia Posicio _
Gene Referéncia: Referéncia: troca Chr Tipo rs
troca nucleotidica proteica Chr
AGT NM 00029 - 1 | 230850018 | S'UTR | rs11568020
AGT N'\&gg%ofz& N&?gggg‘:: 1 | 230846305 | Missense | rs11568032
AGT N'X';fsoggﬁ& - 1 | 230838729 | 3UTR (54753
AGT M o2 - 1 | 230838472 | 3UTR | rs147825478
AGT N'\C’.'_—ggggﬁ& - 1 | 230850334 | SUTR | rs61757164
AGT N';f';fg?gi%& - 1 | 230838720 | 3UTR 55043
AGT w3 - 1 | 230838847 | 3'UTR s5042
AGT M o029 3 - 1 | 230838464 | 3'UTR rs5044
AGT N?Ifg2$§%3: '1?02?30552&;: 1 | 230840054 | Missense | rs61731499
AGT NM_000029.3: Ngi’?gozoéfﬁlz 1 | 230846592 | Missense | rs61731498
aLoxsap | NM00120406.1: . 13 | 31287811 | SUTR | rs9508825
aLoxsap | NM_0D1204406.1: . 13 | 31287736 | SUTR | rs59424095
aLoxsap | NMCDIZH00: Npaﬂ?:ll%l\iif'lz 13 | 31338109 | Missense | rs141412081
aLoxsap | NM001204106.1: . 13 | 31287781 | SUTR | rs183339722
ALOX5AP NM—(:?fjggi"'TOG'l: NPBl()If)elu159(;|.P3h3e5.li 13 | 31309719 | Missense | rs17245407
APOA4 N'\gﬁg(fg‘f%& Np%f’g%%‘fféﬁ: 11 | 116691983 | Missense | rs2238008
APOA4 N?Iffgéizf& “:)%?:gggg'é: 11 | 116691634 | Missense rs5110
APOA4 NN o023 IE!}%OZ%%?&? 11 | 116692176 | Missense | rs142050734
APOA4 N'\(’:':ggg‘ff& - 11 | 116694005 | 5°UTR rs5001
APOA4 N'\ﬂjgfgi{f'3: N;K—f;?fg:fe'tzz 11 | 116693871 | Missense | rs12721041
APOA4 N“é';%‘fgf%& '\:)'?A?ffgf;f 11 | 116692293 | Missense | rs12721043
APOA4 sz'l—gg%fé& '\Eggr%%“sg? 11 | 116691717 | Missense | rs146353487
APOA4 N“g;‘ig((’;‘fé'3: - 11 | 116691572 | 3°UTR -
APOA4 N“:E%%(?f%& '\;)F.’S—grolg‘;ﬁi: 11 | 116692241 | Missense -
APOAS N“g;‘igégfi"“ - 11 | 116660827 | 3'UTR -
APOAS vaél_sogéggs.a N;giﬁggcr)bz: 11 | 116662407 | Missense | rs3135506
APOAS NM o208 - 11 | 116660785 | 3°UTR | rs192708363
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SequAénc'ia. Seguénf:ia Posicio _
Gene Referéncia: Referéncia: troca Chr Tipo rs
troca nucleotidica proteica Chr

APOAS NM D208 - 11 | 116660672 | 3'UTR | rs114627122
APOA5 N“gﬁ%’fi“ NPF—).“A“S;??;"Z: 11 | 116662352 | Missense | rs34282181
APOA5 N'\é'.—S%ZéngM 'i,%f;‘fﬁé)&f: 11 | 116661392 | Missense | rs2075291
APOAS NM 0520084 - 11 | 116663115 | S'UTR | rs186726407
APOB Nm&%i?gff E%‘:ﬁgg}&i 2 21224843 | Missense | rs12713450
APOB Nyggggigzéz: ':_F;E?,gg%é@ 2 21229905 | Missense | rs12720854
APOB o aor 2 ’\[l)l.:’l?’_r%%%if)éﬁz 2 | 21251367 | Missense | rs12714214
APOB N oo 2 ';‘F\’A?ggg;ié 2 | 21225500 | Missense | rs61743502
APOB Ncﬂagggfff Ei—rggggg‘éﬁ; 2 21228827 | Missense | rs1801701
APOB N oot 2 T)P.Tffffg\?ﬁ 2 | 21232803 | Missense | rs584542
APOB e pNiggggfgﬁﬂzet 2 | 21238007 | Missense | rs61736761
APOB NM@%%Z%S:{;Z: E,Zﬁgg;gﬁj 2 21229446 | Missense | rs1042023
APOB e g‘;;ﬂgg%éﬁs 2 | 21231387 | Missense | rs2163204
APOB Nygggggi‘éz g;—sgggggii 2 21232845 | Missense | rs12713681
APOB N'Z';fgggi‘f'r'z: - 2 21224422 | 3'UTR | rs12720763
APOB N'\ggggffé'z N;ﬁzgggzlséfz 2 21260058 | Missense | rs72653059
APOB N'\g;(ﬁ?f{‘_'z - 2 21224591 | 3'UTR | rs72654428
APOB N?Igg§$§é2: N:ﬁggggﬁf: 2 21255355 | Missense | rs12714225
APOB NI(\:/.I__:LOlOSOC3§4c15.2: - 2 21266932 | 5°UTR rs1800480
APOB N&fgggi‘;z; N;;,%??ggﬁf: 2 21249716 | Missense | rs12691202
APOB Nyfggggizz EZnggggifr; 2 21232373 | Missense | rs12713675
APOB N&—ggggi‘kz; Npﬁ—ﬁgﬁfsﬁz 2 21249682 | Missense | rs12714192
APOB Nﬁf'ggggiiﬁgz ':2}222313}% 2 21229860 | Missense | rs12720855
APOB Nﬁ,’{g‘é%‘?ff,f: '3.2;?232%2( 2 21225597 | Missense | rs61743299
APOB N'\é';l%%(?ff_'z Np'}?c?ffgé’éf: 2 21260934 | Missense | 433C>T
APOB N'C\f's—ffggg‘kz EZ—S?S%Z% 2 21233997 | Missense -
APOB NM%‘;‘;?: AZ: EC&???SQ% 2 21225012 | Missense | rs1801703
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APOB NN oeasna 2 g‘g—lgggggijs 2 | 21225528 | Missense | rs61743313
APOB Nl;ﬂg;)é)é)iiéZ ':i'—lgfgggié 2 21233972 Missense rs533617
APOB N'X'Z—ggggi‘}rz: '\;?ﬁg%g?ﬁ_seﬁ: 2 21245889 | Missense | rs12714097
APOB e ':;—Iggggﬁﬁr 2 | 21224853 | Missense | rs1801695
APOB Ncﬂﬁ%%ﬁ?ﬁ(.;z: ':F,;ngggziéﬁl 2 21229679 | Missense | rs61742331
APOB Nc'\.qﬁ(%%%?jl?:(.:z: E_Pﬁggggﬁ% 2 21228960 | Missense | rs61744288
APOB Nﬁf'z—gog(?éi‘;z '\;5&?29083;7%3: 2 21242644 | Missense -
APOB N oot 2 '\;)f’lj—r‘z)%%iﬁ&: 2 | 21242613 | Missense | rs41288783
APOB Nch,’izgﬁgfff '\F')_P”—ffgfj\‘r}'azl: 2 21225354 | Missense | rs72654423
APOB e E‘Z—gﬁ%ﬁ%é 2 | 21233909 | Missense | rs1801699
APOB NN ossn 2 ';"Z—e?gggﬁf; 2 | 21228339 | Missense | rs12713540
APOB M 000384 2 ';‘F\’A?(l’gggié 2 | 21236061 | Missense | rs144034290
APOB e - 2 | 21224373 | 33UTR | rs72654430
APOB N?gfgggi‘éZ: Eﬁgg%igﬁ; 2 21233615 | Missense | rs371224295
APOC1 N'\é';(;ngi“g'& - 19 | 45422561 | 3'UTR rs1064725
APOC1 N'\’éjfgéi‘é5'4: Ngjf’eollg\?/’gtr 19 | 45418196 | Missense | rs72654453
APOC1 Ny;fg()lﬁi%4: - 19 | 45422587 | 3'UTR | rs12721054
APOC2 N'Z';Zogféfi‘“ - 19 | 45452710 | 3'UTR -
APOC2 N'\(’:';%%Oc“f?"“ - 19 | 45452506 | 3°UTR rs7253690
APOC3 N'\gl—_ggvoff'li - 11 | 116700640 | 5°UTR -
APOC4 N'\é':ggii“gz: - 19 | 45445506 | S'UTR | rs76214972
APOC4 N'\(’:':g’géi‘f'z - 19 | 45445517 | S°UTR | rs79429216
APOC4 N'C\f';fsoolgiizz - 19 | 45448692 | 3'UTR | rs12709884
APOC4 Ng';fsoggiiz - 19 | 45448695 | 3UTR | rs10425530
APOE N'\é';l%(;%?f%z; I:%%O&Ogéi: 19 | 45412040 | Missense | rs769455
APOE Nnéggg(éo: /i'Z: ':f;?;;ggﬁ;z 19 | 45412236 g:g?jg” de | 15121918396
CETP NM_o0782 I\&?;loé)f%s: 16 | 57003846 | Missense | rs34716057
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Gene Referéncia: Referéncia: troca Chr Posigdo Tipo rs
troca nucleotidica proteica Chr
CETP NV oonre2 '\;_F’A—?gofé)ggiﬁ: 16 | 57017319 | Missense | rs1800777
CETP N'X'l—fgggféz I\;)F.),&(I)fsoé)(ﬁf’rg: 16 | 57015091 | Missense rs5880
CETP N'V(':.—ffggg&z N;—Aolgggg?f: 16 | 56995935 | Missense | rs34065661
CLMN NM 021323 '\:fp—%%%ﬂﬁ: 14 | 95658022 | Missense | rs10149705
CLMN NN car3t3 - 14 | 95654741 | 3UTR | rs13379182
CLMN NN Jarse s - 14 | 95656496 | 3°UTR | rs28707051
CLMN NN oot s - 14 | 95656876 | 3°UTR | rs73333229
CLMN e - 14 | 95652608 | 3'UTR | rs74079240
CLMN NC'\.%%%‘;?:‘S: - 14 | 95652266 | 3'UTR | rs114567749
CLMN el - 14 | 95656128 | 3UTR | rs116472671
CLMN NN oaran s - 14 | 95654854 | 3UTR | rs116779805
CLMN NM 02ar313 prﬁggggégfz 14 | 95662845 | Missense | rs61750771
CLMN Y aaer - 14 | 95654945 | 3UTR | rs7155470
CLMN NN Tt - 14 | 95654909 | 3UTR | rs7156866
CLMN M oaere - 14 | 95657811 | 3°UTR | rs114588605
CLMN NN a1 o1.3: - 14 | 95654055 | 3UTR | rs149311951
CLMN NN oarsn s - 14 | 95651387 | 3°UTR :
CLMN NN oo - 14 | 95651441 | 3UTR -
CLMN DA - 14 | 95653700 | 3UTR | rs116794212
CLMN NN oarons - 14 | 95652869 | 3UTR | rs137926224
CLMN N eoaa - 14 | 95651912 | 3'UTR | rs142407833
