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RESUMO

Margal, E. S. R. Avaliagdo do perfil de metilagdo dos genes LDLR, PCSK9, LDLRAP1 em
pacienyes portadores de hipercolesterolemia familial. 2021. XF. Dissertacdo (Mestre)-
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2021.

As variabilidades genotipicas que determinam algumas alteracbes fenotipicas e
metabdlicas podem ter seu diagnostico falho se baseado apenas nos dados genomicos. Na
hipercolesterolemia familial (HF) pode-se observar que os dados de variantes nos genes da
LDLR, PCSK9, APOB e LDLRAP1 sugeridos pelos consensos atuais para confirmar o diagnéstico,
tem mostrado serem insuficientes, mostrando baixa porcentagem de confirmag¢do, mesmo nos
dos casos em que caracteristicas fenotipicas apresentam dados sugestivos importantes. A
complementacdo no auxilio diagnéstico com dados epigenéticos tem sido sugerida em muitas
doengas, principalmente nas cronicos degenerativos. A metilacdo do DNA pode estar envolvida
no mecanismo que regulam vdarios processos metabdlicos, entre os quais os envolvidos na
expressao de proteinas e neste estudo os que estdo envolvidos no metabolismo do colesterol,
que poderia explicar fenétipos hipercolesterolemicos sem demonstracdo clara de variantes
nos genes de consenso. O objetivo do presente estudo foi comparar o perfil de metilacdo dos
genes LDLR, PCSK9 e LDLRAP1 entre pacientes com diagndstico de Hipercolesterolemia Familial
confirmado através de variantes genéticas descritas na literatura e pacientes sem diagndstico
confirmado. Além da comparagdo com individuos normolipidémicos. A sele¢do dos individuos
foi realizada na Secdo de Dislipidemia do Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia (IDPC), do
Departamento de Andlises Clinicas e Toxicoldgicas da Universidade Federal do Rio Grande do
Norte (UFRN), da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) e da Faculdade de Medicina
de S3o0 José do Rio Preto (FAMERP). Através dos critérios MEDPED foram selecionados 133
pacientes para a realizagdo do sequenciamento de um painel de genes relacionados ao
fendtipo de HF e a homeostasia do colesterol a fim de confirmar o diagndstico. Todos os
pacientes tiveram o DNA purificado, que foi submetido ao tratamento com bissulfito,
amplificado, purificado, desnaturado e sequenciado no sistema PyroMark Q24. Avaliou-se o
perfil de metilagdo, em sitio CpG dos genes da LDLR, PCSK9 e LDLRAP1. A analise estatistica foi
realizada utilizando o software SPSS v.19, GraphPad Prism, versdo 1.03 e o e o software R.
4.1.0. Os pacientes foram classificados em Grupo |: Pacientes com diagndstico molecular
confirmado pelo estudo fenotipico e genotipico (n=40); Grupo Il: Pacientes fenotipicamente

determinados como hipercolesterolemico, mas sem diagnéstico molecular confirmado pelo



estudo genomico (n=93); Grupo Ill: individuos fenotipicamente determinados
normolipidémicos de acordo com a V Diretriz Brasileira de Dislipidemia (n=23). A analise
comparativa entre os grupos | x Il e Il x lll, demonstrou diferenca estatista significativa em 13
sitios CpG do total de 28 sitios CpG analisados nos trés genes. Além disso, foi possivel concluir
gue alteragdes nos sitios CpG presentes no gene LDLR influenciaram na presenca de xantomas
e arco cérneo. Houve correlacdo positiva entre a idade e perfil de metilacdo do gene PCSK9,
assim como, alteragGes nos sitios CpG deste gene influenciaram na presenca de arco cérneo e
IAM. Além disso, alteragbes no sitio CPG presente no gene LDLRAPI1 influenciou no

desenvolvimento de DAC, IAM e RM, além da presenca de xantelasma.

Palavras chaves: Hipercolesterolemia Familial, Metilacdo do DNA, Doencga coronariana.
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Abstract

Margal, E. S. R. Evaluation of the methylation profile of LDLR, PCSK9, LDLRAP1 genes in
patients with familial hypercholesterolemia. 2021. XF. Dissertation (Master)- Faculty of
Pharmaceutical Sciences, University of Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2021.

The genotypic variabilities that determine some phenotypic and metabolic alterations can be
misdiagnosed if based only on genomic data. In familial hypercholesterolemia (FH) it can be
observed that the data of variants in the genes of LDLR, PCSK9, APOB and LDLRAP1 suggested
by the current consensus to confirm the diagnosis, has shown to be insufficient, showing a low
percentage of confirmation, even in the cases in which phenotypic characteristics present
important suggestive data. Complementing the diagnostic aid with epigenetic data has been
suggested in many diseases, especially in chronic degenerative diseases. DNA methylation may
be involved in the mechanisms that regulate several metabolic processes, including those
involved in the expression of proteins that ,in this study, are involved in cholesterol
metabolism, which could explain hypercholesterolemic phenotypes without a clear
demonstration of variants in consensus genes. The aim of the present study was to compare
the methylation profile of LDLR, PCSK9 and LDLRAP1 genes between patients with a diagnosis
of Familial Hypercholesterolemia confirmed through genetic variants described in the
literature and patients without a confirmed diagnosis. In addition to the comparison with
normolipidemic individuals. The selection of individuals was carried out at the Dyslipidemia
Section of the Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia (IDPC), in the Department of Clinical
and Toxicological Analyzes of the Federal University of Rio Grande do Norte (UFRN), in the
State University of Campinas (UNICAMP) and in the Faculdade of Medicine of Sdo José do Rio
Preto (FAMERP). Through the MEDPED criteria, 133 patients were selected to perform the
sequencing of a panel of genes related to the FH phenotype and cholesterol homeostasis in
order to confirm the diagnosis. All patients had their DNA purified, which were subjected to
bisulfite treatment, amplified, purified, denatured and sequenced on the PyroMark Q24
system. The methylation profile in the CpG site of the LDLR, PCSK9 and LDLRAP1 genes were
evaluated. Statistical analysis were performed using SPSS v.19 software, GraphPad Prism,
version 1.03 and R. 4.1.0 software. Patients were classified into Group I: Patients with a
molecular diagnosis confirmed by phenotypic and genotypic studies (n=40); Group II: Patients
phenotypically determined to be hypercholesterolemic, but without a molecular diagnosis
confirmed by the genomic study (n=93); Group lll: phenotypically determined normolipidemic
individuals according to the V Brazilian Dyslipidemia Directive (n=23). The comparative analysis
between groups | x Il and Il x Ill showed a statistically significant difference in 13 CpG sites of
the total of 28 CpG sites analyzed in the three genes of the project. Furthermore, it was
possible to conclude that alterations in the CpG sites present in the LDLR gene influenced the
presence of xanthomas and arc corneum. There was a positive correlation between age and
PCSK9 gene methylation profile, as well as changes in the CpG sites of this gene influenced the
presence of arc corneum and AMI. In addition, alterations in the site present in the

LDLRAP1 gene are influencing the development of CAD, AMI and MR, in addition to the
presence of xanthelasma.

Keywords: Familial Hypercholesterolemia, DNA Methylation, coronary heart disease.
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1. INTRODUGAO

Segundo a Estatistica mundial de Saude de 2020 publicada pela Organizacado
Mundial da Saude (OMS), a regido das Ameéricas, na qual o Brasil se encontra, o
percentual de mortalidade entre a faixa etaria de 30 a 70 anos por doencas nao
transmissiveis como cancer, diabetes, doencas respiratdrias crénicas e doencas
cardiovasculares (DCV) de 17,8% para homens e 12,6% para mulheres no ano de 2016
(Who, 2020). Segundo estimativa de 2019, as DCV foram responsaveis por 32% das
mortes globais, mais de trés quartos das mortes ocorreram em paises de baixa e média
renda (Who, 2019). A previsdo, até 2030, esta estimada em cerca de 23,6 milhGes de
pessoas que irdo a 6bito por DCV no mundo (Pourmasoumi et al., 2018 ).

A DCV é uma doenca complexa, que resulta na combinacdo de diversos
fatores de risco, como os biolégicos (diabetes, hipertensdo, obesidade e
dislipidemias), ambientais (tabagismo, consumo de alcool, sedentarismo e consumo
de alimentos inadequados) e fatores ndo modificaveis (idade, sexo, etnia e fatores
genéticos). Estes fatores também estdo relacionados ao risco de desenvolvimento de
doenca arterial coronariana (DAC) (Wong, 2015; Paquette et al 2017; Ghafarian et
al., 2018). A morbi-mortalidade associadas as DCV pode ser reduzida através de
intervengdes que minimize esses fatores de risco (Xavier et al, 2013).

Um dos fatores de risco importante para o desenvolvimento de DAC é a
dislipidemia, no qual é definida como um conjunto de anormalidades em qualquer
fase do metabolismo lipidico, caracterizada pela elevagao plasmatica do colesterol
total (CT), do colesterol de lipoproteina de baixa densidade (LDL-c), e triacilglicerdis
(TG) e diminuicdo plasmatica do colesterol da lipoproteina de alta densidade
plasmatica (HDL-c) (Mesh, 2006, Song et al., 2014, Li et al.; 2017, GUntekin et al.,
2018). Estudos epidemioldgicos demonstraram que elevadas concentracdes de
colesterol plasmatico, principalmente transportado pelas LDL (lipoproteina de alta
densidade) estdo associadas ao aumento de doencas cardiovasculares. A deteccdo e
tratamento precoce das dislipidemias sdo fundamentais para uma correta prevengao
e controle da progressdo de DCV (Kannel et. al., 1971; ZHang et al; 2017, GUntekin et
al., 2018).
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As dislipidemias eram classificadas conforme os padrdes de elevagdo dos lipidios
plasmaticos (fendtipo de Fredrickson) (Fredrickson, 1971). Atualmente, as dislipidemias
sdo categorizadas como primaria ou secundaria.

As dislipidemias ocorrem em consequéncia as doengas como a diabetes
melito, o hipotireodismo, doencas renais ou hepaticas. Outros fatores como
obesidade, menopausa, dieta rica em d4cidos graxos, sedentarismo, tabagismo e
alcoolismo estdo relacionados a doenga. O tratamento é constituido primeiramente
em controlar a doenca de base, e em alguns casos se recomenda adotar o

tratamento farmacoldgico com hipolipemiantes (Freitas, 2010, Jillinger et al., 2017).

As dislipidemias primdrias decorrem de mutagdes genéticas Unicas ou
multiplas que afetam a sintese e o metabolismo de lipideos com superprodugao ou
remocao plasmatica defeituosa da VLDL (lipoproteina de muito baixa densidade), LDL,
ou baixa producao de HDL (lipoproteina de alta densidade).

Podem ser classificadas fenotipicamente, por meio de analises bioquimicas. A
classificacdo fenotipica ou bioquimica se baseia nos valores plasmaticos de CT, LDL-c,
TG e HDL-c. Compreende quatro tipos principais bem definidos de interesse clinico

(Sposito, 2007, Dron et al.; 2020), a seguir em resumo:

Hipercolesterolemia isolada: elevagdo isolada do LDL-c (2160mg/dl);

Hipertrigliceridemia isolada: elevacdo isolada dos TG (= 150mg/dl), que
reflete no aumento do numero de particulas ricas em TG, no caso VLDL, IDL e QM.
Como observado a estimativa do volume das lipoproteinas aterogénicas pela LDL
torna-se menos precisa a medida que os valores plasmaticos de lipoproteinas ricas
em TG aumentam. Portanto, nestas situacdes o valor de colesterol ndao-HDL pode ser

utilizado como indicador de diagndstico e meta terapéutica;

Hiperlipidemia mista: valores aumentados de LDL-c (= 160mg/dl) e TG
(2150mg/dl). Nesta circunstancia o valor de colesterol ndo- HDL também pode ser
utilizado como indicador e meta terapéutica. Nos casos em que o TGs = 400mg/dl, o
calculo do LDL-C pela féormula de Friedewald (LDL-c = CT - (HDLc + TG/5¢é

inadequado. Considerando-se entdo a hiperlipidemia mista quando o CT >200mg/dI;
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Colesterol HDL baixo: reducdo do HDL-c (homens <40mg/dl e mulheres
<50mg/dl) isolada ou em associa¢do a aumento de LDL-c ou de TG.
Na classificagdao genotipica, as dislipidemias se dividem em monogénicas ou

poligénicas, sendo a de maior importancia a Hipercolesterolemia Familial.