CLMN N oo - 14 | 95651618 | 3'UTR | rs8020060
CLMN Nﬂg‘{ﬁ@?ﬁ :: - 14 | 95652792 | 3’UTR -
CLMN N?l_z(l)gééi‘}l:& Tgﬁ&%%toﬁgz 14 | 95670221 | Missense | rs116654567
CLMN AN - 14 | 95652707 | 3'UTR | rs112366105
CLMN NV Dparas3 - 14 | 95657396 | 3'UTR | rs143029831
CLMN N e - 14 | 95654675 | 3UTR | rs143612295
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CLMN ke - 14 | 95654780 | 3UTR | rs7155222
CLMN NN T - 14 | 95652727 | 3UTR | rs61976556
CLMN N'C\f'z—%gﬁi‘é& '\;_PT—%QZ%%;? 14 | 095660243 | Missense | rs148831726
CLMN NV oaara s - 14 | 95656683 | 3UTR | rs74777248
CLMN NN oot 3 - 14 | 95652866 | 3°UTR | rs75063901
CLMN NN oearsns: - 14 | 95655106 | 3UTR i
CLMN NN foearsns: - 14 | 95656826 | 3'UTR i
CLMN NN oot - 14 | 95652868 | 3°UTR i
CLMN NC'\.%%%‘;?:"T& - 14 | 95649069 | 3'UTR | rs55869249
CLMN Y o - 14 | 95648678 | 3'UTR | rs56817762
CLMN NN oaran - 14 | 95649385 | 3UTR | rs7157746
CLMN NN ool 3t3: - 14 | 95648773 | 3'UTR | rs111596735
CLMN N s - 14 | 95654001 | 3UTR | rs75541050
CLMN M paT3e.3 - 14 | 95656916 | 3'UTR | rs56119341
CLMN TG '\;?6&7395071&2: 14 | 95670617 | Missense | rs35010297
CLMN M pzarse 3 - 14 | 95657758 | 3°UTR | rs74079247
CLMN NN el - 14 | 95653185 | 3°UTR :
COQ10A NM_ores Npﬁaitly 3 12 | 56660905 ?nﬁg?ang:: rs60542959
COQ10A Y aoaro3 - 12 | 56664231 | 3UTR | rs77131854
COQ10A M o703 - 12 | 56664433 | 3UTR | rs74603322
COQ10A Mo - 12 | 56660859 | S°UTR :
COQ10A o3 - 12 | 56660693 | SUTR | rsl274498
CRABP2 NM_oLo7e.3: - 1 | 156669772 | 3UTR | rs150325179
CRABP2 M ores: - 1 | 156669746 | 3'UTR | rs140053989
CRABP2 N res - 1 | 156669726 | 3'UTR | rs114386049
CRABP2 MO0 or8s - 1 | 156675562 | SUTR | rs116587898
CYP2C9 s I\;T,&?;fggﬁii: 10 | 96702066 | Missense | rs7900194
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CYP2C9 NMO00T -3 - 10 | 96748873 | 3UTR | rs9332241
CYP2C9 N“g;gg%:é& '\rfﬁ%%%?leﬁrg: 10 | 96708974 | Missense | rs2256871
CYP2C9 N'X'l—g?g;g& N;nggg;ﬁif: 10 | 96741053 | Missense | rs1057910
CYP2C9 NM 0003 “;F’A—?gggrs 10 | 96740981 | Missense | rs28371685
CYP2C9 N“QE%%()TTCH Nrffﬁ‘;g%?rif: 10 | 96740958 | Missense | rs57505750
CYP2C9 N'V(';fgggrl'& NE_—\(/)SIOJSGZU'Z: 10 | 96698452 | Missense -
CYP3A4 A - 7 | 99354808 | 3UTR | rs28371763
CYP3A4 M 2005 - 7 | 99355073 | 3UTR | rs28988604
CYP3A4 N?;gzlgéS%S: - 7 99355427 | 3'UTR | rs12721631
CYP3A4 o %&%5195128&% 7 | 99367427 | Missense | rs4986907
CYP3AS NM_QoorTr 3 N:ﬁoiggg%lz 7 | 99273815 | Missense | rs28383468
CYP3A5 N'\&ggogjl'& '\:3%2?1%70%%: 7 99270222 | Missense | rs41279857
CYP3AS Moo - 7 | 99277503 | SUTR | rs28371764
CYP3AS 0T N%Egﬁzgilrgl: 7 | 99260401 | Missense | rs6957030
ANGPTL3 NN a2 - 1 | 63070604 | 3'UTR -
ANGPTL3 N'\(’:'ﬁ%‘.‘r“fg'z: Nppmzfgggghlr 1 63067494 | Missense | rs77871363
ANGPTL3 a2 - 1 | 63071108 | 3'UTR :
ANGPTL3 O aaa? - 1 | 63070781 | 3'UTR -
EGFR Nygfgg’éii& B'Z—e?ffezzlisi 7 55273162 | Missense | rs41321844
EGFR M 00228 3 Np?ﬁggigif: 7 | 55240692 | Missense | rs140516819
EGFR N a2t - 7 | 55273345 | 3UTR | rs17290755
EGFR N?gggé’éi?& '3.5@22??3% 7 55273306 | Missense | rs35918369
EGFR e ooezes s, . 7 | 55238268 | 3'UTR | rs10228436
EGFR NS - 7 | 55238380 | 3'UTR | rs17336995
EGFR C’\'l'\gggog’f;g; - 7 55238253 | 3'UTR | rs17290225
EGFR N?f?é’é’éi?r‘& Npgggggég.z: 7 48761397 | Missense | rs17290162
EGFR Nieea0o28 '\:)Ps—sr‘r;%iilhg 7 | 55238227 | Missense | rs10258568
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EGFR NN o00228 3 - 7 | 55274380 | 3UTR | rs41486949
EGFR N'g';&oféii& - 7 55273447 | 3'UTR | rs17337528
EGFR Nyfé)é’g‘r’f\i%& '\L?H?ggsszslsrg: 7 55268897 | Missense | rs17290699
EPHX2 NV TS ﬁ%&%ﬁﬁ;z 8 | 27394367 | Missense | rs145160595
EPHX2 N'X'l—gggg%& 'T[,F,’;\?féfgé’f 8 27402007 | Missense | rs147425478
EPHX2 N'::’.'_—f%lg%& - 8 27348554 | S'UTR | rs115318000
EPHX2 N o> - 8 | 27402253 | 3UTR | rs56187906
EPHX2 MO0 - 8 | 27348673 | S'UTR | rs75302548
EPHX2 N'\é'é%glcgjgsi ':%%0110937&2 8 | 27361241 | Missense | rs17057255
EPHX2 M T . 8 | 27348626 | S'UTR | rs72473929
EPHX2 NM_Q00T9.5: - 8 | 27358495 | Missense | rs139234214
F7 N'\é'gggoTlféA: N;ng%%)zsi'rlz 13 | 113771107 | Missense | rs141219108
F7 Y o - 13 | 113774562 | 3UTR | rs3093256
F7 Nc&I%%?iﬁ : - 13 | 113774971 | 3'UTR rs3093259
F7 N'z';é’gggt‘“ - 13 | 113773855 | 3'UTR | rs116688254
F7 Ny’%o%ogg: - 13 | 113773995 | 3°UTR rs3093251
F7 Nﬂﬁggfj&“ - 13 | 113774468 | 3°UTR rs3093255
F7 e - 13 | 113773942 | 3°UTR | rs151109093
F7 Nﬁf' ’:60305%34: - 13 113773961 3'UTR rs3093250
F7 Nﬂﬁggfi“ - 13 | 113774597 | 3°UTR rs3093257
F7 N'X';é’%éi#“ - 13 | 113773980 | 3°UTR | rs141116208
F7 Ny;gggéit‘“ - 13 | 113774002 | 3'UTR | rs145837821
F7 P '\F')"Déﬁ%l;@iz 13 | 113773254 | Missense | rs3093248
GHR NM_Qoioersi92 - 5 | 42720218 | 3'UTR | rs17839373
GHR NM;E%%‘.‘E,EQ'Z: - 5 42720307 | 3°UTR | rs17839374
GHR N'\’C'jff71§;éif'2: - 5 42721316 | 3°UTR rs2973016
GHR NMag%i%‘gfﬁg'Z: Npﬁggﬁiggiz'lz 5 42718928 | Missense rs6182
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GHR NM;?%%‘(‘ZZS?'Z: Npﬁg?géégﬁf'lz 5 42719344 | Missense rs6184
GHR NM—C?gzl;éi?’ng'z: prggﬁiggﬁis.lz 5 42689061 | Missense | rs75028043
GHR N'V(':.—ff#géi%gz: - 5 42721296 | 3'UTR | rs144561552
GHR NM—(j?%gﬁf:gg'Z: Npﬁ%léigﬁglz 5 42711408 | Missense | rs143814221
GHR NM;&%&“CZS;’Q'Z: - 5 42719890 | 3'UTR | rs34929920
GHR N“’éjffﬁllzféif'z: - 5 42721137 | 3°UTR
GHR s - 5 | 42721460 | 3UTR | rs62372049
GHR NMf%féifg'z: Npﬁ%égégﬁi'lz 5 42711376 | Missense rs6177
GHR NME(,)SalgiiBng'Z: - 5 42719562 | 3°UTR | rs376523421
GHR NM 02123992 Nn:)_g?éigggzyss.lz 5 | 42700021 | Missense | rs121909362
GHR vaél_’920219224§§969.2: - 5 42721818 | 3'UTR | rs35415717
GHR NM Ol 222999.2 Npﬁ%iéé%zif'lz 5 | 42718577 | Missense | rs61758977
GHR NM 0012429992 - 5 | 42424503 | SUTR | rs141219916
HMGCR Nc'fﬂigggf’fg: - 5 74657273 | 3'UTR -
HMGCR NN a0 - 5 | 74657652 | 3'UTR | rs17238554
HMGCR Nm—gfgﬁiﬁf: N;ﬁggggg/oéllz 5 74652199 | Missense rs5908
HMGCR NM_goes9 2 - 5 | 74656201 | 3'UTR | rs377093901
HMGCR N?;fg??fgéz: - 5 74656664 | 3'UTR | rsl7244932
HMGCR NME?ggf.ig'z: - 5 74633081 | S'UTR | rsl7244722
HMGCR .2 - 5 | 74656405 | 3'UTR | rs113929238
IL10 N'(\:’.';ggfgﬁzi - 1 | 206941220 | 3'UTR rs6687786
IL10 Ng';sofgogﬁ'z: - 1 | 206941463 | 3'UTR | rs6697497
IL10 M or22 NpPléc:SggeAsr;: 1 | 206945738 | Missense | rs145922845
IL10 22 - 1 | 206041029 | 3'UTR | rs3024499
IL10 N'\g;(ig%s:é'z - 1 | 206941966 | 3'UTR | rs45588933
IL6 N“é'z%%?rio,f‘& ﬁ%fﬁfgféiﬁ: 7 22771039 | Missense | rs13306435
IL6 N'\/chgggigro'& Nsﬁ(iggggirlz 7 22767137 Missense rs2069830
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IL6 NM 0020003 - 7 | 22766834 | SUTR | rs2069857

ITIH4 N'\&ggéﬂi““ N;;/%?ﬁgﬁf: 3 52861113 | Missense | rs148418409
KIF6 N'\&é‘;‘rﬁé‘“ Nﬁj?es(?f\%i& 6 39682532 | Missense | rs34059104
KIF6 M2l 4 N:—Sifs?ggj‘f: 6 | 39688551 | Missense | rs114269617
KIF6 Nc'fﬂi(l)g‘rl’%zz N - 6 | 39303307 | 3’UTR | rs115025619
KIF6 N'(\:’.';jgg’gi?r"“ - 6 | 39303878 | 3’UTR | rs116706958
KIF6 M erar - 6 | 39304012 | 3UTR | rs74659777
KIF6 M ooat 4 - 6 | 39303368 | 3'UTR i

KIF6 NC'\./’!‘E:I(-)‘é?_OTZZCf: - 6 | 39303227 | 3UTR | rs190137715
KIF6 sz'l—llgfgié‘“ ’\;fé?r??; f;‘r'g: 6 39545832 | Missense -

KIF6 NV et 4 - 6 | 39303840 | 3'UTR | rs11758639
KIF6 NV Jaonar 4 %%59559:16&1 : 6 | 39398931 | Missense | rs61748649
KIF6 N e - 6 | 39302876 | 3'UTR | rs72858468
KIF6 i - 6 | 39303166 | 3'UTR | rs72858469
KIF6 N ot - 6 | 39304103 | 3'UTR | rs72858477
KIF6 ’\::'\f'{(l)ggofc‘l - 6 | 39303282 | 3'UTR | rs16891944
KIF6 M Jao02r 4 Np%%%%geé;: 6 | 30545026 | Missense | rs142944273
KIF6 N ol - 6 | 39303139 | 3'UTR | rs144747535
LCAT N'\:E%a%izf\'lz ’\LF.)§2P2%222TOH:: 16 | 67976320 | Missense | rs4986970
LDLR N oot 4 T)%Sgggll'l&';; 19 | 11231101 ng&zge 5121908031
LDLR N - 19 | 11242215 | 3UTR | rs17243011
LDLR Ncﬂigggsczj N - 19 | 11243411 | 3UTR | rs55971831
LDLR Nyfff£g§24: '3%803%1:5';: 19 11222247 | Missense | rs879254797
LDLR NN oooozT 4 - 19 | 11243542 | 3UTR | rs143587805
LDLR Nﬂﬂggg N - 19 | 11243469 | 3UTR -
LDLR N“éggg%SfZA: ';'?53210:71?;: 19 | 11216083 ngr‘;ré:e rs752596535
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LDLR NV o000zl '\F')F’A—ggggllf'é 19 | 11227630 | Missense | rs753707206
LDLR Nc'fﬂzggggzz : : - 19 | 11244008 | 3'UTR | rs72658879
LDLR NCM1228%ZZ /f : - 19 | 11243132 | 3'UTR | rs367606490
LDLR NM 0000274 '\F')PC—Sng’jfylr 19 | 11216133 | Missense | rs121908039
LDLR Nyz—ggggié‘“ ';%23%571&3: 19 11238761 | Missense | rs750518671
LDLR N'X'ﬁgg?iyi N;.—.‘Zigiﬁ}lz 19 11224315 | Missense | rs879254913
LDLR YT & T)%R/%%%lgﬁz 19 | 11227604 | Missense | rs137929307
LDLR NN T 4 - 19 | 11244204 | 3UTR | rs200039283
LDLR N'C\f'l—ggggi‘“ ':%g&ozgﬁélt: 19 | 11224052 | Missense | rs28942078
LDLR Nﬂﬁggg /f : - 19 | 11244118 | 3'UTR | rs142697277
LDLR N'g'ﬁof%i‘“ - 19 | 11242709 | 3'UTR | rs17243018
LDLR N';’.';ggggﬂ"': - 19 | 11242957 | 3'UTR | rs72658874
LDLR N s “;f;?:f;llfhf 19 | 11204058 | Missense | rs28942079
LDLR RN TI g%&%ﬂ%ﬁ;z 19 | 11226829 | Missense | rs28941776
LDLR Nyz—fffgi‘“ '\;'}%08015413“11: 19 11240240 | Missense rs5928
LDLR Nﬂ%ig%;“ - 19 | 11243904 | 3°UTR -
LDLR sz;ggggfc"“ - 19 | 11242974 | 3'UTR | rs10409044
LDLR N el - 19 | 11244046 | 3UTR | rs28398082
LDLR N'X‘;ggggi?‘“ - 19 | 11242795 | 3'UTR | rsl7242677
LDLR Nhga(;(;(é5>2é.4: ’\;I)PS_eOrOS(;SGlC?yi 19 | 11221364 | Missense | rs879254747
LDLR Moozl 4 '\:)Pgé’rolgi}ij 19 | 11216112 | Missense | rs121908026
LDLR Nl\g;cl)ggsi.m - 19 | 11242011 | 3'UTR | rs56270417
LDLR NM 00027 4 - 19 | 11200085 | S'UTR | rs875989887
LDLR Nﬂﬁggﬁfj /f : - 19 11243324 | 3UTR | rs10415069
LDLR Nyfgf§c55524: ':'?532393581%1: 19 11221400 | Missense | rs879254754
LDLRAP1 NC'\.’,[—l%‘r’S%ZZ'TZ: - 1 25895276 | 3'UTR rs10062
LDLRAP1 Nc'fﬂi%igzz AZ: - 1 25895277 | 3'UTR rs4537542
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LDLRAP1 e - 1 | 25804705 | 3'UTR | rs76969561
LDLRAPL M 0lo02T 2 - 1 | 25893546 | 3'UTR | rs62619761
LDLRAPL M 0le02r 2 N;T‘;?gfgﬁf: 1 | 25800188 | Missense | rs114583297
LDLRAP1 NM 002l 2 '\;_F’A—?giﬁsf‘g‘éiﬁ: 1 | 25890248 | Missense | rs148579379
LDLRAP1 N'\é'%lz‘r’csg'z '\;'Fj&?;g;’%‘s: 1 25890247 | Missense | rs41291058
LIPA NM_Q0 27001 - 10 | 90974255 | 3'UTR | rs117967877
LIPA MO0 eroos 1 - 10 | 90973977 | 3UTR | rs9664201
LIPA NM Q0270051 Npﬁf’gllrﬁf:g”: 10 | 90988131 | Missense i
LIPA N“’éjffllgfgg‘f'l: - 10 | 90973398 | 3UTR | rs78931290
LPA M oTl = - 6 | 160952683 | 3'UTR i
LPA il ';‘Z—Igggggilza 6 | 160963774 | Missense | rs41265936
LPA il E%?gggggjs 6 | 160952816 | Missense | rs41267807
LPA N ool 7 E‘Eg‘iggiﬁé 6 | 160953642 | Missense | rs41267809
LPA M J08o77 2 pN;—SgggggsLjs 6 | 160977059 | Missense | rs59566810
LPA N oo ';‘"Z—Igggiggﬁr: 6 | 160968889 | Missense | rs144281871
LPA Nm—gg’glz E;—rggig%ﬁ; 6 | 161006105 | Missense | rs41272112
LPA a1 2 ';'Z—rgggggglzn 6 | 160098276 | Missense | rs147235826
LPA N ol L2 'F\)“;—I(S"l)gggié 6 | 161010615 | Missense | rs41267817
LPA N?Z?S??Zéz: 2&32259%%21; 6 | 160978442 | Missense | rs41264308
LPA el ';'F;—h??gggzé 6 | 161016550 | Missense | rs62621433
LPA N oo ';‘z—lgggggf/; 6 | 160963771 | Missense | rs76062330
LPA N';%f?ggﬁz 'S'_Z—Igggggiéz 6 | 161020641 ng&gse rs113020022
LPA NL\."@OZOZE’SZ’Z: gi—rgggggifp 6 | 160998277 | Missense | rs140720828
LPA Mool pN;_rggggflsiyzs 6 | 160966559 | Missense | rs139145675
LPA N?Egggng“ ':'_}99095950635 6 161022107 | Missense | rs41259144
LPA N&ggjﬁléz: '\;)'?S—gr%‘zgecgéz 6 161027620 | Missense | rs41269892
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SequAénc'ia. Seguénf:ia Posicio _
Gene Referéncia: Referéncia: troca Chr Tipo rs
troca nucleotidica proteica Chr
LPL NM 002372 - 8 | 19823192 | 3UTR 53289
LPL N'g'*—g%)éi&z - 8 19823770 | 3'UTR | rs11570893
LPL Nﬁf'ff%’éiff '\;)?'&?5402272?#: 8 19818551 | Missense rs5934
LPL NN ST 2 - 8 | 19824604 | 3'UTR | rs17091815
LPL Nc“i—fi(i%?fcz: - 8 19824237 | 3'UTR | rs58998793
LPL N“giggnglz pr’)&ggggiiﬁ: 8 19805708 | Missense | rs1801177
LPL s 2 N;H(’iggfé?hlz 8 | 19805815 | Missense | rs11542065
LPL M 00231 2 - 8 | 19796688 | S'UTR | rs75890454
LPL Nc'\,/iigaggéz - 8 19824464 | 3'UTR -
LPL s 2 '\&?&06202\%: 8 | 19819682 | Missense | rs150319057
LPL NM 000287 2 '\;f'&gr?gfgg;: 8 | 19813529 | Missense rs268
LPL Nt 2 - 8 | 19824112 | 3'UTR | rs139240067
LRP1 NM Q02992 2 '\éf’;?:zsz\fj: 12 | 57539082 | Missense | rs1800127
LRP1 Nyfgfggiiz FI:I-ZTS%%%VZE; 12 57587720 | Missense -
LRP1 N o ';“kggﬁﬁfs 12 | 57603544 | Missense | rs150065523
LRP1 N'\(’:':ggéﬁ'z - 12 | 57522668 | 5°UTR -
LRP1 NG ';'Z;gﬂigﬁfs 12 | 57606021 | Missense | rs142605462
LRP1 a2 - 12 | 57606421 | 3'UTR | rs35827450
LRP1 Ncﬂza%iff+2: B'_%?%gigﬁ 12 | 57602881 | Missense | rs79435985
LRP1 Nﬁf'gffjéiiz Q.'Zzﬁ%géf\'fé 12 | 57578673 | Missense | rs34577247
MPO NM_S00en L I\;l)l.jl\ﬁg(t)gé#hlr: 17 | 56356502 | Missense | rs56378716
MPO Nyz—ffgiigl: N;ﬁzg%‘\‘/léllz 17 | 56348106 | Missense rs2759
mTHRR | XMODSLS819.2 xpﬁicigggsljz.zz 1 | 11847936 | Missense | rs116013353
MTHFR NMaggéjéon&l: Npﬁgeégégéﬂ'lz 1 11850927 | Missense | rs2274976
MTHFR NM6221320328'1: - 1 11850194 | 3'UTR | rs45625835
MTHFR N'\’C'.—fgslf’ggii\&li - 1 11847167 | 3'UTR | rs182398073
MTHFR XMC—E%%TXQ'Z: xpﬁg(;fé?lggzz.zz 1 11848080 | Missense | rs371188005
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SequAénc'ia. Seguénf:ia Posicio _
Gene Referéncia: Referéncia: troca Chr Tipo rs
troca nucleotidica proteica Chr
MTHFR NME.%%E?%’SES'L Npﬁgﬂ%g;ms;.l: 1 11850750 | Missense | rs35737219
mTHFR | NM_OD1330958.1: - 1 | 11848923 | 3UTR | rs114646114
mTHFR | NM_ODI330958.1: - 1 | 11846270 | 3'UTR | rsl057624
MTTP NM 000032 N;vg?fggﬁf: 4 | 100512392 | Missense | rs61750974
MTTP N“gzgg(gfg'Z: N;—Golgggﬁif: 4 | 100504566 | Missense | rs61733139
MTTP N'g'l—ggféiiz: '\;)Eé?fggf;‘éf: 4 | 100532602 | Missense | rs113337987
MTTP N s ’:.Pfguosolzféhi 4 | 100542308 | Missense | rs144590904
MTTP NM 000258 2 '\;%gsggf:ﬁ: 4 | 100521805 | Missense | rs17029215
MTTP N“g;gg()czfé'z '\F‘)_Pélonozﬁ“éﬁ: 4 | 100512919 | Missense | rs17599091
MTTP NM_O00253 3 N:ﬁg%g}f 4 | 100503136 | Missense | rs141736123
MTTP NM000253 3 '\;f'&gr?ffgg;: 4 | 100510825 | Missense | rs61733140
MYLIP M 32023 - 6 | 16147977 | 3'UTR | rs185701087
MYLIP M 02023 prﬁggggﬁif: 6 | 16143300 | Missense | rs79992066
MYLIP NM_013202.3: - 6 | 16147840 | 3'UTR | rs114004922
MYLIP NN ooz - 6 | 16148386 | 3’UTR | rs112375157
MYLIP M 132923 - 6 | 16147853 | 3'UTR | rs73724995
MYLIP DTSN - 6 | 16148242 | 3'UTR :
NOS3 oo '\;'}%0101529&% 7 | 150693556 | Missense | rs3918166
NOS3 sz'z—ggfgg?‘“ E&%%%Ssgl\ﬁ: 7 | 150707344 | Missense | rs3918201
NOS3 04 - 7 | 150711263 | 3'UTR | rs151197128
NOS3 e Npﬁgeééiggﬁilz 7 | 150700483 | Missense | rs143125350
NPPA M 72 - 1 | 11005074 | 3UTR s5068
NPPA N?;gfg%l%3: - 1 11905851 | 3'UTR | rs61764044
NPPA NM gL r2s - 1 | 11905995 | 3'UTR rs5066
PCSK9 ICHBGRS - 1 | 55530309 | 3'UTR | rs149837083
PCSK9 M 1303 - 1 | 55520871 | 3'UTR | rsl7111557
PCSK9 Mo - 1 | 55505266 | SUTR | rs28362201
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SequAénc'ia. Seguénf:ia Posicio _
Gene Referéncia: Referéncia: troca Chr Tipo rs
troca nucleotidica proteica Chr
PCSK9 M 03 - 1 | 55520671 | 3'UTR | rs13376071
PCSK9 M a3 - 1 | 55520602 | 3UTR | rsl7111555
PCSK9 NM_174936.3: - 1 | 55520332 | 3UTR | rs28362287
PCSK9 NM_L79303 N;éggﬁgf: 1 | 55505604 | Missense | rs564427867
psko | NVAMSSES | NPTTISSEZ |y | ooy | wissens Sill?siinﬂaﬁ;a
Iteratura
PCSK9 M 03 - 1 | 55520428 | 3UTR | rs557622245
PCSK9 Y oo - 1 | 55530106 | 3'UTR | rs28362292
PCSK9 M 30 3 - 1 | 55520701 | 3'UTR | rs28362288
PCSK9 Y oo 3 - 1 | 55520588 | 3'UTR -
PCSK9 ReRio - 1 | 55505224 | SUTR | rs72658388
PCSK9 NMJ14930.3: '1?;?;474539%% 1 | 55523855 | Missense | rs28362263
PCSK9 N'X'ﬁgggii& '\F')Fkgjé’gfrg 1 | 55524222 | Missense | rs141502002
PCSK9 M T30 ’\;;F.)ﬁr707277599£i§: 1 | 55521701 | Missense | rs72646509
PCSK9 N'Z'l—;ggiz?: '\:)F.’érggfgfr'g: 1 55527222 | Missense | rs28362277
PCSK9 NMLA a0 3 '\;P'Kggfffrg 1 | 55518374 | Missense | rs148195424
PON1 a5 - 7 | 94927865 | 3UTR | rs3917576
PON1 e - 7 | 94027864 | 3UTR :
PON1 N oo - 7 | 94927996 | 3UTR | rs3917575
PONL1 N'\(’:'E%goc“f?'s: ’\;F,&?fzoollf\;fl: 7 94937419 | Missense | rs80019660
PPP1R17 T - 7 | 31747753 | 3UTR | rs17160458
PPPIRL7 M oo - 7 | 31747856 | 3'UTR | rs113797486
PPPIRL7 N oooo0 4 - 7 | 31747356 | 3UTR | rs145155723
PPPIR17 NM_000058 4 - 7 | 31726802 | SUTR | rs149187927
PPPIR17 A oooo8.4: - 7 | 31746045 | 3UTR rs34184
PPPIRL7 a4 - 7 | 31747355 | 3UTR | rs77451384
PPPIR17 NM 000058 4 - 7 | 31747405 | 3UTR | rs77858177
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SequAénc'ia. Seguénf:ia Posicio _
Gene Referéncia: Referéncia: troca Chr Tipo rs
troca nucleotidica proteica Chr
PPPIRL7 M 000004 - 7 | 31726693 | SUTR | rs77831788
PPPIRL7 NV 00058 4 - 7 | 31747763 | 3UTR i
PPPIRL7 M o058 4 - 7 | 31747301 | IUTR | rs74499062
PPPIRL7 NM 000084 Np%ggfgﬁ;: 7 | 31732084 | Missense | rs36047130
iy | T | W | | o
SCAP M 02232 - 3 | 47455260 | 3UTR | rs148831145
SCAP M 0le2d> 2 - 3 | 47455261 | 3'UTR | rs45453398
SCAP NM 012295 2 '\&?g’f;f;ﬁ: 3 | 47469017 | Missense -
SCAP N'C\f'z—gglzzéiiz N;ﬁ’?ggﬁf: 8 | 126449835 | 3'UTR | rs80023284
SCARBL o4 N;v%?i’ggﬁﬁ: 12 | 125209542 | Missense s5891
SCARBL 0.4 - 12 | 125262325 | 3°UTR | rs10396211
SCARB1 a0 4 - 12 | 125262509 | 3'UTR | rs58032386
SCARB1 TS - 12 | 125262516 | 3'UTR | rs184715678
SCARBL M 00000 4 - 12 | 125263039 | Missense | rs701103
SCARBL M oo 0o I\:)I.Ds_grofzg?_%j: 12 | 125299559 | Missense | rs150222965
SCARBL Y oo - 12 | 125062678 | 3UTR :
SCARBL M o0 4 - 12 | 125062254 | 3UTR | rs150512235
SCARBL NM 0850 4 - 12 | 125262779 | 3°UTR :
SLCO1B1 M oaso s Np_PP—hﬁ%‘ﬁéﬁ: 12 | 21355489 | Missense | rs59113707
SLCO1B1 T pr:_—ffgfgg@ 12 | 21391976 | Missense | rs34671512
SLCO1BL R - 12 | 21392205 | 3'UTR | rs72655363
SLCO1B1 o4 ';i%f’)?fg‘g;ig: 12 | 21358933 | Missense | rs59502379
SLCO1B1 NM_000as04 N;ﬁggi‘;?\’;f: 12 | 21349885 | Missense | rs11045852
SREBF1 NM—C?leggizTgl'z: Npﬁg?(}fgfizlflz 17 17723595 | Missense | rs115855236
srEpFL | |M-0D1005291.2 - 17 | 17740278 | sUTR i
sREBFL | |M-D010052912 Npﬁgc:ggggigj.l: 17 | 17722073 | Missense | rs114001633
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SequAénc'ia. Seguénf:ia Posicio _
Gene Referéncia: Referéncia: troca Chr Tipo rs
troca nucleotidica proteica Chr
SREBF1 NMaggiggsfil'Z: Npﬁgfiégggésﬁ.l: 17 | 17719989 | Missense | rs7214136
SREBF1 NM—C(.)%??COEZA(‘”'Z: Np—rfﬁigggﬁzl't 17 | 17723824 | Missense | rs147268500
SREBF1 NMfggggiflz: Npﬁfe;%(’z%zl?el'lz 17 17722503 | Missense | rs74520623
sREBF1 | NM-OOL000ZIL2 - 17 | 17715669 | 3'UTR | rs8064706
SREBF1 NMEE%E%E{’_LZ: - 17 | 17715415 | 3°UTR | rs73981076
SREBF1 NM;E%%%%SEELZ: - 17 | 17715066 | 3'UTR | rs73981075
sREBFL | |M-00W0S29L2 - 17 | 17715681 | 3'UTR | rs73981078
srEBFL | NM-D07005291.2 Npﬁg‘;}gfgfﬂgelt'lz 17 | 17720319 | Missense | rs36215896
SREBF1 NMaggég%r’fil'Z: Npﬁgzmgﬁzilz 17 | 17721165 | Missense | rs2229590
SREBF2 N Rz - 22 | 42302175 | 3UTR | rs201578340
SREBF2 NN 9.2 - 22 | 42302333 | 3UTR | rs182758758
SREBF2 NyfgngZiZ: '\g%gl%‘g?\%t: 22 | 42276825 | Missense | rs2229440
TNF o & - 6 | 31545391 | 3'UTR | rs3093665
TRIB1 NM 025195 2 - 8 | 126448719 | 3'UTR | rs56395423
TRIBL NM D019 '2%3;96‘(‘)7;5':; 8 | 126448674 | Missense | rs16900603
TRIB1 Nc'fi—lgé‘r;lffgi - 8 | 126450280 | 3'UTR | rs73704997
TRIBL s o % - 8 | 126449578 | 3'UTR | rs74486799
TRIBL Nc'f’i—lgzzilgffi - 8 | 126450234 | 3'UTR -