1.1 Hipercolesterolemia Familial

A hipercolesterolemia familial (HF) € uma doenga monogénica autossdmica
codominante presente em todos os grupos étnicos (Sharma et. al., 2017; Tada et.al.,
2021) que afeta o metabolismo do LDL, resultando na redugdo do catabolismo das
particulas de LDL (Vallejo-Vaz et al., 2018) levando assim a altas concentracdes de
LDL-c e desenvolvimento de DAC prematura (Paquette et. al., 2017; Farnier et al.,
2017; Myers et al., 2019). Entre as desordens monogénicas a HF é a mais comum, ela
afeta aproximadamebte 1 em cada 250 individuos no mundo inteiro. (FH; MIM

#14389) (Girelli et. al., 2016; Myers et al., 2019, Alonso et al., 2020).

Os portadores de HF heterozigotos apresentam valores de colesterol total entre
310-580mg/dl e homozigotos entre 460- 1160mg/dl, por isso, podem desenvolver DAC
precocemente, ou seja, infarto do miocardio (IAM) e angina no peito. Dados
contemporaneos sugerem que a frequéncia global pode ser de até 1: 200 na forma
heterozigota e 1: 160000 na forma homozigota, respectivamente, o que implica em
mais de 30 milhdes de individuos afetados em todo mundo. Entretanto a prevaléncia
de HF pode variar de acordo com a regido geografica e a etnia (Nordestgaard et. al;

2013; Brautbar et al., 2015; Vallejo-Vaz et al.,2015, Vallejo-Vaz et al., 2018).

A prevaléncia global de HF estimada para criangas e adolescentes é de 1: 250,
sugerindo que 20% a 25% sejam portadores de HF. O valor de LDL-c > 190 mg/dl em
criangas, com parentes que possuam valor de LDL-c >160 mg/dl com DAC, sugere que
esta crianca tenha uma alta probabilidade de ser portadora de HF de origem genética
Vallejo-Vaz et al., 2018).

A elevacdo do LDL-c em alguns individuos pode causar o aparecimento de
algumas caracteristicas fenotipicas de HF como a presenca de arco cdrneo, que pode
ser identificado em pacientes jovens antes dos 45 anos de idade, xantelasmas,

xantomas tuberosos e tendinosos. Este aumento da concentracdo de LDL-c leva a
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formacdo de placas ateroscleréticas nas artérias coronarias e na aorta proximal em
idade precoce, que consequentemente ao longo do tempo eleva o risco de
desenvolvimento de DCV (Youngblom et. al; 2014, Alonso et al., 2020).

Apesar das diretrizes recentes para o diagndstico de HF, a maioria dos
pacientes permanece sem diagndstico preciso e poucos possuem tratamento
adequado. Ao longo dos ultimos anos, o diagndstico de HF vem sendo realizado
através da caracterizacdo fenotipica utilizando varios critérios adotados para
caracterizar a HF. Dentre eles, o Dutch Lipid Network (Dutch MEDPED) que foi
escolhido e adaptado para a elaboragdo da | Diretriz Brasileira de
Hipercolesterolemia Familial, a qual foi atualizada no ano de 2021. No qual o
diagnodstico clinico é fundamentado na presenca dos sintomas fisicos como a
manifestacdo de xantomas e arco cdrneo, presenca de histérico familiar e doencas
cardiovasculares com elevac¢do de concentragdes de LDL-c (Santos et. al., 2012, Izar
et al.,, 2021).

O fenétipo clinico da HF é geralmente causado por variantes encontradas nos
genes relacionados a doenca, o receptor da lipoproteina de baixa densidade (LDLR), a
apoliproteina B (APOB) e a proteina convertase subtilisina/kexina tipo 9 (PCSK9).
Entretanto outros genes, como LDLRAP1 vém sendo associados com as alteraces
fenotipicas que ocorrem na hipercolesterolemia autossémica recessiva (ARH)
(Abifadel et.al., 2003; France, 2016; Strom et. al., 2017; Mytilinaiou et al., 2018;
Alonso et al., 2020).

1.1.1 Gene do receptor da LDL (LDLR)

O gene do LDLR estd localizado no brago curto do cromossomo 19(19p13) e é
composto por 18 éxons que codificam 839 aminodcidos na sua forma madura
(Yamamoto et al; 1984; Lindgren et al; 1985; Mollaki et al; 2013; Galicia-Garcia et al.,
2020). O LDLR humano é uma glicoproteina de cadeia Unica de multiplos
componentes, em sua forma madura de 160kDa e é composto por cinco dominios
(Al-Allaf et al., 2010, Strom et al; 2017).

O LDLR, localizado na superficie de células, se liga a LDL e é endocitado. A LDL
é entdo degradada nos lisossomos e o colesterol é liberado na célula para uso
metabdlico, sendo o LDLr reciclado ou degrado. Portanto, a funcionalidade do
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receptor no mecanismo regulador da concentracdo plasmatica e intracelular do
colesterol é fundamental. A muta¢dao no gene LDLR pode comprometer a sua
funcionalidade, e, consequentemente, hd uma diminuicdo da remocdo de LDL do
plasma (Civeira, 2004; Bjune et al., 2018) (Figura 1).

O avanco das tecnologias de sequenciamento de alto rendimento possibilitou
a identificagdo de mais de 2600 variantes no gene LDLR relacionadas como
causadoras de HF, representando 80 a 85% dos casos de HF, e prejudicando a sua
sintese, montagem, transporte, reciclagem e formacdo de vesiculas (Henderson et.

al., 2016; Benedito- Vicente et al., 2018; Galicia-Garcia et al., 2020).

1.1.2 Gene da proteina convertase subtilisina/kesina tipo 9 (PCSK9)

O gene da PCSK9 estd localizado no braco curto do cromossomol1(1p32) e é
composta por 12 éxons que codificam 692 aminodacidos. O gene da PCSK9 codifica
para a proteina PCSK9, responsavel pela regulacdo pds-transcricional da quantidade
do LDLR ao se ligar ao dominio EGF (Fator de Crescimento Epidermal) do receptor,
sendo interiorizada juntamente com o receptor, mediando a protedlise intracelular.
A PCSK9 tem um papel fundamental na homeostase do colesterol através do
processamento de proteinas de ligacdo a elementos reguladores (Mousavi et. al.,
2009; Lambert et. al., 2009; Bayona et al., 2020; Sundararaman et al., 2021).

As variantes neste gene podem levar ao ganho de fungdo, o que
consequentemente leva ao aumento da degradacdo de LDLR, menor captacdo de LDL
plasmatica, consequentemente aumentando sua concentragdo circulante. Por outro
lado, variantes que codifica proteina com a perda de funcao, leva a redugao de cerca
de 15% das concentragdes da LDL plasmatica, reduzindo o risco de DCV (Abifadel et.
al., 2003, Horton et. al., 2007). Estas variantes que levam a ganho de funcdo da
PCSK9 sdo responsaveis por até 2% dos casos de HF (Henderson et al., 2016; Bayona

et al., 2020) (Figura 1).

1.1.3 Proteina adaptadora do receptor de lipoproteina de baixa densidade
unidade 1 (LDLRAP1)

O gene da proteina adaptadora do receptor de lipoproteina de baixa

densidade unidade 1 (LDLRAP1) (Figura 1) esta localizada no braco curto do
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cromossomo 1(p36) é composta por 11 éxons (Henderson et al., 2016; Kamar et al.,
2021). A proteina expressa por este gene é responsavel pela ligagdo do LDLR a
adaptina2 (AP-2), nas fendas revestidas de clatrina, localizada na superficie da
membrana celular. Subsequentemente, a AP-2 recruta proteinas e enzimas
acessorias que ajudam na incorporacao do LDLR e posteriormente a sua endocitose
(WUERS et al., 2015; Chemello et al., 2021).

Variantes neste gene ocorrem na hipercolesterolemia autossdmica recessiva
(ARH) (ARH, OMIM#603813) na qual causa perda da fun¢do da proteina LDLRAP1.
Essas variantes podem causar alteracdes na proteina que reduzem a atividade de
LDLR, o que ocorre em 90% dos casos de variantes de ARH, causando o aumento da
concentracdo da LDL plasmatico tanto em individuos homozigotos e heterozigotos
(France, 2016; Henderson et al., 2016). Entretanto pacientes portadores de variantes
no gene de LDLRAP1 possuem concentragdes mais baixas de LDL-c e inicio tardio de
DAC comparados com individuos homozigotos portadores de variantes no gene LDLR
(Rodriguez- Jiménez et al., 2019). A prevaléncia de individuos ARH é estimada em

menos de 1 em 1 milhdo na populagao (Nikasa et al., 2021)

LDL
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Figura 1: Representagdo esquematica do receptor de lipoproteina de baixa densidade (LDLR),
da proteina convertase subtilisina/Kesina tipo 9 (PCSK9) e da proteina adaptadora do receptor
de lipoproteina de baixa densidade unidade 1 (LDLRAP1) no metabolismo da LDL. Fonte:
autoria propria
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1.2 O papel da epigenética na HF

Alteracbes na expressdo dos genes descritos acima podem interferir na
captacao de LDL circulante levando ao fendtipo da HF. Essas alteragdes na expressao
génica podem ocorrer como consequéncia de alteragdes na sequéncia de DNA. O
advento de novas tecnologias de sequenciamento de DNA de alto desempenho (Next
Generation Sequencing- NGS) revolucionou o diagnéstico molecular, tornando mais
rapida a identificacdo de alteragOes genéticas (Lazaro et al; 2017). Entretanto,
guando se fala em herdabilidade dos tracos lipidicos no sangue, a auséncia de
alteragdes na sequéncia génica que justifique a alteracdo fenotipica de HF pode
chegar a atingir 40% (Guay et. al., 2016; Pedro-Botet et al., 2021). Nos ultimos anos,
tem-se buscado respostas para a variabilidade fenotipica ndo explicada pela
genOmica estrutural. Entre essas respostas, estdo os mecanismos epigenéticos,
conhecidos como processos biolégicos envolvidos no controle de transcricdo e
traducdo (Muller&Prado, 2008; Guay et. al., 2012; Harst et al., 2018; Bambarendage
et al.; 2021).

A epigenética compreende o estudo de modificagGes reversiveis e herdaveis
da cromatina e do DNA que regulam a expressao genética e a estabilidade gen6mica
sem alterar a sequéncia de DNA (Lopes et. al.,2017; Xu et al., 2021) por influéncia de
fatores ambientais como dieta, tabagismo, atividade fisica, uso de drogas ilicitas,
entre outras (Feinberg, 2007; Szyf, 2007; Raasol, 2015). Dentre estas modificac¢des,
estdo inclusos: a metilagdo do DNA, a acetilagdo das histonas, bem como a

remodelagem da cromatina (Qureshi et al., 2019; Bambarendage et al.; 2021).

1.3 Metilagdo do DNA

A metilacdo do DNA é um fator envolvido na regulacdo da expressdo génica.
Refere-se a um processo no qual hd a adicdo de um grupo metil (CH3), a partir da
transferéncia de S-adenosilmetionina para um nucleotidio de DNA, no carbono 5 das
bases nitrogenadas de citosina, o qual se nomeia dinucleotideo CpG, onde uma
citosina e uma guanina sdo separadas por um fosfato resultando na formacdo de uma
base modificada de 5-metilcitosina (5mC) (Azevedo et. al., 2013; Zhang et. al., 2017,
Qureshi et al., 2019, Xu et al., 2021 ) (Figura 2).
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Os dinucleotideos CpG aparecem distribuidos no genoma ou juntos em regides
denominadas de ilhas CpG. Em humanos, aproximadamente 60% a 80% dos 28 milhdes
de ilhas CpG sdo metilados aproximadamente (Kato et al., 2019), sendo mais
frequentes em regiGes promotoras de gene. Quando a metilagdo ocorre na regiao
promotora pode resultar no silenciamento do gene, pois inibe a ligacdo dos complexos
de transcricdao a suas regioes reguladoras, entretanto quando a metilagao ocorre no
corpo do gene ou em regides transcritas pode haver interferéncia na fase de
transcricdo, prologando esse processo e gerando splicing alternativos (USHUJIMA;

ASADA, 2010; DEATON; BIRD, 2011; Kato et al., 2019).

NH,
SN

N
H

Citosina 5- metilcitosina

Figura 2: Esquema da formagdo de 5- metilcitosina. DNMTS: DNAmetiltransferase;
CH3: grupo metil; 5mC: 5-metilcitosina. Autoria prépria.

Durante o processo de metilacdo ocorre a manutencdo das fitas de DNA,
permitindo o controle da propor¢cdo de metilacdo que ocorrerd. A metilacdo de
manutenc¢do proposta por Riggs e Holiday e Pugh no qual ocorre a extensdao do
principio da teoria criada por Watson- Crick, no qual as informagdes complementares
a serem codificadas dos dois filamentos de DNA nos sitios CpG palindromicos por
DNMTs de novo, criam um padrao de metilado ou ndo metilado dos sitios CpG. Apds
cada ciclo da replicacdo do DNA, a metilacdo fica presente nas cadeias parentais
criando um padrao de CpG hemimetilado e ndo metilado. Sendo assim, o padrdo de
metilacdo pode ser mantido pela acdo da atividade especifica da metiltransferase de
manutencdo (Jeltsch et al., 2014; Qureshi et al., 2019).

Existem cinco isoformas de DNMT — DNMT1, DNMT2, DNMT3a, DNMT3b e
DNMT3L — mas, somente as isoformas DNMT1, DNMT3a e DNMT3b atuam na
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metilacdo de DNA. Essas trés enzimas sdo divididas em dois grupos: as
metiltransferases de manutencdo, envolvidas na metilagdao de fitas hemimetiladas de
DNA durante a replicagdo (DNMT1); e as denovo metiltransferases, adicionando o
grupo metil em fitas previamente ndo metiladas (DNMT3a e DNMT3b) (FOULKS, 2012,
Jeltsch et al., 2014) (Figura 3). Estudos genéticos revelam que o nocaute destas trés
enzimas em ratos é letal para a manutenc¢ao da metilagdo do DNA em todo o genoma,
demonstrando assim a importancia destas enzimas e do papel da metilagao do DNA no
desenvolvimento dos mamiferos (Jeltsch et al.,, 2014 Kato et al., 2019; Han et al,,

2020).

Metilagdo completa

Manutengdo do Replicacho do
DNA metilado DNA
Dnmtl
Metilagdo do H H H E Desmetilagdo
DNA de novo ativado DNA
DNA Hemimetilado TET
Dnmt3
DNA
desmetilado

N — I .

DNA ndo metilado

B Metilacio completa
= ONAHemimetilado
= DNA ndo metilado

Figura 3: Esquema da metilacgdo de manutencdo do DNA. DNMT1: DNA
metiltransferase 1; DNMT3: DNA metiltransferase 3; TET: familia de dez e onze
translocagdo. Figura adaptada de Jeltsch et al., 2014.

Os SNPs e as variantes genéticas podem resultar em perda ou ganho de ilhas CpG
gue sdo possiveis locais de metilagio do DNA. Um dinucleotideo CpG da regido
promotora ARHGAP25 humana foi associado com a pressdo sanguinea em um estudo
de associacdo gendmica. Ainda ndo estd claro se este SNP estd associado a sua
expressdao génica, no entanto, dados sugerem que este CpG-SNP pode afetar a
expressao de ARHGAP25 devido a metilacdo desta ilha CpG estar associada a uma

diminuicdo da expressdao de ARHGAP25 (Jiang et al., 2014). Langaman et al., conduziu
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um estudo nas regides promotoras do gene ABCA1 em humanos e roedores, o estudo
relata que modificagGes epigenéticas no promotor do gene ABCA1 contribuiu para
variabilidade interidivindual das concentragdes plasmaticas de HDL-c (Langaman et al.,
2002). Guay et al., conduziu um estudo de metilagdo do DNA no qual analisou 98
pacientes HF ndo tratados utilizando a técnica de pirossequenciamento, neste estudo
foi observado que a quantidade de metilagdo do DNA no /ocus dos promotores dos
genes CETP e LPL estdo associados a variabilidade do perfil lipidico (Guay et al., 2013).
Outro estudo conduzido pelo grupo correlacionou a porcentagem de metilagdo do
DNA e o polimorfismo c.-20G>A no gene TNNT1 com baixas concentracdes de HDL-c e
risco do desenvolvimento de DAC em homens HF e ndo HF (Guay et al., 2016).

Muitos estudos de epigenética sdo necessarios para entender os mecanismos
das DCV no qual terd consequéncias relevantes que implicaram na prevencao,
progndstico e terapia das doengas DCV (Elia et al., 2018). Para melhor compressao
dos mecanismos epigenéticos, dentre eles a metilacdo do DNA em doencas genéticas
complexas como a HF, é necessario a avaliagcdo nos principais genes relacionados as

alteracOes fenotipicas ndo caracterizadas no estudo gendémico.
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2. JUSTIFICATIVA

A variabilidade fenotipica que determina algumas doencas genéticas, dentre
elas a HF podem ter seu diagndstico falho se realizado apenas por avaliacao
genotipica, pois um grande percentual dos casos ndo apresenta variantes que
justifiquem o fenétipo da doenca. Apesar do uso de tecnologias que realizam o
sequenciamento de DNA, no qual é possivel confirmar algumas patologias através da
identificacdo de variantes em genes, que justifiquem o fendtipo de algumas doengas,
ainda assim, existem muitas lacunas que ficam apds o uso desta tecnologia.

Um estudo prévio realizado pelo nosso grupo utilizou a tecnologia NGS para
a identificacdo de possiveis variantes causais de cardiomiopatia hipertroéfica,
entretanto, os resultados mostraram que em cerca de 15% dos casos ndo foram
encontradas variantes em genes relacionados com a hipertrofia (Castro, 2015)
resultado este, semelhante aos encontrados em outras popula¢ées. Como ja
relatado anteriormente a auséncia na sequéncia génica que possa justificar a
alteracao fenotipica da herdabilidade dos tracos lipidicos no sangue pode chegar a
atingir 40% (Guay et. al; 2016), tendo assim uma grande porcentagem de alteragdes
a qual o sequenciamento ndo consegue responder as caracteristicas fenotipicas dos
pacientes. Em outro estudo realizado pelo nosso grupo com 141 pacientes HF, os
dados corroboraram com os achados na literatura, uma vez que selecionados e
sequenciados apenas 21,2% tiveram seu diagndstico molecular confirmado (Borges,
2019).

Por esta razdao nos Uultimos anos, tem-se buscando compreender os
mecanismos epigenéticos, como uma possivel solucdo para se explicar a

variabilidade fenotipica de algumas doencas, dentre eles a metilacdo do DNA.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Comparar o perfil de metilacdo dos genes LDLR, PCSK9 e LDLRAP1 entre
pacientes com diagndstico fenotipico e genotipico de Hipercolesterolemia
Familial, com individuos fenotipicamente descrito como hipercolesterolémico e

individuos considerados normolipidémicos.

3.2 OBJETIVO ESPECIFICO

v" Avaliar a associacdo entre o perfil de metilacdo dos genes LDLR, PCSK9 e
LDLRAP1 e o perfil bioquimico em pacientes com Hipercolesterolemia
Familial com individuos fenotipicamente descrito como

hipercolesterolémico e individuos considerados normolipidémicos.

v" Analisar a associag¢do entre o perfil de metilacdo dos genes LDLR, PCSK9 e
LDLRAP1 e as manifestacbes clinicas em pacientes com
Hipercolesterolemia Familial com individuos fenotipicamente descrito

como hipercolesterolémico e individuos considerados normolipidémicos.
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4. CASUISTICA, MATERIAIS E METODOS

4.1 Casuistica
4.1.1 Selecdao de pacientes

Foram incluidos 133 pacientes de ambos os géneros conforme diagndstico
fenotipico de HF provenientes da Se¢dao de Dislipidemia do Instituto Dante Pazzanese
de Cardiologia (IDPC), do Departamento de Andlises Clinicas e Toxicologicas da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN), da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP) e da Faculdade de Medicina de S3o José do Rio Preto (FAMERP)
Este projeto possui aprovacdo pelo comité de ética em pesquisa da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S3ao Paulo (CAAE: 24618713.0.3001.0067-
Anexo). As amostras de DNA dos pacientes selecionados foram sequenciados os exons
de 84 genes, que estdo associados com o metabolismo do colesterol, segundo
protocolo publicado (Borges et al; 2020). Estabeleceu-se uma divisdo baseada nos
resultados do estudo gendémico (Tese da Borges, 2019) em grupo |: Pacientes com
diagndstico molecular confirmado pelo estudo fenotipico e genotipico (N=40), grupo lI:
Pacientes fenotipicamente determinados como hipercolesterolemico, mas sem
diagndstico molecular confirmado pelo estudo genomico (N=93) e grupo Ill: com 23
individuos fenotipicamente determinados normolipidémicos de acordo com a V
Diretriz Brasileira de Dislipidemia e prevencao da aterosclerose (Xavier et al., 2013).

Adotou-se os seguintes critérios de nao inclusao no projeto: individuos que
desistiram de participar do protocolo em qualquer fase do estudo ou que
apresentaram as seguintes condi¢des clinicas: insuficiéncia hepatica, insuficiéncia renal
(depuracdo de creatinina menor que 30ml/min) e/ou sindrome nefrética, neoplasias,

anticorpos anti- HIV positivos, disfuncdo tireoideana, sindrome de Cushing e gravidas.

4.2 Métodos

4.2.1 Extragao de DNA

O DNA gendmico foi extraido utilizando os reagentes do QlAamp® DNA
BloodMaxi Kit (QIAGEN, GmbH, Alemanha) conforme as orienta¢des do fabricante. A

guantificacido do DNA foi realizada pelo método fluorimétrico utilizando o
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equipamento QUBIT® com os reagentes QUBIT® DsDNA Broad-Range Assay (Life

Technologies, Forest City, USA) com faixa de detec¢do esta entre 4 a 1000ng. Para a

andlise de metilacdo, as amostras de DNA foram tratadad com Bissulfito e
guantificadas utilizando os reagentes QUBIT® HsDNA Broad-Range Assay (Life

Technologies, Forest City, USA), com faixa de deteccdo esta entre 0.2 a 100ng.

4.2.2 Tratamento do DNA com Bissulfito e Amplificagao do fragmento de DNA de
interesse pela PCR

O DNA extraido foi submetido ao processo de conversdo por bissulfito
utilizando o EpiTect Fast DNA Bisulfite Conversion Kit (QIAGEN, Hiden, Alemanha) com
quantidade inicial de 2ug seguindo o protocolo do fabricante. O tratamento tem a
finalidade de que bissulfito converta as cistosinas ndo metiladas em uracilas, nao

alterando as citosinas metiladas (Hayatsu, 2008) como representado na Figura 4.

com Blsult o
DNA Convertido Metilada
l PCR

Produto da PCR

Figura 4: Esquema do processo que ocorre com o tratamento do DNA com bissulfito. (Adaptada
Portinho,2015).