Legenda: ABCAL - Transportador de Cassete Ligante de ATP Subfamilia A Membro 1; ABCBL1 - Transportador
de Cassete Ligante de ATP Subfamilia B Membro 1; ABCG5 — Transportador de Cassete Ligante de ATP
Subfamilia G Membro 5; ABCG8 - Transportador de Cassete Ligante de ATP Subfamilia G Membro 8; ADD1 -
Adducina 1; ADIPOQ - Adiponectina; AGT — Angiotensinogénio; ALOX5AP - Proteina de ativacdo de 5-
lipoxigenase de araquidonato;ANGPTL3 — Angiopoietina Tipo 3; APOA5 - Apolipoproteina A5; APOB -
Apolipoproteina B; APOCL1 - Apolipoproteina C1; APOC2 - Apolipoproteina C2; APOC3 - Apolipoproteina C3;
APOC4 - Apolipoproteina C4; APOE - Apolipoproteina E; CETP — Proteina de Transferéncia de Ester
Colesterol; CLMN — Calmina; COQ10A - Coenzima Q10A; CRABP2 - Proteina de ligacdo ao acido retindico
celular 2; CYP2C9 - Citocromo P450 Familia 2 Subfamilia C Membro 9; CYP3A4 - Citocromo P450 Familia 3
Subfamilia A Membro 4; CYP3A5 - Citocromo P450 Familia 3 Subfamilia A Membro 5; EGFR — Receptor do
Fator de Crescimento Epidérmico; EPHX2 - Epoxidohidrolase 2; F7 — Fator de coagulagéo 7; GHR — Receptor
do Horménio de Crescimento; HMGCR - 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase; IL6 — Interleucina 6; IL10 —
Interleucina 10; KIF6 — Membro 6 da Familia Cinesina; LCAT - Lecitina Colesterol Aciltransferase; LDLR -
Receptor de LDL; LDLRAP1 - Proteina Adaptadora do Receptor de LDL 1; LIPA - Lipase A; LPA -
lipoproteina (a); LPL - Lipoproteina Lipase; LRP1 - Proteina relacionada ao receptor de LDL 1; MPO —
Mieloperoxidase; MTHFR - Metilenotetrahidrofolato redutase; MYLIP - Proteina de interagdo da cadeia leve
reguladora da miosina; NOS3 - Oxido Nitrico Sintase 3; NPPA — Peptideo Natriurético A; PCSK9 - Proteina
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Convertase Subtilisina/Kexina Tipo 9; PONL1 - Paraoxonase 1; PPP1R17 - Proteina Reguladora da Fosfatase 1
Subunidade 17; SCAP - SREBF chaperona; SCARB1 - Receptor scavenger classe B membro 1; SLCO1B1 -
Transportador carregador de soluto aniénico membro da familia 1B1; SREBF1 - Fator de Transcricdo do
Elemento Regulador do Esterol 1; SREBF2 - Fator de Transcri¢do do Elemento Regulador do Esterol 2; TNF —
Fator de Necrose Tumoral; TRIB1 - Tribbles Pseudocinase 1
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Quadro 6: Dados das analises estatisticas com resultado significativo (p<0.05) das variaveis numéricas

continuas.
N Auséncia
. Variavel da variante . . Desvio - L. 1° 3° Valor
Variante clinica N Presenca Média | Mediana Padrdo Minimo | Maximo Quartil | Quartil | dep*
da variante
73 26,88 23,00 14,19 8,00 80,00 17,00 33,00
VLDL 0,0305
ABCBL 3 14,33 15,00 1,15 13,00 15,00 14,00 15,00
rs2229107
125 154,24 132,00 103,59 41,00 930,00 93,00 | 184,00
€.3421T>A G 0,0159
3 72,33 73,00 5,03 67,00 77,00 70,00 75,00
ABCBL 123 198,39 210,00 64,96 82,00 480,00 | 150,00 | 231,00
rs9282564 LDL 0,0489
c.61ASG 13 157,08 144,00 61,35 36,00 243,00 | 11500 | 206,00
ABCG8 123 154,90 129,00 104,06 41,00 930,00 92,50 | 185,00
rs80025980 TG 0,0449
€.239G>A 5 88,80 72,00 45,35 41,00 1380,00 | 57,00 | 136,00
ADIPOQ 42 92,12 85,00 17,09 69,00 161,00 81,25 98,00
rs1501298 Glicemia 0,0097
.-149G>A 55 104,53 95,00 36,14 70,00 268,00 86,00 | 110,00
ADIPOQ 124 50,15 46,50 13,90 17,00 95,00 40,75 58,25
rs9842733 HDL 0,0075
€.-2989A>T 4 35,25 35,50 2,06 33,00 37,00 33,75 37,00
ALOX5AP 95 99,65 90,00 30,06 69,00 268,00 84,00 | 108,00
rs17245407 | Glicemia 0,0421
€.148C>T 2 75,50 75,50 7,78 70,00 81,00 72,75 78,25
134 199.48 173.00 87.03 98.00 480.00 | 147.00 | 243.00
LDL 0.0481
APOA5 2 101.00 101.00 26.87 82.00 120.00 9150 | 110.50
rs192708363
¢.-59C>A 75 137.69 128.50 38.48 78.50 237.00 | 11050 | 162.00
apoB-100 0.0276
2 78.20 78.20 10.32 70.90 85.50 74.55 81.85
64 24,67 21,50 12,78 8,00 80,00 16,75 30,50
VLDL 0,0280
APOAS5 12 35,50 29,00 17,79 17,00 63,00 21,25 47,25
rs3135506
¢.56C>G 103 137,85 119,00 68,41 41,00 399,00 86,50 | 169,00
TG 0,0081
25 211,92 156,00 178,26 85,00 930.00 | 120,00 | 216,00
APOB 131 196,66 208,00 65,12 36,00 480.00 | 149,00 | 231,00
rs12691202 LDL 0,0267
€.2188G>A 5 136,20 120,00 52,52 82.00 217,00 | 106,00 | 156,00
122 270,99 279,00 62,03 103,00 | 456,00 | 216,00 | 31375
CT 0,0291
APOB 6 217,00 220,50 38,83 158,00 265,00 | 19625 | 24250
rs12713450
€.13451C>T 130 197,01 209,50 65,62 36,00 480,00 | 149,25 | 231,00
LDL 0,0156
6 138,83 138,00 31,97 88,00 182,00 | 12825 | 156,00
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N Auséncia
14 1 1 o] 0
Variante Va'rlfivel da variante Média Mediana Desvlo Minimo | Maximo ! . 3 . Valor
clinica N Presenca Padréo Quartil | Quartil de p*
da variante
APOB 133 191,78 206,00 61,50 36,00 480,00 147,00 | 228,00
rs12713675 LDL 0,0328
€.7367C>A 3 312,33 244,00 137,85 | 222,00 471,00 | 233,00 | 357,50
APOB 124 154,78 132,50 103,73 41,00 930,00 92,75 184,50
rs12714225 TG 0,0225
€.12237>C 4 76,00 77,00 30,36 41,00 109,00 56,75 96,25
APOB 133 191,78 206,00 61,50 36,00 480,00 147,00 | 228,00
rs12720855 LDL 0,0328
€.9880T>C 3 312,33 244,00 137,85 | 222,00 471,00 | 233,00 | 357,50
APOB 133 191,78 206,00 61,50 36,00 480,00 147,00 | 228,00
rs61743299 LDL 0,0328
€.12697T>A 3 312,33 244,00 137,85 | 222,00 471,00 | 233,00 | 357,50
CLMN 74 26,74 22,50 14,13 8,00 80,00 17,00 32,75
rs111596735 VLDL 0,0475
€.-9128T>C 2 13,00 13,00 2,83 11,00 15,00 12,00 14,00
CLMN 127 190,61 205,00 61,81 82.00 480.00 145,50 | 226,00
rs112366105 LDL 0,0356
C.-5194C>A 9 248,44 231,00 93,85 127,00 471.00 | 217,00 | 244,00
123 50,14 47,00 13,99 17,00 95,00 40,00 58,50
HDL 0,0364
CLMN 5 38,60 37,00 5,68 32,00 45,00 35,00 44,00
rs114567749
¢.-5635T>C 74 142,09 140.00 29,68 56,30 223.00 126,25 | 156,50
apoAl 0,0252
3 102,73 102,00 23,91 79,20 127,00 90,60 114,50
123 50,14 47,00 13,99 17.00 95,00 40,00 58,50
HDL 0,0364
CLMN 5 38,60 37,00 5,68 32.00 45,00 35,00 44,00
rs116779805
c.-3047A>G 74 142,09 140,00 29,68 56,30 223.00 126,25 | 156,50
apoAl 0,0252
3 102,73 102,00 23,91 79.20 127,00 90,60 114,50
CLMN 73 142,56 140.00 29,22 56,30 223.00 127,00 | 157,00
rs116794212 apoAl 0,0174
C.-4201A>C 4 103,90 117,00 30,38 58.60 123,00 100,90 | 120,00
CLMN 131 192,99 205,00 66,32 36,00 480,00 145,50 | 228,50
rs56119341 LDL 0,0323
C.-985A>G 5 232,40 228,00 13,13 219,00 250,00 | 223,00 | 242,00
CLMN 127 190,61 205,00 61,81 36,00 480.00 14550 | 226,00
rs7155222 LDL 0,0356
.-3121T>C 9 248,44 231,00 93,85 127,00 471.00 | 217,00 | 244,00
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N Auséncia
.z - H o] 0
Variante Va'rlfivel da variante Média Mediana Desvlo Minimo | Maximo ! . 3 . Valor
clinica N Presenca Padréo Quartil | Quartil | dep™*
da variante
115 264,20 265,00 62,09 103,00 456.00 212,00 308,00
CT 0,0151
CLMN 13 306,15 324,00 49,77 192,00 392.00 286,00 326,00
rs7155470
€.-2956T>C 121 188,75 205,00 62,32 36,00 480.00 144,00 225,00
LDL 0,0041
15 240,33 232,00 74,84 127,00 471.00 209,00 244,00
115 264,20 265,00 62,09 103,00 456.00 212,00 308,00
CT 0,0151
CLMN 13 306,15 324,00 49,77 192,00 392.00 286,00 326,00
rs7156866
€.-2992A>G 121 188,75 205,00 62,32 36,00 480.00 144,00 225,00
LDL 0,0041
15 240,33 232,00 74,84 127,00 471.00 209,00 244,00
CLMN 73 138,72 138,00 29,37 56,30 223.00 123,00 152,00
rs74777248 apoAl 0,0410
c.-1218C>T 4 174,00 181,50 32,05 133,00 200,00 156,25 199,25
123 266,23 270,00 62,10 103,00 456,00 212,50 311,00
CT 0,0285
CLMN 5 323,40 311,00 30,04 293,00 358,00 302,00 353,00
rs75063901
€.-5035G>A 123 148,77 128,00 102,47 41,00 930,00 91,00 171,00
TG 0,0143
5 239,60 231,00 86,08 114,00 333,00 214,00 306,00
87 98,57 88,00 31.29 69,00 268,00 83,00 106,50
Glicemia 0,0340
COQ10A 10 104,20 104,00 13,54 84,00 129,00 95,75 112,00
rs1274498
c.-210A>G 125 197,66 210,00 66,06 36,00 480,00 149,00 232,00
LDL 0,0238
11 157,82 159,00 47,68 83,00 227,00 121,50 195,00
LDL 131 192,65 205,00 65,95 36,00 480,00 145,50 229,00
0,0314
CRABP2 5 241,36 225,00 28,24 217,00 282,00 | 223,00 | 259,80
rs150325179
c.-46T>C 75 129,33 122,00 36,43 41,00 245,00 105,00 148,00
apoB-100 0,0260
2 214,50 214,50 31,82 192,00 237,00 203,25 225,75
CRABP2 122 271,18 277,00 61,72 103,00 456,00 | 221,00 | 313,75
rs116587898 CT 0,0217
c.-162G>A 6 213,17 202,50 43,92 177,00 297,00 186,00 215,25
CYP3A4 74 129,61 122,00 37,79 41,00 245,00 105,00 147,75
rs28988604 apoB-100 0,0260
c.-683C>T 3 179,33 165,00 31,09 158,00 | 21500 | 16150 | 190,00
EGFR 124 270,39 277,00 61,81 103,00 456,00 | 216,00 | 313,25
rs17290225 CT 0,0399
c.-16G>A 4 208,75 198,50 41,12 173,00 265,00 181,25 226,00
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N Auséncia
14 1 1 o] 0
Variante Va'rlfivel da variante Média Mediana Desvlo Minimo | Maximo ! . 3 . Valor
clinica N Presenca Padréo Quartil | Quartil de p*
da variante
EGFR 134 193,38 206,00 65,42 36,00 480,00 | 147,25 | 227,75
rs35918369 LDL 0,0351
€.3629C>T 2 265,50 265,50 21,92 250,00 281,00 257,75 273,25
EPHX2 74 25,73 22,00 13,57 8,00 80,00 17,00 31,75
rs115318000 VLDL 0,0493
c.-172C>T 2 50,50 50,50 17,68 38,00 63,00 44,25 56,75
F7 74 25,73 22,00 13,57 8,00 80,00 17,00 31,75
rs116688254 VLDL 0,0493
¢.-533A>C 2 50,50 50,50 17,68 38,00 63,00 44,25 56,75
74 26,81 22,50 14,06 11,00 80,00 17,00 32,75
VLDL 0,0283
2 10,50 10,50 3,54 8,00 13,00 9,25 11,75
GHR 125 154,36 132,00 103,44 41,00 930,00 92,00 184,00
rs6182 TG 0,0228
¢.1340G>T 3 67,33 67,00 26,50 41,00 94,00 54,00 80,50
75 141,93 140,00 29,46 56,30 223,00 126,50 156,00
apoAl 0,0239
2 88,95 88,95 13,79 79,20 98,70 84,08 93,83
74 26,81 22,50 14,06 11,00 80,00 17,00 32,75
VLDL 0,0283
2 10,50 10,50 3,54 8,00 13,00 9,25 11,75
GHR 125 154,36 132,00 103,44 41,00 930,00 92,00 184,00
rs17839373 TG 0,0228
€.-692C>A 3 67,33 67,00 26,50 41,00 94,00 54,00 80,50
75 141,93 140,00 29,46 56,30 223,00 126,50 156,00
apoAl 0,0239
2 88,95 88,95 13,79 79,20 98,70 84,08 93,83
GHR 74 26,81 22,50 14,06 11,00 80,00 17,00 32,75
rs6184 VLDL 0,0283
c.1756C>A 2 10,50 10,50 3,54 8,00 13,00 9,25 11,75
GHR 118 50,36 47,00 14,10 17,00 95,00 40,50 58,75
rs62372049 HDL 0,0187
€.-1934T>C 10 41,80 40,00 8,79 34,00 65,00 37,25 43,00
126 270,50 276,00 60,23 123,00 456,00 216,00 312,50
CT 0,0195
2 140,00 140,00 52,33 103,00 177,00 121,50 158,50
HMGCR 134 196,26 207,50 61,14 82,00 480,00 | 149,00 | 230,75
rs17244932 LDL 0,0232
c.-497T>C 2 72,50 72,50 51,62 36,00 109,00 54,25 90,75
75 133,25 125,00 37,40 63,30 245,00 109,00 152,50
apoB-100 0,0318
2 67,70 67,70 37,76 41,00 94,40 54,35 81,05
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N Auséncia
14 1 1 o] 0
Variante Va'rlfivel da variante Média Mediana Desvlo Minimo | Maximo ! . 3 . Valor
clinica N Presenca Padréo Quartil | Quartil de p*
da variante
IL6 131 192,82 205,00 66,09 36,00 480,00 145,50 227,50
rs13306435 LDL 0,0499
C.486T>A 5 236,80 232,00 26,45 215,00 282,00 221,00 234,00
KIF6 74 129,61 122,00 37,46 41,00 245,00 105,00 148,00
rs61748649 apoB-100 0,0498
€.1652G>A 3 179,33 192,00 43,41 131,00 215,00 | 161,50 | 203,50
LDLR 92 97,03 88,50 25,71 69,00 268,00 83,00 106,25
rs10409044 Glicemia 0,0208
.-982G>C 5 138,20 | 116,00 66,99 89,00 255,00 | 102,00 | 129,00
LDLR 95 99,58 90,00 30,13 69,00 268,00 84,00 108,00
rs137929307 Glicemia 0,0318
c.1775G>A 2 79.00 79.00 0.00 79.00 79.00 79.00 79.00
LDLR 126 153,68 130,50 103,35 41,00 930,00 92,25 184,00
rs17242677 TG 0,0329
c.-803C>T 2 66,50 66,50 7,78 61,00 72,00 63,75 69,25
LDLR 92 97,03 88,50 25,71 69,00 268,00 83,00 106,25
rs28398082 Glicemia 0,0208
€.-2054G>A 5 138,20 116,00 66,99 89,00 255,00 102,00 129,00
111 264,60 269,00 63,01 103,00 456,00 212,00 308,00
CT 0,0360
LDLR 17 293,65 311,00 50,42 196,00 368,00 257,00 326,00
rs72658879
c.-2016G>A 118 191,51 199,50 68,33 36,00 480,00 144,00 225,00
LDL 0,0351
18 213,67 218,00 39,17 131,00 281,00 206,50 237,75
LDLRAP1 75 129,60 122,00 36,81 41,00 245,00 105,00 148,00
rs10062 apoB-100 0,0388
€.-1793C>T 2 204,50 204,50 45,96 172,00 237,00 188,25 220,75
LDLRAP1 133 196,09 208,00 65,28 36,00 480,00 149,00 231,00
rs76969561 LDL 0,0243
€.-1222T>C 3 121,33 109,00 23,12 107,00 148,00 108,00 128,50
LPA 126 153,64 130,50 103,37 41,00 930,00 92,25 184,00
rs139145675 TG 0,0456
¢.5311C>T 2 69,00 69,00 19,80 55,00 83,00 62,00 76,00
LPA 95 97,38 89,00 25,56 69,00 268,00 83,50 106,50
rs41265936 Glicemia 0,0475
¢.5465G>C 2 183,50 183,50 101,12 112,00 255,00 147,75 219,25
LPA 121 155,83 136,00 104,78 41,00 930,00 93,00 186,00
rs76062330 TG 0,0168
¢.5468G>T 7 91,57 85,00 30,32 57,00 129,00 67,00 118,00
MPO 131 192,89 205,00 66,23 36,00 480,00 145,50 227,50
rs2759 LDL 0,0292
c.2149A>G 5 235,16 231,00 16,35 218,00 259,80 225,00 242,00
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N Auséncia
14 1 1 o] 0
Variante Va'rlfivel da variante Média Mediana Desvlo Minimo | Maximo ! . 3 . Valor
clinica N Presenca Padréo Quartil | Quartil de p*
da variante
MTTP 75 132,68 125,00 38,47 41,00 245,00 109,00 | 152,50
rs17599091 apoB-100 0,0436
€.730C>G 2 88,75 88,75 7,99 83,10 94,40 85,92 91,58
123 50,15 47,00 13,97 17,00 95,00 40,00 58,50
HDL 0,0381
MYLIP 5 38,40 35,00 6,58 32,00 46,00 34,00 4500
rs185701087
€.-995G>C 72 142,48 140,00 30,08 56,30 223.00 127,00 | 157,25
apoAl 0,0138
5 112,84 117,00 19,71 79.20 128.00 114,00 | 126,00
PCSK9 73 133,52 126,00 38,33 41,00 245,00 108,0 155,00
rs28362201 apoB-100 0,0458
C.-245G>T 4 95,45 99,75 26,02 63,30 119,00 79,95 115,25
PCSK9 73 133,29 126,00 38,84 41,00 245,00 110,00 | 155,00
rs28362292 apoB-100 0,0300
€.-849T>C 4 99,72 99,70 12,41 85,50 114,00 92,18 107,25
PPP1R17 126 144,87 128,50 75,49 41,00 515.00 91,25 178,75
rs149187927 TG 0,0205
c.-155T>C 2 622.00 622.00 43558 | 314.00 930.00 | 468.00 | 776.00
PPP1R17 121 50,35 47,00 13,98 17,00 95,00 40,00 59,00
rs17160458 HDL 0,0097
.-856A>G 7 38,29 37,00 6,07 30,00 46,00 34,00 43,50
PPP1R17 75 129,97 122,00 37,87 41,00 245,00 105,00 | 148,00
rs36047130 apoB-100 0,0388
€.29T>G 2 190,50 190,50 9,19 184,00 197,00 187,25 | 193,75
117 265,53 270,00 61,66 103,00 456,00 | 213,00 | 309,00
CT 0,0361
SCARB1 11 299,64 329,00 60,85 192,00 368,00 | 273,50 | 330,50
rs701103
c.-94G>A 73 138,86 137,00 29,84 56,30 223,00 123,00 | 152,00
apoAl 0,0291
4 171,50 171,50 24,06 143,00 200,00 158,75 | 184,25
SLCO1B1 72 141,91 140,00 30,82 56,30 223,00 126,75 | 157,25
rs34671512 apoAl 0,0427
€.1929A>C 5 121,00 117,00 10,37 110,00 133,00 114,00 | 131,00
126 270,29 276,00 60,73 103,00 456,00 | 216,00 | 312,50
CT 0,0251
2 153,50 153,50 4313 123,00 184,00 138,25 | 168,75
SREBF1 134 195,92 207,50 64,87 36,00 480,00 149,00 | 230,75
rs73981075 LDL 0,0232
c.-1771A>C 2 95,00 95,00 16,97 83,00 107,00 89,00 101,00
75 132,95 125,00 38,05 41,00 245,00 109,00 | 152,50
apoB-100 0,0345
2 78,85 78,85 21,99 63,30 94,40 71,07 86,63
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N Auséncia
14 1 1 o] 0
Variante Va,m_iVEI da variante Média Mediana Desvlo Minimo | Maximo ! . 3 . Valor
clinica N Presenca Padréo Quartil | Quartil de p*
da variante
SREBF1 94 96,77 89,00 24,39 69,00 255,00 83,25 | 106,00
rs73981076 Glicemia 0,0083
€.-521G>T 3 174,00 138,00 82,15 116,00 268,00 | 127,00 | 203,00
TRIB1 122 155,42 134,50 104,60 41,00 930.00 93,00 | 18550
rs16900603 TG 0,0176
¢.1080G>T 6 89,33 84,00 17,28 70.00 113,00 78,50 | 102,25
TRIBL 121 48,59 46,00 12,95 17,00 87,00 39,00 57,00
rs56395423 HDL 0,0039
c.-6A>G 7 68,71 67,00 17,50 43,00 95,00 59,00 79,00
126 270,35 276,00 60,45 123,00 456,00 | 216,00 | 312,50
GHR cT 0,0370
ohrb: 2 149,50 149,50 65,76 103,00 196,00 | 126,25 | 172,75
e 134 196,10 | 20750 | 6433 | 8200 | 480,00 | 149,00 | 230,75
: LDL 0,0438
2 83,50 83,50 67,18 36,00 131,00 59,75 | 107,25
SREBF1 93 100,02 | 90,00 3027 | 70,00 | 26800 | 8400 | 108,00
Chrl7: . .
17740278 Glicemia 0,0173
4 79,00 81,00 6,98 69,00 85,00 77,25 82,75
¢.-147G>C

*Teste Exato de Fisher

Legenda: ADD1 - Adducina 1; APOA4 - Apolipoproteina A4; APOA5 - Apolipoproteina A5; APOB —
Apolipoproteina B; APOC4 - Apolipoproteina C4; CLMN — Calmina; CYP2C9 - Citocromo P450 Familia 2
Subfamilia C Membro 9; GHR — Receptor do Hormdnio de Crescimento; LDLR — Receptor de LDL; LPA —
lipoproteina (a); MTTP - Proteina Microsomal de transferéncia de triglicerideos; MYLIP - Proteina de
interacdo da cadeia leve reguladora da miosina; NOS3 - Oxido Nitrico Sintase 3; PCSK9 - Proproteina
Convertase Subtilisin/Kexin Tipo 9; PPP1R17 - Proteina Reguladora da Fosfatase 1 Subunidade 17; SLCO1B1 -
Transportador carregador de soluto aniénico membro da familia 1B1; SREBF1 - Fator de Transcricdo do
Elemento Regulador do Esterol 1; TRIB1 - Tribbles Pseudocinase 1.
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Quadro 7: Dados das andlises estatisticas com resultado significativo (p<0.05) das variaveis
categoricas.