DNA Gendmico el

Este processo foi realizado utilizando termociclador programado com as
etapas: Desnaturacdo por 5 minutos a 95°C; Incubagdo por 10 minutos a 60°C;
Desnaturacdo por 5 minutos a 95°C; Incubacdo de 10 minutos por 60°C; Incubacdo
tempo indefinido de 20°C (Finalizacdo da reacdo). Apds este processo o DNA
convertido passa por um processo de purificacdo e eluicdo. Em seguida, o DNA
convertido foi amplificado e analisado utilizando os reagentes do Pyro Mark PCR Kit
(QIAGEN, Hiden, Alemanha) e os iniciadores de amplificacdo para cada gene contidos

nos ensaios Pyro Mark CpG Assays (QIAGEN, Hiden, Alemanha) descritos na tabela 1.
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Tabela 1. Relagdo dos genes, numero de sitios CpG e cddigo do ensaio disponivel para estudo de

metilacao
Numero de sitios Cddigo do ensaio Tamanho
Gene
CpG Fragmentado

7 Hs_LDLR_01_PMPyroMark CpG assay 259
LDLR 4 Hs_LDLR_02_PMPyroMark CpG assay 254
6 Hs_PCSK9_01_PMPyroMark Cpg assay 231
PCskS 5 Hs_PCSK9_02_PMPyroMark CpG assay 200
3 Hs_LDLRAP1_01_PM_PyroMark Cpgassay 103
LDLRAP1 3 Hs_LDLRAP1_02_PM_PyroMark CpG assay 145

Legenda: Gene receptor de lipoproteina de baixa densidade (LDLR); gene da proteina convertase ubtilisina/Kesina
tipo 9 (PCSK9); gene da proteina adaptadora do receptor de lipoproteina de baixa densidade unidade 1 (LDLRAP1).

O ensaio adquirido comercialmente inclui um par de iniciadores para PCR (um
deles possui biotina na extremidade 5’) e um iniciador para o sequenciamento. Foram
analisados os sitios CpG alvos, utilizando os iniciadores presentes nos ensaios para
genes da LDLR (Figura 5), PCSK9 (Figura 6) e LDLRAP1 (Figura 7). Os produtos da PCR
foram purificados utilizando esferas contento estreptavidina (GE Healthcare Bio-
ScienceAB, Uppsala, Suécia), tampdo de lavagem, dlcool 70% e solucdo de
desnaturacdo. O processo de purificacdo e desnaturacdo do produto da PCR foi
realizado utilizando o sistema Pyro Mark Vacuum Workstation (QIAGEN, Hiden,

Alemanha).

Ensaio 1
STTGCGCTGGACCGTCGCCTTGCTCCTCGCCGCGGCGGGGA

ARAGCCGATGTCACA
- TCCTCCTCTTGCAGTGAGGTGAAGACATTTGAAAATCACCCCACT Ensaio 1
GCAAACTCCTCCCCCTGCTAGAAACCTCACATTGAAATGCTGTAAATGACGTGGGCCCCG 7 ilhas CDG
. AGTGCAATCGCGGGAAGCCAGGGTTTCCAGCTAGGACACAGCAGGTCGTGATCCGGGTCG ////1
Exon 1 —<{: GGACACTGCCTGGCAGAGGCTGCGAGCATGGGGCCCTGGGGCTGGAAATTGCGCTGGACC

3 CGCCAGARAT

TCACTGC
TGGGATT
TTTTCA

Intron 1 —

Ensaio 2

4 ilhas CpG

\ CGATCCGCTTTGCGCGACCCCAGGGCGCCACTGCCATCCTGAGTTGGGTGCAGTCCCGGG

Ensaio 2
ITCCCGGCCGGGCGCGGT
SACCGCGCCCGGCCGGGA

Figura 5- Representacdo das ilhas CpG e ensaios comerciais para andlise de metilacdo do gene
LDLR. 36



Ensaio 1

¥ AACGGCGGCGCCCGCCTGCAACCATGAGCGCCTCGA
STCGAGGCGCTCATGGTTGCAGGCGGGCGCCGCCGTT

GCAGGAGACAAGGTGGACCCAGGRAAACACTGARARAGGT GGGCCCGGCAGRACT TGGAGTC -
» TGGCATCCCACGCAGGGT GAGAGGCGGGAGAGGAGGAGCCCCTAGGGC GCCGGCCTGCCT Ensaio 2
Regido TCCAGCCCAGTTAGGATT TGGGAGTTTT TTCTT CCCTCTGCGCGTAATCTGACGCTGTTT —# | 5 ilhas CpG
promotora | GGGGAGGGCGAGGCCGAAACCTGATCCTCCAGTCCGGEGGTTCCGTTRARATGTTTARATCAG
ATAGGATCGTCCGATGGGGCTCT GGTGGCGTGATCTGC GCGCC CCAGGCGTCARGCACCC
ACACCCTAGRAGGTTTCCGCAGCGACGTCGAGGCGCTCATGET TGCAGGCEGECEECEEE — Ensaio 1
GTTCAGTTCAGGGTCTGAGCCTGGAGGAGTGAGCCAGGCAGTGAGACT GGCTCGGGCGGE 6 ilhas CpG
CCGGGACGCGTCGTTGCAGCAGC GGCTCCCAGC TCCCAGCCAGGATTC CGCGCGCCCCTT
CACGCGCCCTGCTCCTGAACTTCAGCTC CTGCACAGTCCTCCCCACCGCAAGGCTCAAGE
CGCCGCCGGCGTGGACCGCGCACGGCCTCTAGGTCTCCTCGCCAGGACAGCAACCTCTCC
CCTGGCCCTCATGGGCACCGTCAGCTCCAGGCGGTCCTGGTGGCCGCTGCCACTGCTGCT
GCTGCTGC TGCTGCTCCTGGGTCCCGCGGGCGCCCGTGCGCAGGAGGACGAGGACGGCGA
CTACGAGGAGCTGGTGCTAGCCT TGCGTTCCGAGGAGGACGGC CTGGCCGAAGCACCCGA
GCACGGAACCACAGCCACCTTCCACCGCTGCGCCARGG TGCGGGTGTAGGGAT GGGAGGT
CGGGGCGARCCCGCAGCCGGGACGGTGCGGTGCTGTTT CCTCT CGGGCCTCAGTTTCCCC
CCATGTRAAGAGAGGAAGTGGAGTGCAGGTCGCCGAGGGCTCTTCGCTTGGCACGATCTTG
GGGACTGCAGGCARGGCGGCGGGGGAGGACGGGTAGTGGGGAGCACGG TGGAGAGCGGGE

Exon 1

Ensaio 2
¥TCAGGTTTCGGCYTCGCCCTCCCCAAACAGCGTCAGATTACGCGC
5 GCGCGTAATCTGACGCTGTTTGGGGAGGGCGAGGCCGAAACCTGA

Figura 6- Representacdo das ilhas CpG e ensaios comerciais para andlise de metilacdo do gene PCSK9.

Ensaio 1

¥CGAGAGAAAACAGGTTTCAAAAATAGTCGGGACGC
SGCGTCCCGACTATTTTTGAAACCTGTTTTCTCTCG

Ensaio 2
166 —3 | 3 ilhas CpG

[}

EXO n1 GCGGCGGCCGGAGCGGGCCATGGACGCGCTCAAGTCGGCGGGGCGGGCGCTGATCCGGAG

CAGCAG TGLGG&.GGI‘\.AGGAG CCACTGGC
GGGCCAACTTTTGACTCCGGGTGCCCAGACACCCATCCA
GTACGTACTTGARATTGGGARACGAGGCCCCGCCTGGEE

TCAGGCGATCTAGACCCTTACGTCCCTTCCTCTAGCCG 5 Ensaio 1

TCCCGACTATTTTTGARACCTGTTTTCTCTCGCACCTTTCCC A 3 ilhas CpG

CTTGGGTGCCCAGGCARACGACAGACTCGCCGCCACCTCT TGG! GGA p
CT

GO
“— TGGGAGGGGCCTCCCCCCCTTTCTCTCCCCCAGTC

Intron1 — ©¢

Ensaio 2
¥CGCAAGCCCTAGACGCCCCCGC
SGCGGGGGCGTCTAGGGCTTGCG

Figura 7- Representacdo das ilhas CpG e ensaios comercias para analise de metilagdo do gene
LDLRAPI.
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4.2.3 Pirossenquenciamento

Para a reacao de sequenciamento foi utilizada a plataforma Pyro Mark Q24
(QIAGEN, Hiden, Alemanha) no qual se inicia com a incorporagao de um nucleotideo na
fita de DNA, realizada pela enzima DNA polimerase. Esta incorpora¢do libera um
pirosfosfato inorganico (PPi) que é convertido em ATP pela acdo da enzima da ATP
Sulfurilase fornecendo energia para a luciferase oxidar a luciferina presente na reagao
e gerar uma luz que é detectavel pelo equipamento e convertido em um pico e
analisada em tempo real. Estes picos sdao convertidos em um grafico, no qual
representa a percentagem de metilagado por sitio CpG analisado. Além disso, na reagao
temos a acdo da enzima Apirase, uma enzima de degradacdo de nucleotideos ndo

incorporados e ATP (Figura 8).
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Figura 8. Representacdo da reacdo de pirossequenciamento. Fundamento do método de Pirossequenciador Q24 da Qiagen (www.giagen.com).
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Ao produto da PCR purificado e desnaturado foi adicionado os iniciadores de
sequenciamento contido nos ensaios Pyro Mark CpG Assays (Tabela 1) (QIAGEN,
Hiden, Alemanha), e o tampdo de hibridizacdo. A ordem de dispensacdo dos quatro
desoxinucleotideos (dTTP, dATP, dGTP e dCTP) é realizada utilizando o programa Pyro
Mark Assay Design 2.0 de acordo com a ordem descrita para cada ensaio. A analise
através do pico de luminescéncia que é convertido pelo préprio software em
percentagem de metilacdo, as percentagens sdo indicadas acima de cada sitio CpG em
uma coloragao que é estabelecida pelo software classificando o resultado como 6timo
(azul), intermediario (amarelo), insatisfatério (vermelho), a figura 9 demonstra um

exemplo de pirograma gerado.
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Percentagem de metilacdo por sitio CpG
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Figura 9: Pirograma representando a analise dos sitios CpG do gene LDLR, ensaio 1. As regiGes sombreadas em azul representam os sitios CpG analisadas neste ensaio
(Acima do pico o nimero sombreado em azul mostra percentual de metilagdo). No Gréfico, no eixo das ordenadas os nimeros representam o pico de luminescéncia
e no eixo das abcissas do grafico a sequéncia de andlise do ensaio.
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4.3 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados através do software SPSS v.19 (SPSS
Inc., Chicago, IL, EUA). As variaveis categoricas foram apresentadas com numeros
absolutos e relativos e as varidveis nimericas foram apresentadas com média e desvio
padrao, conforme a normalidadade da amostra avaliada pelo teste de Kolmogorov-
Sminorv, o nivel de significancia adotado foi de p<0,05. Os graficos foram elaborados
utilizando o programa Graph Pad Prism, versao 1.03 (Sigma, CA, E.U.A.).

As variaveis categéricas foram comparadas utilizando o teste de qui-quadrado.
Para a andlise de dois grupos (Grupo I: Pacientes com diagndstico molecular
confirmado pelo estudo fenotipico e genotipico; Grupo ll: Pacientes fenotipicamente
determinados como hipercolesterolemico, mas sem diagndstico molecular confirmado
pelo estudo genomico), foi utilizado o teste T para as variaveis ndo paramétricas e o
teste de Manny Whitney para as variaveis ndo paramétricas.

Para a andlise dos trés grupos (Grupo |: Pacientes com diagndstico molecular
confirmado pelo estudo fenotipico e genotipico; Grupo Il: Pacientes fenotipicamente
determinados como hipercolesterolemico, mas sem diagndstico molecular confirmado
pelo estudo genomico; Grupo Il individuos fenotipicamente determinados
normolipidémicos de acordo com a V Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevencao
de Aterosclerose, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis.

Apds os testes realizados, as varidveis com o valor de p<0,05, foram submetidas
ao teste complemetar ndo paramétrico de Turkey utilizando o SPSS v.19 (SPSS Inc.,

Chicago, IL, EUA) e o software R. 4.1.0.
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5. RESULTADOS

Primeiramente foi realizada a analise comparativa dos dados biodemograficos
entre o Grupo | (Pacientes com diagndstico molecular confirmado pelo estudo
fenotipico e genotipico) e Grupo Il (Pacientes fenotipicamente determinados como
hipercolesterolemico, mas sem diagndstico molecular confirmado pelo estudo
genomico). Os dados estdo descritos na tabela 2. As varidveis analisadas ndo
apresentaram resultados estatisticamente significativa entre os grupos na maioria dos
parametros, exceto nos valores de TG (p<0,003) e VLCLc (p<0,011) e uso de estatina

(p=0,033, tabela 2).
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Tabela 2. Dados biodemograficos dos pacientes HF fenotipicamente selecionados para o estudo de metilacdo.