. - . N Auséncia % Auséncia N Presenca % Presenca
Variante Variavel clinica . . . . Valor de p*
da variante da variante da variante da variante
ADD1 Auséncia de AVC 136 97,1 0 0,0
rs4968 0,0355
¢.*940C>T Presenca de AVC 4 2,9 1 100,0
ADIPOQ Auséncia de Xantomas 35 72,9 85 92,4
rs1501298 0,0040
C.-149G>A Presenga de Xantomas 13 27,1 7 7,6
Auséncia de Xantelasmas 117 85,4 0 0.0
0,0241
AGT Presenca de Xantelasmas 20 14,6 2 100.0
rs61757164
c.-506C>T Auséncia de Arco corneo 118 86,1 0 0,0
0,0219
Presenca de Arco cérneo 19 13,9 2 100,0
ALOX5AP Auséncia de Xantomas 95 82,6 25 100,0
rs9508825 0,0242
c.-52T>C Presenca de Xantomas 20 17,4 0 0,0
APOB Auséncia de Angina 92 68,70 0 0.0
rs1042023 0,0338
¢.10294C>G Presencga de Angina 42 31,30 3 100.0
APOB Auséncia de Arco corneo 115 86,50 3 50,00
rs12713450 0,0444
c.13451C>T Presenca de Arco cérneo 18 13,50 3 50,00
APOB Feminino 92 66,7 0 0,0
rs1800480 0,0403
c.-115C>G Masculino 46 33,3 3 100,0
APOB Auséncia de AVC 130 97,7 6 75,0
rs6752026 0,0260
¢.433C>T Presenca de AVC 3 2,3 2 25,0
APOC4 Auséncia de Arco corneo 116 86,60 2 40,00
rs10425530 0,0246
C.-149G>A, Presenca de Arco cérneo 18 13,40 3 60,00
CLMN Auséncia de Obesidade 111 82,2 2 40,0
rs114567749 0,0493
¢.*5635T>C Presenca de Obesidade 24 17,8 3 60,0
Auséncia de DAC 80 68.4 4 30.8
0,0122
COQ10A Presenca de DAC 37 31,6 9 69,2
rs1274498
¢.-210A>G Auséncia de RM 100 80,0 6 46,2
0,0118
Presenca de RM 25 20,0 7 53,8
COQ10A Auséncia de DAC 75 62,0 9 100,0
rs77131854 0,0262
c.-130C>T Presenca de DAC 46 38,0 0 0,0
EGFR Auséncia de AVC 136 97,1 0 0,0
rs17337528 0,0355
C.*137G>A Presenca de AVC 4 2,9 1 100,0
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. . - N Auséncia % Auséncia N Presenca % Presenca
Variante Variavel clinica . . . . Valor de p*
da variante da variante da variante da variante
LDLR Auséncia de RM 104 78,80 2 33,30
rs10409044 0,0259
c.-982G>C Presenca de RM 28 21,20 4 66,70
LDLR Feminino 91 66,9 1 20,0
rs143587805 0,0495
c.-1550A>T Masculino 45 33,1 4 80,0
LDLR Auséncia de RM 104 78,8 2 33,3
rs28398082 0,0259
¢.-2054G>A Presenca de RM 28 21,2 4 66,7
LDLR Auséncia de DAP 95 87,2 19 65,5
rs55971831 0,0115
c.-1419C>A Presenca de DAP 14 12,8 10 34,5
LDLR Auséncia de AVC 136 97,1 0 0,0
rs875989887 0,0355
c.-140C>A Presenca de AVC 4 2,9 1 100,0
LPA Auséncia de Obesidade 113 82,5 0 0,0
rs59566810 0,0065
c.4971T>G Presenca de Obesidade 24 17,5 3 100,0
Auséncia de IAM 93 72,1 4 36,4
0,0347
LPL Presenca de IAM 36 27,9 7 63,6
rs3289
c.-371T>C Auséncia de DAC 81 67,5 3 30,0
0,0333
Presenca de DAC 39 32,5 7 70,00
MPO Auséncia de Angina 91 68,9 1 20,0
rs2759 0,0400
€.2149A>G Presencga de Angina 41 31,1 4 80,0
MTTP Auséncia de AVC 136 97,1 0 0,0
rs61733140 0,0355
c.419A>G Presenca de AVC 4 2,9 1 100,0
MYLIP Feminino 91 66,9 1 20,0
rs185701087 0,0495
€.-995G>C Masculino 45 331 4 80,0
NOS3 Auséncia de Xantelasmas 117 85,4 0 0,0
rs143125350 0,0241
¢.1837C>G Presenga de Xantelasmas 20 14,6 2 100,0
PCSK9 Auséncia de Arco c6rneo 116 86,6 2 40,0
rs28362263 0,0246
C.1327G>A Presenca de Arco cérneo 18 13,4 3 60,0
PON1 Auséncia de Arco corneo 115 86,5 3 50,0
rs3917575 0,0444
c.-260T>C Presenca de Arco cérneo 18 13,5 3 50,0
SCARB1 Auséncia de Arco cérneo 113 87,6 5 50,0
rs701103 0,0075
C.-94G>A Presenca de Arco corneo 16 12,4 5 50,0
APOAM Auséncia de AVC 136 97,1 0 0,0
chril: 0,0355
116692241 Presenca de AVC 4 2,9 1 100,0

€.533C>T
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* Teste Wilcoxon-Mann-Whitney

Legenda: ABCB1 - Transportador de Cassete Ligante de ATP Subfamilia B Membro 1; AGT -
Angiotensinogénio; APOA4 - Apolipoproteina A4; APOB - Apolipoproteina B; CLMN - Calmina; 1L10 —
Interleucina 10; LDLR — Receptor de LDL; LPA — lipoproteina (a); LPL - Lipoproteina Lipase; MTTP - Proteina
Microsomal de transferéncia de triglicerideos; PPP1R17 - Proteina Reguladora da Fosfatase 1 Subunidade 17.
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Regime: Dedicacio exchsiva,

Outras informagies
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Vinculo institucional
2010 - 2011

Dutras informaghes
Atividades

08/2013 - 07 /2014

08/2012 - 07/2013

01/2010 - 07/2011
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Projeto: Assodacae do processo inflamatorio da aterosderose com os polimorfismes genéticos
LIGHT, MMP9 2 LTa em pacientes tratados com varfarina. Realizeds em parceria com o
Institutn Dante Pazzanese de Cardiologia. Professor: Mario Hiroyuki Hirata

Vinculo: Aluno nZo bolsista, Enguadramento Funcional: Iniciacao Gentfica, Carga horaria: 20,
Regime: Dedicacio exchsiva,

Projeto: "Investigacso da fungso biokigica de YFRO12W no processo de tradugso protdica em
Saccharomyces cerevisiae,” Projeto ndo finalizado por motivo de afastamento da orientadora
por gravidez, Professora: Gisele Monteiro de Souza

Estagios , Departamento de Analises Cinicas e Toxicoldgicas, .

Estagio realizado

ANN.L':-E MWDDDTIRMHEAPREE‘EAEEMHDRFEHDS DEUM
UnIco NLH].EUI'.[[ED DO GENE VKORCL VINCULADAS A FARMACOCINETICA E
FARMACODTNAMICA DA VARFARTNA,

Estagios , Departamento de Analises Cinicas e Toxicologicas,

Estagio realizado

Associagio do processo inflamatdrio da atercsclerose com os polimorfismos genéticos LIGHT,
MMP9 e LTa em padentes tratados com varfarina..

Estagios , Departamento de Tecnologia Bioquimico-Farmacéutica, .

Estagio realizado

Investigacio da fungio bioldgica da YFRO12W no processo de tradugdo protSica em
Saccharomyces cerevisiae,

Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia, IDPC, Brasil.

Vinculo institucional
2015 - Atual

Atividades
07/2017 - 07/ 2017

04/2017 - 04/ 2017

Projetos de pesquisa

Vinculo: Celetista, Enquadramento Funcional: Analista de Ciéncias Moleculares I, Carga
horaria: 40

Ensing, Iniciagao Cientfica e Aperfeignamentn Profissional, Nivel: Aperfeicnamento
Disciphinas ministradas

Convidada para ministrar a aula: “Sequenciamento de Nova Gerac3o e Pirosequenciamento”
Ensing, Iniciagio Cientfica e Aperfeigoament Profissional, Nivel: Aperfeicoamento
Disciplinas ministradas

Convidada para ministrar a aula: "Mogies de Biosseguranca para o Laboratrio”

2018 - Atual

2017 - Atual

20175 - Atual

Caracterizacao gendmica, epigendmica & farmacogendmica de portadores de
Hipercolesterclemia Familial na populacio brasileira
Projeto certificado pelofa) coordenador{a) Mario Hiroyuki Hirata em 17/07/2018.
Situacaor Em andamento; Natureza: Pesquisa,
Alunos srvolvidos: Graduagio: (3) f Espedalizac3o: (2) | Mestrado académico: (B) /
Doutorado: (5] .
Integrantes: Jéssica Bassani Borges - Integrarte [ Mario Hiroyuki Hirata - Coordenador [
Reosario Dominguez Crespo Hirata - Integrante | Hui-Tzuw Lin Wang - Integrante | Lara Reinel
Castro - Integrante | Thais Kristini Almendros Afonso - Integrante | Gisele Medeiros Bastos -
Integrante | Hisangela da Sitva Rodrigues - Integrante [ Helena Strelow Thurow - Integrante [
Marcelo Ferraz Sampaio - Integrante [ André Arpaad Faludi - Integrante / Rodrigo Mangues
Gaongabves - Integrante [ Thizgo Dominguez Crespo Hirsta - Integrante [ Alaro Danilo Carda
Maursira - Integrante | Cristina Moreno Fajardo - Integrante / Amanda Guerra de Moraes Rego
Soussa - Imtegrante [ Adriana Regina Garofalo - Integrante / Maria Brion - Integrante | Bruna
Los - Integrante | Carolina Dagli Hernandez - Integrante [ Renata Gorjao - Integrante [ Adriana
Cristina Levada-Pires - Integrante / Sandro Massao Hirabara - Integrante | Ana Cristina
Femandes Lopes - Integrants | Adriana Bertolami - Integrante | Eduardo Polizini Faludi -
Integrante | Henri Paulo Zstz - Integrante [ Dzniel Branco de Araujo - Integrante | Marcelo
Chiara Bermlami - Integrante | Jodo Italo Dias Franga - Integrante [ Maria Eduarda Fet
Nisshida - Integrante [ Ester Sung Yoon Ji - Integrante |/ Carlos Eduardo Ahes Furtado de
Mendonga - Integrantz | Helder Nakaya - Integrante | Jagueline Yu Ting Wang - Integrante [
Mindy Stephania de los Angeles Munoz Miranda - Integrante [ Andre Ducati Luchessi -
Intagrante / Vivian Silbiger - Integrante | Renata Caroline Costa de Freitas - Integrante / Raul
Hemandes Boriolin - Integrante | Donobsia Rossi Silva Souza - Integrante [ Marcelo Armada
Nakazone - Integrante / Tayanne Silva do Carmeo - Integrante | Sabrina Mayara Cezario -
Intagrante / Alexandre da Costa Pereira - Integrante | Cinthia Elim Jannes Lepski - Integrants /
Patricia Moriel - Integrante  Andrei Carvalho Sposito - Integrante [ Eder de Carvaho Pindinato
- Integrante | Augusto Ducati Luchessi - Integrante / Emilio Hideyuki Moriguchi - Integrants [
Neide Maria Bruscatto - Integrante | Lilian Vivian - Integrante | Tania Cristina Pithon-Curi -
Intagrante. Finandadon{es): Fundago de Amparo & Pesquisa do Estado de 530 Paulo - Auilio
financeiro,
Deservolvimento & avaliacio de um metodo molecular Unico para diagndstico & teste de
sensibilidade a0s antimicrobiancs na endocardite infecdiosa
Situacso: Em andamento: Natureza: Pesquisa,



2014 - 2016

2014 - Atual

2013 - 2014

2013 - Atual

2012 - 2014

2012 - 2013

2010 - 2011

Revisor de periddico

hrassequendamento examico dos prindipais genes relacionados com a hipercolestenslemia

familiar?

Projetn certificado pelofa) coordenador{a) Mario Hiroyukd Hirata em 31/03/2015,

Situacao: Em andament; Natureza: Pesquisa.

Alunos ervolvidos: Graduac3o: (1) f Doutorado: (1) .

Integrantes: }éssica Bassani Borges - Coordenador § Mario Hiroyuki Hirata -
Integrante.Finandador(es): Conselho Macional de Dessnvolviment Gentfico e Téonico -

Auilio financeiro,

ﬂVMPLHDDOMLEDﬂDDHDEPmTEDRmmSHIUHMN.mA
DE NIVEL SECUNDARIOD

Situacao: Conduido; Natureza: Pesquisa,

Alunos ervolvidos: Graduacao: (4] .

Integrantes: Jéssica Bassani Borges - Integrante | Karine Diel Paz - Coordenador | Camila
Rodrigues Gomez - Integrante [ Carina Brand3o Diniz - Integrante | Viviane Cardoso Segura -
Integrante | Fabiana Albanese Trotta - Integrante.

Predisposicsn genética de anitmias & morte sibita em padientes em uso de antipsicaticos

antidapressivos.

Projetn certificado pelofa) coordenador{a) Mario Hiroyukd Hirata em 07/07/2018.

Situacio: Em andamento; Natureza: Pesquisa.
mmmmﬁEﬁm[{mmm
UNICO NL[J.E[TI'.[BE{J DO GENE VKORCI VINCULADAS A FARMACOCINETICA E
FARMACCDIMAMICA DA VARFARINA"

Projeto certificado pelofa) coordenador{a) Mario Hiroyuki Hirata em 041172014,

Situagao: Conduido; Natureza: Pesquisa,

Alunos ervolvidos: Graduacao: (1) .

Integrantes: Jéssica Bassani Borges - Integrante | Thizgo Domingues Crespo Hirata -
Integrante { Rosario Domingues Crespo Hirata - Int=grants [ Mario Hiroyuki Hirata -

Coordenador.