Com diagnéstico Sem diagndstico (p valor)
Dados biodemograficos genotipico de HF genotipico de HF
n=40 (% (N=93 %)

Mulheres 67,5% 65,6% p= 1,000

Pardos 30,0% 25,8%

Asiaticos 0% 1,1%

Xantelasmas 17,9% 22,5% p=0,638

TRt acocemeo L& sme 0 ps00s

15,0% 7,4% p=0,208

Espessamento de tenddes

1AM 35,0% 25,6% p=0,295

HDL-c 59,4 +40,2 52,1 +15,7 p=0,694

VLDLc 25,8 +16,2 34,5 +24,4 p=0,011

Legenda: CT: Colesterol 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;
IAM: infarto agudo do miocardio; DAC: doenga arterial coronariana; RM: Revascularizagdo do miocardio, HF: hipercolesterolemia familial; Etilismo: auto declarado, se realizava consumo de bebida alcdolica; Fumante:
auto declarado.



A tabela 3 contém os dados biodemograficos dos indivividuos
normolipidémicos (grupo Ill), selecionados para inclusdo no projeto, que apresentavam
o perfil lipidico considerados fenotipicamente dentro dos valores de referéncia de
acordo com a V Diretriz Brasileira de Dislipidemia e Prevenc¢do de Aterosclerose (Xavier

et al,, 2013).

Tabela 3. Dados biodemograficos dos pacientes normolipidémicos.

Dados biodemograficos Normolipidémicos

n=23 (%)
Idade, média 35,9 (+11,0)
(DP)
Mulheres 69,6%
Homens 30,4%
Caucasianos 69,6%
: Pardos 17,4%
Etnia Preto 4,3%
Asiaticos 8,7
Tabagista 0%
Etilista 47,8%
Ex- Usuario de 0%
Drogas llicitas
DAC 0%
IAM 0%
RM 0%
Xantomas 0%
T Xantelasmas 0%
Arco corneo 0%
Espessamento de tenddes 0%
cT 167,4 +23,7
HDL-c 55,3+16,9
LDL-c 94,4 £18,4
VLDLc 17,6 £ 8,6
TG 88,3 +43,7

Legenda: CT: Colesterol 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; Etilismo: auto declarado, se realizava consumo de bebida alcéolica; Fumante: auto declarado;
DAC: Doenga Coronariana; IAM: Infarto Agudo do Miocardio; RM: Revascularizagdo do Miocardio.

A tabela 4 contém a analise comparativa dos dados biodemograficos entre os
grupos |, Il e lll. O teste Qui-quadrado foi utilizado na analise das varidveis continuas e

o teste de Kruskal- Walls utilizando para a analise das variaveis categdricas. Em ambas
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analises o nivel de significancia adotado foi de p<0,05. Pode-se observar que as
varidveis continuas: Idade (p= 0,002), Tabagismo (p= 0,004), Etilismo (p= 0,015), e as
variavéis categoricas: CT (p= 0,000), HDL-c (p= 0,000), LDL-c (p= 0,000), VLD-c (p=
0,000) e TG (p= 0,000), apresentaram diferenga estatistica significativa na analise

comparativa entre os grupos.
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Tabela 4. Dados biodemograficos dos grupos |, Il e Ill do projeto

Sem diagnadstico
de HF
N=93 (%)

Dados biodemograficos

(p valor)

Mulheres 67,5% p=1,000

57,5%

Etnia

p=0,336
12,5%

Tabagista 10,0% p=0,004
Ex- Gsuario de 2,5% 0% p=0,331
Drogas llicitas

HDL-c 59,4 +40,2 55,3+ 16,9 p=0,461
VLDLc 25,8 £16,2 17,6 £ 8,6 p<0,001
TG 118,4 +66,3 88,3 +43,7 p<0,001

Legenda: CT: Colesterol 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;,
HF: hipercolesterolemia familial; Etilismo: auto declarado, se realizava consumo de bebida alcéolica; Fumante: auto declarado.
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Apds a realizacdo da analise estatistica anterior (Tabela 4). As varidveis
continuas, as quais foram estaticamente signficativas (p<0,05), foram submetidas a
analise de variancia entre os grupos (I, Il e lll), utilizando o teste de Turkey, o qual foi
adotado o nivel de significancia p<0,05. O resultado desta andlise estd descrito na
Tabela 5. As varidveis analisadas apresentaram resultados estatisticamente
significativos em todas as comparagdes entre os grupos | xll e Il x Ill. Entretanto, as
variaveis VLDL-c (p=0,025) e TG (p=0,006) também foram estatisticamente significativa

na andlise de comparativa entre os grupos | x Il e grupo Il x Ill.

Tabela 5. Analise das variavéis continuas utilizando o teste de Turkey na comparacgdo entre os
grupos |, Il e lll

Variavel Comparacgao (p valor)
Grupo I x Grupo Il 0,986

RERL Grupo | x Grupo Il 0,005
Grupo Il x Grupo llI p<0,001

Grupo | x Grupo |l 0,921
T Grupo | x Grupo lli p<0,001
Grupo Il x Grupo lll p<0,001

Grupo I x Grupo Il 0,176

LDL-c

Grupo | x Grupo lll p<0,001
Grupo Il x Grupo Il p<0,001

Grupo | x Grupo |l 0,025

VLDL-c Grupo | x Grupo Il 0,051
Grupo Il x Grupo lll p<0,001

Grupo | x Grupo Il 0,006

TG Grupo | x Grupo lli 0,1180
Grupo Il x Grupo lll p<0,001

Legenda: CT: Colesterol 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.

5.1 Resultados do estudo de Metilagdo dos sitios CpG dos genes LDLR, PCSK9 e
LDLRAP1

Primeiramente, todos os sitios CpG presentes nos ensaios dos genes LDLR,
PCSK9 e LDRAP1 (Tabela 1) foram submetidos a analise comparativa entre os grupos |,
Il e Il utilizando o teste ndo paramétrico de Kruskal- Walls. Apds a realizacdo do teste

citado anteriormente, os sitios CpG dos ensaios (LDLR-1 e LDLR-2) e (PCSK9-1 e PCSK9-
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2) que foram estatisticamente significativo (Apéndice 1, Tabela 20) foram submetidos
a anadlise de variancia utilizando o teste de Turkey, o qual foi adotado significancia de
p<0,05 (Apéndice 1, Tabela 21). Os demais sitios CpG destes genes, incluindo os
ensaios (LDLRAP1-1 e LDLRAP1-2) que ndo apresentaram diferenca estatistica

significativa entre os grupos encontra-se descritos no Apéndice 1, tabela 20.

As figuras 10 a 17 demonstram a média da percentagem de metilacdo dos sitios
CpG dos ensaios (LDLR-1 e LDLR-2) e (PCSK9-1 e PCSK9-2), que apresentaram diferenca
estatistica significativa pela analise de variancia utilizando o teste de Turkey. A grande
maioria dos sitios analisados apresentaram resultados estatisticamente significativos
em todas as comparagdes entre os grupos | x lll e grupo Il x lll. Entretanto, os ensaios
LDLR_Sitio2_Ensaiol (p=0,020), LDLR_Sitio4_Ensaio2 (p=0,029) e
PCSK9_Sitio4_Ensaiol (p=0,015), apresentaram diferenca estatistica significativa

apenas na comparac¢ao entre o grupo | e lll.

50



- : LDLR_sitio6_ensaiol
LDLR_sitiol ensaiol
=0,043
8 a4 p=0,032 , o ' D :
g ' , p=0012 S 9 ~ p<0,001
e 3 : ' E
% 8 2'
S 27 £
g c
c s 14
) 1- <
5 o
& 2
O\O O T I 1 O\O O T I
\ NS N N\ N N\
o Q (o) (o) o N\
S S N S R L
& & O&\\" o) N &

Figura 10: Analise comparativa entre os grupos |, Il e Il do ensaio LDLR-1 sitio CpG 1 Figura 11: Andlise comparativa entre os grupos |, Il e Il do ensaio LDLR-1 sitio CpG 6
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Figura 12: Anadlise comparativa entre os grupos |, Il e Il do ensaio LDLR-2 sitio CpG 2 Figura 13: Andlise comparativa entre os grupos |, Il e Il do ensaio LDLR-2 sitio CpG 4
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Figura 14: Andlise comparativa entre os grupos |, Il e Il do ensaio PCSK9-1 sitio CpG 1

Figura 15: Analise comparativa entre os grupos |, Il e Il do ensaio PCSK9-1 sitio CpG 2
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Figura 16: Analise comparativa entre os grupos |, Il e Il do ensaio PCSK9-1 sitio CpG 3

Figura 17: Andlise comparativa entre os grupos |, Il e Il do ensaio PCSK9-1 sitio CpG 4
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Figura 18: Andlise comparativa entre os grupos |, Il e Il do ensaio PCSK9-1 sitio CpG 6

Figura 19: Analise comparativa entre os grupos |, Il e Il do ensaio PCSK9-2 sitio CpG 1
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Figura 20: Analise comparativa entre os grupos |, Il e Il do ensaio PCSK9-2 sitio CpG 2

Figura 21: Andlise comparativa entre os grupos |, Il e Il do ensaio PCSK9-2 sitio CpG 3
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Figura 22: Analise comparativa entre os grupos |, Il e Il do ensaio PCSK9-2 sitio CpG 5
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5.2 Resultados do estudo de Metilagdo dos sitios CpG dos genes LDLR, PCSK9 e
LDLRAP1 correlacionados com a Idade

Para a avaliacdo da correlacdo da percentagem de metilacdo dos sitios CpG dos
genes LDLR, PCSK9 e LDLRAP1 (Tabela 1) relacionando com a idade dos participantes
deste projeto nos grupos |, Il e lll, foi realizada analise de correlagdo ndo paramétrica
de Sperman’s (Tabela 6) o qual foi adotado significancia de p<0,05. Na avaliagdo da
correlacdo os ensaios: LDLR_Sitiol _Ensaiol (p=0,046, r=0,160), LDLR_Sitio5 Ensaiol
(p=0,018, r=0,189), PCSK9_ Sitio2_Ensaiol (p=0,020, r=0,186), PCSK9_Sitio4 Ensaiol
(p=0,042, r= 0,163) e PCSK9 Sitio4 Ensaio2 (p=0,032, r=0,172) correlacionaram-se
positivamente com a Idade, porém a correlagdo foi considerada muito baixa(r=0.00 a
0.19). Os ensaios LDLR_Sitiol Ensaio2 (p=0,013, r= -0,198), LDLR_Sitio4_Ensaio2
(p=0,046, r= -0,160) correlacionaram-se negativamente com a idade, porém foi uma
correlagdo considerada muito baixa (r=-0.00 a -0.19).

Os ensaios PCSK9 Sitiol Ensaiol (p=0,004, r= 0,229), PCSK9 Sitio5 Ensaiol
(p=0,006, r= 0,218), PCSK9_Sitio6_Ensaiol (p<0,001, r=0,277), PCSK9_Sitiol Ensaio2
(p<0,001, r= 0,382), PCSK9 _Sitio2 Ensaio2 (p=0,001, r= 0,265), PCSK9_Sitio3_Ensaio2
(p=0,002, r= 0,245) e O ensaio LDLRAP1 Sitio 2_Ensaio2 (p<0,001, r=0,342)
correlacionaram- se positividade com a idade, esta correlacdo foi considerada baixa (r=
0.20 a 0.39). O ensaio LDLR_Sitio2_Ensaio2 (p=0,011, r=-0,202) correlacionou-se com a
idade de forma negativa, esta correlacdo foi baixa (r=-0.20 a - 0.39).

Apenas o ensaio PCSK9_Sitio5_Ensaio2 (p<0,001, r= 0,411) correlacionou-se de

forma moderadamente significativa e positivamente (r= 0.40 a 0.69) com a idade.

Tabela 6. Analise dos sitios CpG dos genes LDLR, PCSK9 e LDLRAP1 correlacionando com a
idade

Intepretagao da

Ensaio Correlagdo correlagdo (valor de p)
LDLR_SITIO1_ENSAIO1 r=0,160 Positiva Muito baixa 0,046
LDLR_SITIO2_ENSAIO1 r=0,037 Positiva Muito baixa 0,643
LDLR_SITIO3_ENSAIO1 r=0,039 Positiva Muito baixa 0,628
LDLR_SITIO4_ENSAIO1 r=0,073 Positiva Muito baixa 0,363
LDLR_SITIO5_ENSAIO1 r=0,189 Positiva Muito baixa 0,018
LDLR_SITIO6_ENSAIO1 r=0,125 Positiva Muito baixa 0,119

continua
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Ensaio

LDLR_SITIO7_ENSAIO1
LDLR_SITIO1_ENSAIO2
LDLR_SITIO2_ENSAIO2
LDLR_SITIO3_ENSAIO3
LDLR_SITIO4_ENSAIO4
PCSK9_SITIO1_ENSAIO1
PCSK9_SITIO2_ENSAIO1
PCSK9_SITIO3_ENSAIO1
PCSK9_SITIO4_ENSAIO1
PCSK9_SITIO5_ENSAIO1
PCSK9_SITIO6_ENSAIO1
PCSK9_SITIO1_ENSAIO2
PCSK9_SITIO2_ENSAIO2
PCSK9_SITIO3_ENSAIO2
PCSK9_SITIO4_ENSAIO2
PCSK9_SITIO5_ENSAIO2
LDLRAP1_SITIO1_ENSAIO1
LDLRAP1_SITIO2_ENSAIO1
LDLRAP1_SITIO3_ENSAIO1
LDLRAP1_SITIO1_ENSAIO2
LDLRAP1_SITIO2_ENSAIO2
LDLRAP1_SITIO3_ENSAIO2

Correlagao

r=0,145
r=-0,198
r=-0,202
r=-0,010
r=-0,160
r=0,229
r=0,186
r=0,135
r=0,163
r=0,218
r=0,277
r=0,382
r=0,265
r=0,245
r=0,172
r=0,411
r=-0,103
r=0,030
r=0,010
r=-0,046
r=-0,342
r=-0,103

Intepretagdo da
correlagao
Positiva Muito baixa
Negativa Muito baixa
Negativa baixa
Negativa Muito baixa
Negativa Muito baixa
Positiva baixa
Positiva Muito baixa
Positiva Muito baixa
Positiva Muito baixa
Positiva baixa
Positiva baixa
Positiva baixa
Positiva baixa
Positiva baixa
Positiva Muito baixa
Positiva moderada
Negativa Muito baixa
Positiva baixa
Positiva Muito baixa
Negativa Muito baixa
Negativa baixa
Negativa Muito baixa

continuagdo

(valor de p)

0,071
0,013
0,011
0,900
0,046
0,004
0,020
0,092
0,042
0,006
p<0,001
p<0,001
0,001
0,002
0,032
p<0,001
0,203
0,712
0,903
0,572
p<0,001
0,199

Legenda: LDLR: Gene do receptor da LDL; PCSK9: Gene da proteina convertase subtilisina/kesina tipo 9; LDLRAPI1: Gene da
proteina adaptadora do receptor de lipoproteina de baixa densidade unidade 1

5.3 Resultados do estudo correlacao entre Metilagao dos sitios CpG dos genes LDLR,
PCSK9 e LDLRAP1 e a concentragao plasmatica de CT

Para a avaliacdo da correlagdo da percentagem de metilagdo dos sitios CpG dos

genes LDLR, PCSK9 e LDLRAP1 (Tabela 1) relacionando com a concentracdo plasmatica

de CT nos grupos |, Il e lll, foi realizada a correlagdo ndao paramétrica de Sperman’s o

gual foi adotado significancia de p<0,05. Os ensaios LDLR_SITIO6_ENSAIO1 (p= 0,037,

r= 0,168) e PCSK9_SITIO1_ENSAIO2 (p=0,017, r= 0,192) correlacionaram-se de forma

positiva muito baixa (r=0.00 a 0.19) com a concentrac¢do plasmatica de CT.

59



Tabela 7. Analise dos sitios CpG dos genes LDLR, PCSK9 e LDLRAP1 correlacionando com CT

Ensaio Correlagao Intepretagdo da (valor de p)
correlagao
LDLR_SITIO1_ENSAIO1 r=0,141 Positiva Muito baixa 0,080
LDLR_SITIO2_ENSAIO1 r=0,103 Positiva Muito baixa 0,204
LDLR_SITIO3_ENSAIO1 r=0,038 Positiva Muito baixa 0,636
LDLR_SITIO4_ENSAIO1 r= 0,003 Positiva Muito baixa 0,973
LDLR_SITIO5_ENSAIO1 r=0,148 Positiva Muito baixa 0,066
LDLR_SITIO6_ENSAIO1 r=0,168 Positiva Muito baixa 0,037
LDLR_SITIO7_ENSAIO1 r= 0,075 Positiva Muito baixa 0,353
LDLR_SITIO1_ENSAIO2 r=-0,030 Negativa Muito baixa 0,714
LDLR_SITIO2_ENSAIO2 r=-0,035 Negativa Muito baixa 0,662
LDLR_SITIO3_ENSAIO3 r=0,116 Positiva Muito baixa 0,152
LDLR_SITIO4_ENSAIO4 r=0,032 Positiva Muito baixa 0,693
PCSK9_SITIO1_ENSAIO1 r=0,021 Positiva Muito baixa 0,793
PCSK9_SITIO2_ENSAIO1 r= 0,064 Positiva Muito baixa 0,427
PCSK9_SITIO3_ENSAIO1 r=0,100 Positiva Muito baixa 0,215
PCSK9_SITIO4_ENSAIO1 r= 0,080 Positiva Muito baixa 0,324
PCSK9_SITIO5_ENSAIO1 r=0,055 Positiva Muito baixa 0,500
PCSK9_SITIO6_ENSAIO1 r= 0,085 Positiva Muito baixa 0,291
PCSK9_SITIO1_ENSAIO2 r=0,192 Positiva Muito baixa 0,017
PCSK9_SITIO2_ENSAIO2 r=0,106 Positiva Muito baixa 0,188
PCSK9_SITIO3_ENSAIO2 r=0,041 Positiva Muito baixa 0,615
PCSK9_SITIO4_ENSAIO2 r=0,070 Positiva Muito baixa 0,386
PCSK9_SITIO5_ENSAIO2 r=0,121 Positiva Muito baixa 0,133
LDLRAP1_SITIO1_ENSAIO1 r=0,073 Positiva Muito baixa 0,368
LDLRAP1_SITIO2_ENSAIO1 r=-0,002 Negativa Muito baixa 0,978
LDLRAP1_SITIO3_ENSAIO1 r=-0,049 Negativa Muito baixa 0,546
LDLRAP1_SITIO1_ENSAIO2 r=-0,122 Negativa Muito baixa 0,129
LDLRAP1_SITIO2_ENSAIO2 r=-0,037 Negativa Muito baixa 0,648
LDLRAP1_SITIO3_ENSAIO2 r=0,018 Positiva Muito baixa 0,825

Legenda: LDLR: Gene do receptor da LDL; PCSK9: Gene da proteina convertase subtilisina/kesina tipo 9; LDLRAPI1: Gene
da proteina adaptadora do receptor de lipoproteina de baixa densidade unidade 1; CT: colesterol total

Para a avaliacdo da correlacdo da percentagem de metilacdo dos sitios CpG dos
genes LDLR, PCSK9 e LDLRAP1 (Tabela 1) relacionando com a concentrac¢do plasmatica
de HDL-c nos grupos |, Il e lll, foi realizada a correlagdo ndao paramétrica de Sperman’s
o qual foi adotado significancia de p<0,05. Apenas o ensaio PCSK9_SITIO5 ENSAIO1
(p=0,044, r=-0,162) correlacionou de forma negativa muito baixa(r=- 0.00 a -0.19) com

a concentracao plasmatica de HDL-c.
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Tabela 8. Anadlise dos sitios CpG dos genes LDLR, PCSK9 e LDLRAP1 correlacionando com
HDL-c

Ensaio Correlagao Intepretagdo da (valor de p)
correlagao
LDLR_SITIO1_ENSAIO1 r=-0,029 Positiva baixa 0,717
LDLR_SITIO2_ENSAIO1 r=-0,020 Positiva baixa 0,802
LDLR_SITIO3_ENSAIO1 r= 0,043 Positiva Moderada 0,596
LDLR_SITIO4_ENSAIO1 r=-0,021 Negativa baixa 0,799
LDLR_SITIO5_ENSAIO1 r=-0,048 Negativa Moderada 0,556
LDLR_SITIO6_ENSAIO1 r=-0,032 Negativa baixa 0,692
LDLR_SITIO7_ENSAIO1 r=0,029 Positiva baixa 0,718
LDLR_SITIO1_ENSAIO2 r=0,035 Positiva baixa 0,661
LDLR_SITIO2_ENSAIO2 r=-0,026 Negativa baixa 0,746
LDLR_SITIO3_ENSAIO3 r=0,026 Positiva baixa 0,752
LDLR_SITIO4_ENSAIO4 r= 0,055 Positiva Muito baixa 0,498
PCSK9_SITIO1_ENSAIO1 r=-0,111 Negativa Muito baixa 0,168
PCSK9_SITIO2_ENSAIO1 r=-0,083 Negativa Muito baixa 0,307
PCSK9_SITIO3_ENSAIO1 r=-0,086 Negativa Muito baixa 0,289
PCSK9_SITIO4_ENSAIO1 r=-0,090 Negativa Muito baixa 0,264
PCSK9_SITIO5_ENSAIO1 r=-0,162 Negativa Muito baixa 0,044
PCSK9_SITIO6_ENSAIO1 r=-0,080 Negativa Muito baixa 0,324
PCSK9_SITIO1_ENSAIO2 r=-0,110 Negativa Muito baixa 0,174
PCSK9_SITIO2_ENSAIO2 r=-0,087 Negativa Muito baixa 0,281
PCSK9_SITIO3_ENSAIO2 r=-0,061 Negativa Muito baixa 0,449
PCSK9_SITIO4_ENSAIO2 r= 0,005 Positiva Muito baixa 0,953
PCSK9_SITIO5_ENSAIO2 r=-0,045 Negativa Muito baixa 0,575
LDLRAP1_SITIO1_ENSAIO1 r=- 0,004 Negativa Muito baixa 0,961
LDLRAP1_SITIO2_ENSAIO1 r=0,049 Positiva Muito baixa 0,545
LDLRAP1_SITIO3_ENSAIO1 r=-0,068 Negativa Muito baixa 0,403
LDLRAP1_SITIO1_ENSAIO2 r=-0,148 Negativa Muito baixa 0,065
LDLRAP1_SITIO2_ENSAIO2 r=-0,008 Negativa Muito baixa 0,925
LDLRAP1_SITIO3_ENSAIO2 r=-0,094 Negativa Muito baixa 0,243

Legenda: LDLR: Gene do receptor da LDL; PCSK9: Gene da proteina convertase subtilisina/kesina tipo 9; LDLRAPI1: Gene
da proteina adaptadora do receptor de lipoproteina de baixa densidade unidade 1; HDL-c: Lipoproteina de alta
densidade.

5.5 Resultados do estudo de correlagao entre Metilagdo dos sitios CpG dos genes
LDLR, PCSK9 e LDLRAP1 e a concentragao plasmatica de LDL-c

Para a avaliacdo da correlagdo da percentagem de metilacdo dos sitios CpG dos
genes LDLR, PCSK9 e LDLRAP1 (Tabela 1) relacionando com a concentracdo plasmatica
de LDL-c nos grupos |, Il e lll, foi realizada a correlagdo ndo paramétrica de Sperman’s o

qual foi adotado significancia de p<0,05. Apenas o ensaio PCSK9_SITIO1_ENSAIO2
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(p=0,028, r=0,177) correlacionou de forma positiva muito baixa (r= 0.00 a 0.19) com a

concentragdo plasmatica de LDL-c.