PESQUISA DE MONVOS BIDMARCADORES MOLECULARES MA SINDROME METABOLICA PELD
miRNOMA SANGUINED E SUA m.'[ﬂ“@iﬂm FATOR. DE RISCO CARDIOVASCLILAR
Projetn certificado pelofa) coordenador{a) Mario Hiroyukd Hirata em 07/07/2018.

Situacao: Em andament; Natureza: Pesquisa.

Atancao farmaciutica: protocolo de monitoramento de pacientes em wso de anticoagulants
oral

Situagao: Conduido; Natureza: Pesquisa,

Alunos envolvidos: Graduacao: (2) .

Integrantes; Jéssica Bassani Borges - Coordenadar | Eliane Ribeiro - Integrante | Ana Paula
Curi - Integrante | Eunice Kazue Kano - Integrante [ Erika Burim Scomparini - Integrante.
"HSSMM;‘ID DO PROCESSO INFLAMATORIO DA ATEROSCLEROSE COM 05 POLIMORFISMOS
GENETICOS LIGHT, MMPS E LTa EM PACIENTES TRATADOS COM VARFARIMA.?

Projeto certificado pelofa) coordenador{a) Mario Hiroyuki Hirata em 04112014,

Situacao: Conduida; Natureza: Pesquisa,

Alunos envobidos: Graduagao: (1) .

Integrantes: Jéssica Bassani Borges - Imtegrante | Thiago Domingues Crespo Hirata -
Integrante | Rosario Domingues Crespo Hirata - Integrante [ Mario Hiroyuki Hirata -
Coordenador.

Inwestigacao da funcao biologica de YFRO12W no processo de tradugdo probéica em
Saccharomyoss cenevisiae,

Descrigao: Biologia Molecular..

Situacao: Desativado; Matureza: Pesquisa,

Alunos envolvidos: Graduacao: (1) .

Integrantes: Jéssica Bassani Borges - Integrante | Gisele Monteino de Souza - Coordenador,

2015 - Atual
2016 - 2016

reas de atuacdo

Perodico: Omics Group
Periddico: SCIENCEDOMAIN international

e b T

Idiomas

Grande areat Ci#ncias da Salde / Area: Farmadia / Subarea: Biokogia Moleoular.,

Grande areat Ci#ncias da Salde [ Area: Farmadia | Subarea: Pesquisa clinica.

Grande area: CiEncias da Salde [ Area: Farmadia | Subarea: Anticoagulacio - Varfarina.
Grande area: Ci#ncias da Salde [ Area: Farmadia / Subarea: Biologia Moleouar e Celular,
Grande area: Céndas da Salde [ Area: Farmacia [ Subérea: Bioguimica.

Grande area: Ciéndas da Saude / Area: Medicina [ Subdrea: Cardiclogia.

Espanhol
Inglés

Compreende Bemn, Fala Bem, L& Bam, Escreve Bem.
Compreende Raroavelments, Fala Razoavelments, L& Bam, Escreve Raznavelmants,
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Prémios e titulos

2017 Best Paper Award, Intemational Society for Computacional Biology - 2nd Brazilian Student
Council Symposium,

2017 Segundo Lugar - Melhores Temas Livres pdsteres Residentes, Sociedads Brasilkeira de
Cardickgia.

016 Sequndo Lugar - Categoria Poster, Sociedade Brasilkeira de Cardiclogia.

2014 Mensao Honrosa no 5° Congresso do Uso Radional de Medicamentos, Departamento de

AssistEncda Farmacéutica e Insumos Estratégicos.

Productes

Producao bibliografica

Artigos completos publicados em peridgdicos

Drderar por
Ordem Cronalogica v
1 # KAND, EUNICE KAZUE ; BORGES, JESSICA BASSANI ; SCOMPARINI, ERIKA BURIM ; CURL, ANA PAULA ; RIBEIRO,
ELIANE . Algorithms For manitoring warfarin use: Results from Delphi Method. REVISTA Di ASSOCTACAD MEDICA BRASTLEIRA KR
, v. 63, p. B42-855, 2017,

2, # Borges, 1.B.; HIRATA, T. 4 C. ; Cerda A ; Farjado, (M ; Cesar, RCC ; Frang, JID ; Santos, IC ; Wang, HL ; Liporace, IL
3 Castro, LR ; Sampaio, MF ; Souza, AGMR, ; Hirata, RDC ; HIRATA, M. H. . Polymorphisms in Genes Encoding Metalloproteinase 9
and Lymphotoxin- Alpha can Influence Warfarin Treetment. Jounal of Pharmacogenomics & Pharmacoprotecmics, v, 06, p. 1-6,
2014

Capitulos de livros publicados
7 THUROW, H. 5. ; Borges, 1.B. . Biosseguranca na era gendmica. In: Mario Hiroyukd Hirata, Jorge Mancini Flho, Rosario
Dominguez Crespo Hirata. (Org.). Manual de Biosseguranga. 3ed.Banueri: Manole Ltda, 2017, v. , p. 423-434.

Resu mos publicados em anais de congressos
'M'BDI'\QE.]B THUROW, H. 5. ; HERNANDEZ, C. D ; FREITAS, R. C. C. ; BASTOS, G. M. ; GONCALVES, R, M. ; FALUDL, A, A ;
HIRATA, R. D. C. ; HIRATA, M. H. . Characterization uF'Lhe Most Frequent Variants in a Bruzl'un Pospulation with Familial
Hyrpetd'nlestanhﬁu. In: ACMG Annuzl Clinical Genetics Mesting, 2018, Chalorte, ACMG Annual Clinical Genetics Meating, 2018.

2, HERMAMDEZ, C. [ ; Borges, 1.B. ; FALUDIL, A, A ; GONCALVES, R. M. ; HIRATA, M, H. ; HIRATA, R. D. C. . RESPONSE TO
CHOLESTEROL-LOAVERING THERAPY IS ASSOCIATED WITH ADWERSE MUSCLULAR EVENTS IN PATIENTS WITH FAMILIAL
HYPERCHOLESTEROLEMIA. In: IV OONGRESS BRAZILIAN ASSOCIATION OF PHARMACEUTICAL SCIENCES (ABCF), 2018, S3o
Paulg. The Brazilian Journal of Pharmaceutical Scences. 530 Paulo: Brazilian Jounal of Pharmaceutical Sciences, 2018. v. 54. p.
188188,

3. BASTOS, G. M. ; BRAGA, A A, ; SALDARRIAGA, M. E. G. ; WANG, H. T. L. ; Borges, J.B. ; CASTRO, L. R. ; SAMPAIC, M. F. ;
B-CHTDL'[H,. R. H. ; FRANCA, 1. L. D. ; HIRATA, R. D . ; HIRATA, M. H. . MIR-133-5P E MIR-421 COMO BIOMARCADORES
EFIGENETICOS PRECOCES D4 SINDROME METABOLICA, In: 73° Congresso Brasileiro de Candiologia, 2018, Brasilia. Arguives
Brasileiros de Cardiologia. S&0 Paulo: Arquives Brasileiros de Cardiologia, 2018. v, 111, p. 41-41,

4. HERMAMDEZ, C. D. ; LOS, B. ; I!l:fga,].ll.,‘ FREITAS, R. C. C. ; BASTOS, G M. ¢ m\ﬁ, R. M. :FNJJDL A A, HIRATA,
R. Ov C ; HIRATA, M. H. . INFLUENCIA DA VARIANTE APQWS C.56G:=C MO PERFIL LIPIDICO DE INDIVIDUOS COM
HIPERCOLESTERCLEMIA FAMILIAL.. In: 73° Congresso Brasileino de Cardiologia, 2018, Brasilia. Arquivos Brasileiros de
Cardiclogia. S3o0 Paule: Sodedade Brasileira de Cardiclogia, 2018, v. 111, p. 187-187.

5 HERMAMDEZ, C. D. ; BASSANL, 1. ; LOS, B. ; FALUDI, A. A, ; GONCALVES, R. M. ; HIRATA, M. H. ; HIRATA, R. D. C. . Rare
variants in CYP2C9 and CYPIAS detected in patients with familial hypercholesterolemia with statin-related adverse everts, In: 9th
Santorini Conference Systems Medicine and Personalised Health & Therapy, 2018, Santorini, 9th Santorini Conference Systems
Medicine and Personalised Health & Therapy, 2018, p. eAG52-sA52,

6. TMHND,DH}WTDNV[IMDANTAS:m‘vﬁ.ﬁ.l‘-‘l.:Cﬂmﬂ,F.A.P.:Bnrga,J.Bl.:FﬂlDLA.A..WEEMﬁ[E
VARIANTES GENETICAS NAQ DESCRITAS, EM PACIENTES COM CRITERIOS DE DUTCH DIAGNOSTICOS PARA
HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIAR, In: 72° Congresso Brasileiro de Cardiclogia, 2017, 530 Paulo. Armquivos Brasileiros de
Cardickgia, 2017.

7. LOS, B. ; Borges, 1.B. ; BASTOS, G. M. ; FALUDL, A. A, ; HIRATA, R, D. C. ; HIRATA, M. H. . : In-silico Structural Characterization
of Variants Found in PCSKS gene Identified in Familial Hypercholesterolemic Patients. In: X-Meeting 2017 - AB3C, 2017, S30
Paedro. Procesdings X-Maeting 2017, 2017. p. 136-136.

8. ‘!J'Bul'gﬁ,.'lﬂ BASTOS, G. ML ; AFOMNSO, T. K. A ; RODRIGUES, E. 5. ; THUROW, H. 5. ; FALUDL, A A ; GONCALVES, RL M, ;
SOUSA, A, G. M. R. ; Hirata, RDC ; HIRATA, M. H. . Next generation sequencing in the diagnosis of familial hypencholesterolemia.
In: B5° European Atherosderosis Society, 2017, Praga, Atherosclerosis, 2017, v. 263, p. el11-2262,

9. Borges, 1.B.; AFONSO, T. K. A ; BASTOS, G, M. ; RODRIGUES, E. 5. ; THUROW, H. 5. ; SAMPAIO, M. F. ; FALUDL A, A
GONCALVES, R. M. ; HIRATA, R. D. C. ; HIRATA, M. H. . Uhrassequendaments extmico dos genes LDLR, APOB. PCSKS & APOE
em pacientes com Hipercolesterolemia Familiar, In: X(VII Congresso da Sociedade de Cardiologia do Estado de S3o Paulo, 2016,
530 Paulo. Suplemento da Revista da Socedade de Candiclogia do Estado de 530 Paulo, 2016, v. 26. p. 165.. 530 Paulo: Maria
Cristing de Oliveira Izar, 2016, v. 26. p. 165-165.



10.

11.

12,

13.

14,

npresa'ttal;nes de Trabalho
+ HERNANDEZ, C.

10.

11.

12,

13.

Jéssica B. Borges; AFONSO, T, K. A, ; BASTOS, G. M, ; RODRIGUES, E. 5. ; THURDOW, H, 5. ; HIRATA, T.D.C. ; FALUDL A A ;
GOMCALVES, R, M, ; SOUSA, A G, M, R. ; HIRATA, R. D\ C. ; HIRATA, M. H. . PCSK9 rs562556 e uma possivel contribuicdi para o
fendtipo de hipercolesterolemia familiar em uma populaca brasileira - Projeto Piloto. In: 71° Congresso Brasileino de Cardiclogia,
2016, Fortakeza, Arquivos Brasileiros de Cardiclogia, Rio de Janeiro; SBC 7 Tecnologia da Informagdo e Comunicagso Mideo
Interno de Publicagdes, 2016. v. 107, p. 16-16,

BASTOS, G. M. ; CASTRO, L. R. ; SOUZA, D. D. ; Jéssica B. Borges ; SALDARRIAGA, M. E. G. ; FAJARDO, C. M. ; GERMANO, 1.
F. : HIRATA, R. [ C. ; SOUSA, A G, M. R. ; HIRATA, M. H. . Novas mutagies nos genes MYHT, MYBPC3 e THINT2 reladonados 3
cardiomiopatia hipertrofica, Int 719 Congresso Brasileiro de Cardichogia, 2016, Fortaleza. Arquivas Brasileiros de Cardiclogia. Rio
de Janeiro: SBC ? Temologia da Informacao e Comunicacao Nideo Interno de Publicacbes, 2016, v, 107, p. 15-15%

Castro, LR ; HIRATA, M. H. ; SAMPAIC, M. F, ; HIRATA, T. [ C. ; HIRATA, R. D. C. ; GAROFALD, A R. ; BASTOS, G, M. ; Jéssica
B. Borges ; FAJARDO, C. M. ; BRION, M. ; ALVAREZ, A, M. C. ; SOUSA, A, G. M. R. . Utilidade diagndstica do
Uhtrasequenciamento na identificacso de mutagBes e caracterizacio genética da Cardiomiopatia Hipertrofica Familiar. In: 717
Congresso Brasikiro de Cardiologia, 2016, Fortaleza, Arquivos Brasileiros de Cardiologia. Rio de Janeiro: SBC ? Tecnologia da
Informac3o e ComunicagSe Micleo Intemo de PublicagBes, 2016, v. 107, p. 21-21.

CASTRO, L. R. ; SAMPAID, M. F. ; HIRATA, M. H. ; HIRATA, T. D C. ; HIRATA, B Dn G 3 BASTOS, G, M, ; FAJARDO, C. M. 3
Jessica B. Borges ; CORRELA, E, B. ; SOUSA, A G. M. R ; ALVAREZ, A. M. C. ; BRION, M. , Diagnostico molecular da
Candiomiopatia Hipertrofica por ulirassequencamento do exoma de genes espedficos. In: 71° Congresso Brasileiro de Cardiclogia,
2016, Fortalera, Arquivos Brasileiros de Cardiclogia. Rio de Janeiro: SBC ? Tecnologia da Informacio e Comunicagio Mideo
Interno de Publicagdes, 2016. v. 107, p. 20-20.