Tabela 9. Analise dos sitios CpG dos genes LDLR, PCSK9 e LDLRAP1 correlacionando com

LDL-c

Ensaio

Correlagao

Intepretagdo da
correlagao

(valor de p)

LDLR_SITIO1_ENSAIO1
LDLR_SITIO2_ENSAIO1
LDLR_SITIO3_ENSAIO1
LDLR_SITIO4_ENSAIO1
LDLR_SITIOS_ENSAIO1
LDLR_SITIO6_ENSAIO1
LDLR_SITIO7_ENSAIO1
LDLR_SITIO1_ENSAIO2
LDLR_SITIO2_ENSAIO2
LDLR_SITIO3_ENSAIO3
LDLR_SITIO4_ENSAIO4
PCSK9_SITIO1_ENSAIO1
PCSK9_SITIO2_ENSAIO1
PCSK9_SITIO3_ENSAIO1
PCSK9_SITIO4_ENSAIO1
PCSK9_SITIOS_ENSAIO1
PCSK9_SITIO6_ENSAIO1
PCSK9_SITIO1_ENSAIO2
PCSK9_SITIO2_ENSAIO2
PCSK9_SITIO3_ENSAIO2
PCSK9_SITIO4_ENSAIO2
PCSK9_SITIO5_ENSAIO2
LDLRAP1_SITIO1_ENSAIO1
LDLRAP1_SITIO2_ENSAIO1
LDLRAP1_SITIO3_ENSAIO1
LDLRAP1_SITIO1_ENSAIO2
LDLRAP1_SITIO2_ENSAIO2
LDLRAP1_SITIO3_ENSAIO2

r=0,104
r=0,073
r=0,016
r=-0,029
r=0,108
r=0,136
r=0,026
r=-0,049
r=-0,024
r=0,072
r=0,019
r=0,032
r=0,076
r=0,107
r= 0,095
r=0,070
r=0,070
r=0,177
r=0,076
r=0,020
r=0,024
r=0,126
r= 0,064
r=-0,051
r=-0,059
r=-0,111
r=-0,065
r=0,022

Positiva Muito baixa
Positiva Muito baixa
Positiva Muito baixa
Negativa Muito baixa
Positiva Muito baixa
Positiva Muito baixa
Positiva Muito baixa
Negativa Muito baixa
Negativa Muito baixa
Positiva Muito baixa
Positiva Muito baixa
Positiva Muito baixa
Positiva Muito baixa
Positiva Muito baixa
Positiva Muito baixa
Positiva Muito baixa
Positiva Muito baixa
Positiva Muito baixa
Positiva Muito baixa
Positiva Muito baixa
Positiva Muito baixa
Positiva Muito baixa
Positiva Muito baixa
Positiva Muito baixa
Positiva Muito baixa
Negativa Muito baixa
Negativa Muito baixa
Negativa Muito baixa

0,198
0,367
0,843
0,723
0,182
0,093
0,749
0,545
0,769
0,374
0,818
0,694
0,345
0,184
0,240
0,385
0,386
0,028
0,350
0,805
0,767
0,118
0,432
0,525
0,464
0,167
0,167
0,783

Legenda: LDLR: Gene do receptor da LDL; PCSK9: Gene da proteina convertase subtilisina/kesina tipo 9; LDLRAP1: Gene

da proteina adaptadora do receptor de lipoproteina de baixa densidade unidade 1; LDL-c: lipoproteina de baixa

densidade
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5.6 Resultados do estudo de Metilagdo dos sitios CpG dos genes LDLR, PCSK9 e
LDLRAP1 correlacionado com a concentragado plasmatica de VLDL-c

Para a avaliacdo da correlacdo da percentagem de metilacdo dos sitios CpG dos
genes LDLR, PCSK9 e LDLRAP1 (Tabela 1) relacionando com a concentragao plasmatica
de VLDL-c nos grupos |, Il e lll, foi realizada a correlacdo ndo paramétrica de Sperman’s
o qual foi adotado significancia de p<0,05. Nenhum dos sitios CpG apresentou

estatistica significativa.

Tabela 10. Analise dos sitios CpG dos genes LDLR, PCSK9 e LDLRAP1 correlacionando com
Valores de VLDL-c

Ensaio Correlagao Intepretagdo da (valor de p)
correlagao
LDLR_SITIO1_ENSAIO1 r=0,129 Positiva Muito baixa 0,111
LDLR_SITIO2__ENSAIO1 r=0,092 Positiva Muito baixa 0,256
LDLR_SITIO3___ENSAIO1 r=0,028 Positiva Muito baixa 0,730
LDLR_SITIO4__ENSAIO1 r=-0,013 Negativa Muito baixa 0,870
LDLR_SITIO5___ENSAIO1 r=0,125 Positiva Muito baixa 0,120
LDLR_SITIO6__ENSAIO1 r=0,098 Positiva Muito baixa 0,223
LDLR_SITIO7__ENSAIO1 r= 0,083 Positiva Muito baixa 0,307
LDLR_SITIO1_ENSAIO2 r=-0,084 Negativa Muito baixa 0,297
LDLR_SITIO2_ENSAIO2 r=-0,072 Negativa Muito baixa 0,371
LDLR_SITIO3_ENSAIO3 r=0,075 Positiva Muito baixa 0,355
LDLR_SITIO4_ENSAIO4 r=-0,036 Negativa Muito baixa 0,659
PCSK9_SITIO1_ENSAIO1 r=0,060 Positiva Muito baixa 0,456
PCSK9_SITIO2_ENSAIO1 r=0,078 Positiva Muito baixa 0,335
PCSK9_SITIO3_ENSAIO1 r=0,056 Positiva Muito baixa 0,487
PCSK9_SITIO4_ENSAIO1 r= 0,044 Positiva Muito baixa 0,583
PCSK9_SITIO5_ENSAIO1 r=0,054 Positiva Muito baixa 0,503
PCSK9_SITIO6_ENSAIO1 r=0,149 Positiva Muito baixa 0,604
PCSK9_SITIO1_ENSAIO2 r=0,103 Positiva Muito baixa 0,201
PCSK9_SITIO2_ENSAIO2 r= 0,087 Positiva Muito baixa 0,283
PCSK9_SITIO3_ENSAIO2 r=0,028 Positiva Muito baixa 0,733
PCSK9_SITIO4_ENSAIO2 r=0,034 Positiva Muito baixa 0,674
PCSK9_SITIO5_ENSAIO2 r=0,119 Positiva Muito baixa 0,140
LDLRAP1_SITIO1_ENSAIO1 r= 0,089 Positiva Muito baixa 0,271
LDLRAP1_SITIO2_ENSAIO1 r=0,062 Positiva Muito baixa 0,441
LDLRAP1_SITIO3_ENSAIO1 r= 0,040 Positiva Muito baixa 0,621
LDLRAP1_SITIO1_ENSAIO2 r=-0,030 Negativa Muito baixa 0,715
LDLRAP1_SITIO2_ENSAIO2 r= 0,040 Positiva Muito baixa 0,623
LDLRAP1_SITIO3_ENSAIO2 r=0,032 Positiva Muito baixa 0,692

Legenda: LDLR: Gene do receptor da LDL; PCSK9: Gene da proteina convertase subtilisina/kesina tipo 9; LDLRAP1: Gene
da proteina adaptadora do receptor de lipoproteina de baixa densidade unidade 1; VLD-c: lipoproteina de muita baixa
densidade
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5.7 Resultados do estudo de Metilagdo dos sitios CpG dos genes LDLR, PCSK9 e
LDLRAP1 correlacionado com a concentragao plasmatica de Triglicerideos (TG)

Para a avaliacdo da correlacdo da percentagem de metilacdo dos sitios CpG dos
genes LDLR, PCSK9 e LDLRAP1 (Tabela 1) relacionando com a concentragdo plasmatica
de TG nos grupos |, Il e lll, foi realizada a correlacdo ndao paramétrica de Sperman’s o
qual foi adotado significancia de p<0,05. Apenas o sitio LDLR_SITIO5_ENSAIO1
(p=0,039, r= 0,166) apresentou correlacdo positiva muito baixa (r= 0.00 a 0.19) com o

TG. (tabela 11)

Tabela 11. Analise dos sitios CpG dos genes LDLR, PCSK9 e LDLRAP1 correlacionando com
TG

Ensaio Correlagao Intepretagdo da (valor de p)
correlagao
LDLR_SITIO1_ENSAIO1 r= 0,105 Positiva Muito baixa 0,193
LDLR_SITIO2_ENSAIO1 r=0,074 Positiva Muito baixa 0,360
LDLR_SITIO3_ENSAIO1 r=-0,006 Positiva Muito baixa 0,943
LDLR_SITIO4_ENSAIO1 r= 0,004 Positiva Muito baixa 0,957
LDLR_SITIO5_ENSAIO1 r=0,166 Positiva Muito Fbaixa 0,039
LDLR_SITIO6_ENSAIO1 r=0,120 Positiva Muito baixa 0,138
LDLR_SITIO7_ENSAIO1 r=0,104 Positiva Muito baixa 0,197
LDLR_SITIO1_ENSAIO2 r=-0,074 Negativa Muito baixa 0,363
LDLR_SITIO2_ENSAIO2 r=-0,067 Negativa Muito baixa 0,408
LDLR_SITIO3_ENSAIO3 r=0,093 Positiva Muito baixa 0,249
LDLR_SITIO4_ENSAIO4 r=-0,039 Negativa Muito baixa 0,630
PCSK9_SITIO1_ENSAIO1 r= 0,096 Positiva Muito baixa 0,234
PCSK9_SITIO2_ENSAIO1 r=0,076 Positiva Muito baixa 0,345
PCSK9_SITIO3_ENSAIO1 r=0,059 Positiva Muito baixa 0,464
PCSK9_SITIO4_ENSAIO1 r=0,067 Positiva Muito baixa 0,408
PCSK9_SITIO5_ENSAIO1 r=0,092 Positiva Muito baixa 0,257
PCSK9_SITIO6_ENSAIO1 r=0,149 Positiva Muito baixa 0,065
PCSK9_SITIO1_ENSAIO2 r=0,138 Positiva Muito baixa 0,187
PCSK9_SITIO2_ENSAIO2 r=0,119 Positiva Muito baixa 0,142
PCSK9_SITIO3_ENSAIO2 r=0,033 Positiva Muito baixa 0,679
PCSK9_SITIO4_ENSAIO2 r= 0,062 Positiva Muito baixa 0,446
PCSK9_SITIO5_ENSAIO2 r=0,126 Positiva Muito baixa 0,119
LDLRAP1_SITIO1_ENSAIO1 r= 0,105 Positiva Muito baixa 0,193
LDLRAP1_SITIO2_ENSAIO1 r=0,087 Positiva Muito baixa 0,281
LDLRAP1_SITIO3_ENSAIO1 r= 0,069 Positiva Muito baixa 0,396
LDLRAP1_SITIO1_ENSAIO2 r=-0,014 Negativa Muito baixa 0,867
LDLRAP1_SITIO2_ENSAIO2 r=0,013 Positiva Muito baixa 0,875
LDLRAP1_SITIO3_ENSAIO2 r=0,025 Positiva Muito baixa 0,759

Legenda: LDLR: Gene do receptor da LDL; PCSK9: Gene da proteina convertase subtilisina/kesina tipo 9; LDLRAP1: Gene
da proteina adaptadora do receptor de lipoproteina de baixa densidade unidade 1; TG: Triacilglicerol 64



5.8 Resultados do estudo de Metilagdo dos sitios CpG dos genes LDLR, PCSK9 e
LDLRAPI no desenvolvimento de DAC

Para a avaliacdo da influéncia da percentagem de metilacdo dos sitios CpG dos
genes LDLR, PCSK9 e LDLRAP1 (Tabela 1) no desenvolvimento de DAC, apenas
comparou-se entre os grupos | x I, uma vez que o grupo lll ndo havia nenhum
individuo com a prenga de DAC como ja descrito anteriormente (Tabela 3).