Jessica B. Borges; BASTOS, G, M. ; AFONSO, T. K. A. ; RODRIGUES, E. 5. ; THURDW, H. 5. ; HIRATA, T.0.C. ; FALUDL AL A. ;
GOMCALVES, R, M, ; HIRATA, R. Dn C. ; HIRATA, M. H. . Study of APOB mutations and familial hypercholestarolemia phenatypes,
In: B4th EAS Congress, 2016, Innsbruck, Atherosderosis, 2016, v, 252, p. e43-e43.

. D, ; Borges, J.B. ; BASTOS, G. M. ; FALUDT, A, A, ; HIRATA, R, D. C. ; HIRATA, M. H. . Identification
Df I:he I‘(SH‘? E32K gan—nf {uncnm rmutation in a brazlian patdent with familial hypercholesterolemia: a case report, 2018,
(Apresentacao de Trabalho/Simpdsia).
HERNANDEZ, C. D. ; LOS, B. ; Borges, .B. ; FREITAS, R. C. C. ; BASTOS, G, M, ; GONCALVES, R. M, ; FALUDL, A A. ; HIRATA,
R. Ov . ; HIRATA, M. H. . INFLUENCIA DA VARIANTE APOAS C.56G:-C NO PERFIL LIPIDECO DE INDIVIDUOS COM
HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIAL, 2018. (Apressntacio de Trabalha/Congressa).
BASTOS, G M. : BRAGA, A, A SALDARRIAGA, M. E. G. ; WANG, H. T. L. ; Borges, 1.B. ; CASTRO, L R. ; SAMPAIC, M. F. ;
BORTOLIN, R. H. ; FRANCA, 1. L D ; HIRATA, R D. C. ; HIRATA, M. H. . MIR-183-5P E MIR-421 COMO BIOMARCADORES
EPIGENETICOS PRECOCES DA SENDROME METABOLICA. 2018, [Apresantacio de Trabalho/Congressa).
LOS, B. ; FREITAS, R. C. C, ; BORTOLIN, R. H. ; HERMANDEZ, C. [. ; Borges, J.B. ; BOMEZT, V. ; HIRATA, R, D. C. ; HIRATA, M.
H. . mRNA-microRMNA integrated analysis in Familial Hypercholesterolemia using Watson platform and microamay datasets, 2018.
(Apresentacio de Trabalho/Conferénda ou palestral).
HERMAMNDEZ, C. [ ; Borges, 1.B. : FALUDL A, A ; GONCALVES, R. M. ; HIRATA, M. H. : HIRATA, R. D. C. . RESPOMSE TO
CHOLESTEROL-LOWERING THERAPY IS ASSDCIATED WITH ADVERSE MUSCLULAR EVENTS IN PATIENTS WITH FAMILIAL
HYPERCHOLESTEROLEMIA, 2018, (Apresentecio de Trabalho/Congressa),
Borges, J.B.; BASTOS, G, M. ; AFONSO, T, K. A ; THUROW, H. 5. ; FALUDL A A ; GONCALVES, R M. ; SOUSA A G MR ;
Hirata, RDC ; HIRATA, M. H. . Associagao entre o nimero de variantes e o desenvolvimento de DAC precoce em pedientes com
HF. 2017. (Apresentacio de Trabalho/Congressa).
LOS, B. ; Borges, 1.B. ; BASTOS, G. M. ; FALUDL, A. A, ; HIRATA, R. D. C. ; HIRATA, M. H. . In-silico Structural Characterization
of Variants Found in PCSK9® gene Identified in Familial Hypercholesterolemic Patients. 2017, (Apresentacio de
Trabalho/Conferénda ou palestra).
LOS, B, ; Borges, 1.B. ; BASTOS, G. M. ; FALUDT, A. A, ; Hirata, RDC ; HIRATA, M, H. . In-silico Stuctural Characterization of
Variants Found in PCSK9 gene Identified in Familial Hypercholesterolemic Patients. 2017, (Apresentaczo de Trabalho/Smposic).
TARGING, DECARTHON VITOR DANTAS ; GONCALVES. R. M. ; CASTRO, F. A. P. ; Borges, 1.B. ; FALUDL A. A. . PRESENCA DE
VARIANTES GENETICAS NAD DESCRITAS, EM PACIENTES COM CRITERIOS OE DUTCH DIAGNOSTIOOS PARA
HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILLAR. 2017. (Apresentacao de Trabalho/Congressa).
BASSANL 1.; ARONSO, T. K. A ; BASTOS, G. M. ; RODRIGUES, E. 5. ; THUROW, H. 5. ; HIRATA, T. D. C. ; FALUDL A A ;
GOMCALVES, R, M, ; SOUSA, A G, M. R. ; HIRATA, R. [ C. ; HIRATA, M. H. . PCSK9 rs562556 & uma possivel contribuicio para o
fendtipo de Hipercolesterolemia familiar em uma populacio brasileira - Projeto Piloto. 2016, (Apresentagao de
Trabalho/Congresso),
Borges, 1.B.; HIRATA, M. H. ; HIRATA R. . C. ; HIRATA. T.D. C. . 'NMIJSED.#.&EMMW&EAPREW
DE POLIMORFISMOS DE UM UNICO NUCLEOTIDED DO GENE VKORC1 VINCULADAS A FARMACDCINETICA E FARMACODINAMICA
DA VARFARINA'. 2014, (Apresentacao de Trabalho/Simposia).
RIBEIRC, E. ; KAND, E. K. ; CURL, A. P. ; Borges, 1.B. . Algoritmos de Monitoramento do Uso de Anticoagulamte Oral. 2024,
[Apresentacao de Trabalho/Congresso).
BASSANL, 1.; HIRATA, T. D. C. ; HIRATA, R. D. C. ; HIRATA, M. H. . ?Associaco do processo inflamatdrio da aterosdlercse com
o5 polimorfismos genéticos LIGHT, MMPS e LTO em padientes tratados com varfarina, 2013, (Apresentacio de
Trabalhao/Simpdsio).

Eventos

Participacao em eventos, congressos, exposigoes e feiras

¥VII Simpdsio de Biosseguranga & Seguranca Quimica em Instituiches de Ensing e Pesquisa, 2018. (Smpdsio).
Lipids i 21 certury: Where we are?. 2017, (Outra),

190



Al

10.
11.

12,

13.
14,

15

191

¥V CONGRESSO BRASILEIRD DE ATEROSCLEROSE. Assodacio entre o ndmero de variantes e o desenvolimento de DAC
precoce em pacientes com HF. 2017, (Congresso).

712 Congresso Brasileiro de Cardiologia. PCSKD rs562556 € uma possivel contribuigao para o fenotipo de Hipercolesterolemia
familiar. 2016, (Congresso).

¥¥ Simposio de Biosseguranca Quimica e Bioldgica em Instituicao de ensing e pesquisa, 2016, (Simposio),

Simpdsio de biosseguranca e descartes de produtos quimicos p perigosos & arganismos gendticamente modificados (OGMs)em
instituilcao de ensino & pesquisa. I Simposio de seguranca quimica & biokigica, 2015, (Simpdsio).

VI Simpdsio de pds-graduacao em analises clinicas (SIMPAC) e I International Syposiu on pathophysiology and toxicology. 2015,
(Simpdsio).

22°SIICUSE - Simpasio Internacional de InidacSo Centifica.” ANALTSE DA ASSOCIACAD DOSE/RESPOSTA E A PRESENCA DE
POLTMORFISMOS DE UM UNIOO NUCLEOTIDED DO GENE VKDRC1 VINCULADAS A FARMACOCINETICA E FARMACDDINAMICA DA
VARFARTNA®, 2014, (Simpdsio).

E® Congresso Brasileiro sobre o Uso Radona de Medicamentos, Atencao farmaciutica: protocolo de monitoramento de pacientes
em uso de anticoagulante oral. 2014. (Congresso).

Demonstracas de Workflow V3. 2004, (Outra).

Simposio de Bicssaguranca & Descarte de Produtos Quimicos Perigosos & OGMs em Instituigdes de Ensing 2 Pesquisa, 2014,
(Simpdsio).

2195[ICUSP - Simposio Imternacional de Inidagso Clentfica.Assodiacao do processo inflamatdrio da aterosderose com os
polimorfismos gendticos LIGHT, MMP2 e LTO em padermtes tratados com varfarina. 2013. (Smposio).

3° Gmpésio de Dutono - Arvtmias Cardizcas, 2013, (Simpdsio).

ESFT - Second Conference Pharmacogenomics: From to cell to dinic. Contribution of polymorphisms in vkored, cyp2c9 and other
candidate genes on therapeutic management of warfarin, 2013, (Congressa).

ESFT - Second Conference Pharmacogenomics: From to cell to dinic. Assodation of LIGHT polymarphism with response to
wafarin therapy in Brazilian individuals. 2013, (Congresso).

Simpasio de Biosseguranca e Descartes de Produtos Quimicos Perigosos em Instituigies de Ensing & Pesquisa, 2013. {Simpasic),
Challenges in Doping Control, 2012, (Outra).

Dia D- Feira de Profissdes, A cameira do Farmacéutico: da universidade 20 mercado de tabslho. 2012, (Feira).

Merck Experience, 2012, (Outra).

Semana Farmacéutica - Faculdades Oswaldo Cruz. 2012, (Outra).

Simposio de Bicsseguranga e Descartes de Produtos Quimicos Perigosos em Instituigies de Ensing e Pesquisa, 2012. (Simposio),
Semana Farmacéutica - Faculdades Oswaldo Cruz. 2011. (Outra).

SUPFBAB - Semana Universitaria Paulista de Farmada e Bioguimica, 2010, (Outra).

Forum Mundial da Educacio Alto Tietg, 2007, (Outra),

Outras informacgtes relevantes

Aprovads no teste de Proficiéncia em Inglés da Cultura Inglesa em 2814,

Péagina gerada pelo Skstema Curricuio Lattes em 10/01/2019 & 16:41:43



192

J. Ficha do aluno

Janus - Sistems Administrativo da Pos-Graduacio

R"M s - . =

% Universidade de $&o Paulo

I° Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO

9136 - B227522/1 - Jéssica Bassani Borges

Email: jessicabassanifusp.br

Data de Mascimento: 05101902

Cédula de Identidade: RG - 30.498.9268-6 - SP

Local de Mascimenta: Estado de S50 Paulo

Nacionalidade: Brasileira

Graduagdo: Farmacia - Fundagde Oswaldo Cruz - S30 Paulo - Brasil - 2015
Curso: Doutorade Direto

Programa: Farmécia (Fisiopatologia e Toxicologia)
Area: Analises Clinicas

Data de Matricula: 02/02/2015

Inicio da Contagem de Prazo: 02/02/2015

Data Limite para o Depédsito: 04/02/2019

Orientador: Prof{a). Dr{a). Maric Hireyuki Hirata - D2/02/2015 até o presente. Email: mhhirata@usp.br
Proficiéncia em Linguas: Inglés, Aprovado em D2/02/2015
Data_de ﬂemval;au no Exame de Aprovado em 27032017
Qualificagao:

Data do Depasite do Trabalhoe:

Titule do Trabalho:

Data Maxima para Aprovagao da

Banca:

Data de Aprovagio da Banca:

Data Maxima para Defesa:

Data da Defesa:

Resultado da Defesa:

Histérico de Ocorréncias: Primeira Matricula em 02/02/2015

Aluno matriculade ne Regimento da Pos-Graduagdo USF (Resolugdo n® 6542 em vigor de 20/04/2013 até 22/03/2018).
Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamenta em 16/07/2018
Impresso em: 10/01/2018 18:59:48



Janus - Sistema Administrativo da Pés-Graduacic

Universidade de Sdo Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO

9136 - 82275221 - Jéssica Bassani Borges

Nome da Disciplina

193

FE%?;-BI' Tépicos Avangados em Bioguimica Clinica

FE%-’IE;'DQ' Tépicos em Anlises Clinicas Il

FE%DS' Farmacogendmica Cardiovascular

2BQ5758- Tdpicos Avangades de Bioquimica e Biclogia Molecular |
&M {Institute de Cuimica - Universidade de S3o Paule)

FEI(;?;’BE- Topices em Andlises Clinicas [V

TICE018- Metodologia Cientifica & Bioestatistica (Institute Dante
in Pazzanese de Cardiclogia - Universidade de 530 Paulo)

FE%?IDE' Farmacogendmica Cardiovascular

FEI%&J’J;'DEI— Aterosclerose: Fisiopatologia, Diagnéstico e Terapéutica

MCP5B45- Topicos Avangados em Genética e Cardiologia Molecular
an {Faculkdade de Medicina - Universidade de S3c Paulo)

BTCET34. Organzagio e Fluxo da Informagdo Genética em Sistemas
1 Complexos (Curse Interunidades: Biotecnologia - Universidade
de 530 Paulo)

Ticspie Dislipidemia e Hipertensdo - Novas Técnicas no Diagnostico &
Tratamento (Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia -
Universidade de S50 Paulo)

02/02/2015

03/03/2018

06/03/2015

10/03/2015

040812015

111082015

10M110:2018

031172015

01/03/2016

0BIDSI2016

21112018

D4/022015

18/06/2015

17/04/2015

DTS

161112015

02112015

D2NM22015

2015

140272018

1210652018

111212016

120

el

60

30

75

a0

100

75

100

100

100

a0

100

Concluida

Conchuida

Turma
cancelada

Concluida

Conchuida

Matricula
cancelada

Concluida

Concluida

Concluida

Concluida

Conchuida

Créditos Atribuidos i Tese: 167

Umn{1) crédito equivale a 15 horas de atividade programada.

Conceito a partir de 02/01/1397:
A - Excelente, com direito a crédita: B - Bom, com direits a crédito; C - Regular, com direito a crédite; R - Reprovada: T - Transferéncia.

Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 18/07/2018
Impresso em: 10/01/2018 16:50:48