Para a realizacdo desta andlise, primeiramente foi realizado o teste de
Kolmogorov- Sminorva. Apds esta primeira analise, realizou-se o teste ndao paramétrico
de Mann- Whitney, o qual foi adotado significancia de p<0,05. Apenas o ensaio

LDLRAP1_SiTIO2_ENSAIO2 foi significativo nesta comparagdo (p<0,001).

Tabela 12. Analise da percentagem de metilacdo dos sitios CpG dos genes LDLR, PCSK9 e
LDLRAP1 associado ao desenvolvimento de DAC

Ensaios (valor de p)
LDLR_SIiTIO1_ENSAIO1 0,323
LDLR_SIiTIO2__ENSAIO1 0,820
LDLR_SITIO3__ENSAIO1 0,434
LDLR_SIiTIO4__ENSAIO1 0,270
LDLR_SITIO5__ENSAIO1 0,217
LDLR_SITIO6__ENSAIO1 0,589
LDLR_SITIO7__ENSAIO1 0,053
LDLR_SITIO1_ENSAIO2 0,064
LDLR_SITIO2_ENSAIO2 0,411
LDLR_SITIO3_ENSAIO3 0,536
LDLR_SITIO4_ENSAIO4 0,318
PCSK9_SiTIO1_ENSAIO1 0,081
PCSK9_SITIO2_ENSAIO1 0,052
PCSK9_SIiTIO3_ENSAIO1 0,136
PCSK9_SITIO4_ENSAIO1 0,211
PCSK9_SIiTIO5_ENSAIO1 0,015
PCSK9_SITIO6_ENSAIO1 0,055
PCSK9_SITIO1_ENSAIO2 0,730
PCSK9_SITIO2_ENSAIO2 0,797
PCSK9_SITIO3_ENSAIO2 0,581
PCSK9_SITIO4_ENSAIO2 0,354
PCSK9_SITIO5_ENSAIO2 0,658

LDLRAP1_SITIO1_ENSAIO1 0,971
LDLRAP1_SiTIO2_ENSAIO1 0,251
LDLRAP1_SITIO3_ENSAIO1 0,600
LDLRAP1_SIiTIO1_ENSAIO2 0,206
LDLRAP1_SIiTIO2_ENSAIO2 p<0,001
LDLRAP1_SIiTIO3_ENSAIO2 0,284

Legenda: LDLR: Gene do receptor da LDL; PCSK9: Gene da proteina convertase subtilisina/kesina tipo 9; LDLRAPI1: Gene
da proteina adaptadora do receptor de lipoproteina de baixa densidade unidade 1
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5.9 Resultados do estudo de Metilagdo dos sitios CpG dos genes LDLR, PCSK9 e
LDLRAP1 no desenvolvimento de IAM

Para a avaliacdo da influéncia da percentagem de metilacdo dos sitios CpG dos
genes LDLR, PCSK9 e LDLRAP1 (Tabela 1) no desenvolvimento de IAM, apenas
comparou-se entre os grupos | x Il, pois o grupo Ill ndo havia nenhum individuo com a
presenca de IAM como ja descrito anteriormente (Tabela 3). Para a realizacao desta
analise, primeiramente foi realizado o teste de Kolmogorov- Sminorva. Apds esta
primeira analise, realizou-se o teste ndo paramétrico de Mann- Whitney, o qual foi
adotado significAncia de p<0,05. Os sitios CpG do ensaio PCSK9_SITIO2_ENSAIO1 (p=
0,050), PCSK9_SITIO5_ENSAIO1 (p= 0,008), PCSK9_S{TIO6_ENSAIO1 (p=0,049) e o
LDLRAP1_SITIO2_ENSAIO2 (p=0,030) foram significativas nesta analise (Tabela 13).

Tabela 13. Andlise da percentagem de metilacdo dos sitios CpG dos genes LDLR, PCSK9 e
LDLRAP1 associado ao IAM

Ensaios (valor de p)
LDLR_SITIO1_ENSAIO1 0,352
LDLR_SITIO2__ENSAIO1 0,852
LDLR_SITIO3__ENSAIO1 0,537
LDLR_SITIO4__ENSAIO1 0,355
LDLR_SITIOS__ENSAIO1 0,797
LDLR_SITIO6___ENSAIO1 0,838
LDLR_SITIO7__ENSAIO1 0,622
LDLR_SITIO1_ENSAIO2 0,666
LDLR_SITIO2_ENSAIO2 0,493
LDLR_SITIO3_ENSAIO3 0,884
LDLR_SITIO4_ENSAIO4 0,389
PCSK9_SITIO1_ENSAIO1 0,123
PCSK9_SITIO2_ENSAIO1 0,050
PCSK9_SITIO3_ENSAIO1 0,121
PCSK9_SITIO4 ENSAIO1 0,079
PCSK9_SITIO5 ENSAIO1 0,008
PCSK9_SITIO6_ENSAIO1 0,049
PCSK9_SITIO1_ENSAIO2 0,796
PCSK9_SITIO2_ENSAIO2 0,462
PCSK9_SITIO3_ENSAIO2 0,411
PCSK9_SITIO4 ENSAIO2 0,877
PCSK9_SITIO5 ENSAIO2 0,280
LDLRAP1_SITIO1_ENSAIO1 0,503
Continua

66



Continuagao

Ensaios (valor de p)
LDLRAP1_SiTIO2_ENSAIO1 0,506
LDLRAP1_SITIO3_ENSAIO1 0,970
LDLRAP1_SIiTIO1_ENSAIO2 0,515
LDLRAP1_SiTIO2_ENSAIO2 0,030
LDLRAP1_SIiTIO3_ENSAIO2 0,450

Legenda: LDLR: Gene do receptor da LDL; PCSK9: Gene da proteina convertase subtilisina/kesina tipo 9; LDLRAP1: Gene
da proteina adaptadora do receptor de lipoproteina de baixa densidade unidade 1

5.10 Resultados do estudo de Metilagao dos sitios CpG dos genes LDLR, PCSK9 e
LDLRAP1 na realizagao da RM.

Para a avaliacdo da influéncia da percentagem de metilagao dos sitios CpG dos
genes LDLR, PCSK9 e LDLRAP1 (Tabela 1) na realizagdo da RM, apenas comparou-se
entre os grupos | x Il, uma vez que o grupo lll ndo havia nenhum individuo com a
presenca de RM como ja descrito anteriormente (Tabela 3). Para a realizacdo desta
analise, primeiramente foi realizado o teste de Kolmogorov- Sminorva. Apds esta
primeira analise, realizou-se o teste ndo paramétrico de Mann- Whitney, o qual foi
adotado significancia de p<0,05. Apenas o ensaio LDLRAP1_SITIO2_ENSAIO2 (p= 0,021)

apresentou diferenca estatistica significativa (Tabela 14).

Tabela 14. Andlise da percentagem de metilagdo dos sitios CpG dos genes LDLR, PCSK9 e
LDLRAP1 associado a RM

Ensaios (valor de p)
LDLR_SITIO1_ENSAIO1 0,477
LDLR_SITIO2__ENSAIO1 0,923
LDLR_SITIO3__ENSAIO1 0,892
LDLR_SITIO4__ENSAIO1 0,573
LDLR_SITIO5__ENSAIO1 0,745
LDLR_SITIO6___ENSAIO1 0,792
LDLR_SITIO7__ENSAIO1 0,447
LDLR_SITIO1_ENSAIO2 0,107
LDLR_SITIO2_ENSAIO2 0,764
LDLR_SITIO3_ENSAIO3 0,395
LDLR_SITIO4_ENSAIO4 0,445
PCSK9_SITIO1_ENSAIO1 0,170
PCSK9_SITIO2_ENSAIO1 0,369
Continua
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Ensaios (valor de p)

PCSK9_SITIO3_ENSAIO1 0,547
PCSK9_SITIO4_ENSAIO1 0,279
PCSK9_SITIOS_ENSAIO1 0,077
PCSK9_SITIO6_ENSAIO1 0,148
PCSK9_SITIO1_ENSAIO2 0,822
PCSK9_SITIO2_ENSAIO2 0,686
PCSK9_SITIO3_ENSAIO2 0,451
PCSK9_SITIO4_ENSAIO2 0,820
PCSK9_SITIOS_ENSAIO2 0,303

LDLRAP1_SITIO1_ENSAIO1 0,641

LDLRAP1_SITIO2_ENSAIO1 0,468

LDLRAP1_SITIO3_ENSAIO1 0,626

LDLRAP1_SITIO1_ENSAIO2 0,518

LDLRAP1_SITIO2_ENSAIO2 0,021

LDLRAP1_SITIO3_ENSAIO2 0,325

Legenda: LDLR: Gene do receptor da LDL; PCSK9: Gene da proteina convertase subtilisina/kesina tipo 9; LDLRAP1: Gene
da proteina adaptadora do receptor de lipoproteina de baixa densidade unidade 1

5.11 Resultados do estudo de Metilagao dos sitios CpG dos genes LDLR, PCSK9 e
LDLRAP1 com a presenga de xantomas

Para a avaliacdo da influéncia da percentagem de metilacdo dos sitios CpG dos
genes LDLR, PCSK9 e LDLRAP1 (Tabela 1) com a presenca de xantomas, apenas
comparou-se entre os grupos | x I, tendo em vista que o grupo lll ndo havia nenhum
individuo com a com a presenca de xantomas ja descrito anteriormente (Tabela 3).
Para a realizacao desta analise, primeiramente foi realizado o teste de Kolmogorov-
Sminorva. Apds esta primeira analise, realizou-se o teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney, o qual foi adotado significancia de p<0,05. Apenas o ensaio
LDLRAP1_SITIO2_ENSAIO2 (p= 0,014) apresentou resultado estatistico significativo

nesta analise (Tabela 15).
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Tabela 15. Andlise da percentagem de metilagao dos sitios CpG dos genes LDLR, PCSK9 e
LDLRAP1 associado a presenca de xantoma

Ensaios (valor de p)
LDLR_SITIO1_ENSAIO1 0,208
LDLR_SITIO2___ENSAIO1 0,859
LDLR_SITIO3__ENSAIO1 0,839
LDLR_SITIO4 _ENSAIO1 0,528
LDLR_SITIO5__ENSAIO1 0,694
LDLR_SITIO6___ENSAIO1 0,354
LDLR_SITIO7 _ ENSAIO1 0,403
LDLR_SITIO1_ENSAIO2 0,530
LDLR_SITIO2_ENSAIO2 0,657
LDLR_SITIO3_ENSAIO3 0,156
LDLR_SITIO4_ENSAIO4 0,182
PCSK9_SITIO1 ENSAIO1 0,610
PCSK9_SITIO2_ENSAIO1 0,711
PCSK9_SITIO3_ENSAIO1 0,781
PCSK9_SITIO4_ENSAIO1 0,298
PCSK9_SITIO5_ENSAIO1 0,701
PCSK9_SITIO6_ENSAIO1 0,198
PCSK9_SITIO1_ENSAIO2 0,650
PCSK9_SITIO2_ENSAIO2 0,554
PCSK9_SITIO3_ENSAIO2 0,495
PCSK9_SITIO4_ENSAIO2 0,669
PCSK9_SITIO5_ENSAIO2 0,212
LDLRAP1_SITIO1_ENSAIO1 0,603
LDLRAP1_SITIO2_ENSAIO1 0,291
LDLRAP1_SITIO3_ENSAIO1 0,324
LDLRAP1_SITIO1_ENSAIO2 0,065
LDLRAP1_SITIO2_ENSAIO2 0,014
LDLRAP1 _SITIO3_ENSAIO2 0,215

Legenda: LDLR: Gene do receptor da LDL; PCSK9: Gene da proteina convertase subtilisina/kesina tipo 9; LDLRAP1: Gene
da proteina adaptadora do receptor de lipoproteina de baixa densidade unidade 1

5.12 Resultados do estudo de Metilagao dos sitios CpG dos genes LDLR, PCSK9 e
LDLRAP1 com a presenga de xantelasma

Para a avaliacdo da influéncia da percentagem de metilagdo dos sitios CpG dos
genes LDLR, PCSK9 e LDLRAP1 (Tabela 1) com a presenca de xantelasma, apenas
comparou-se entre os grupos | x I, tendo em vista que o grupo lll ndo havia nenhum
individuo com a com a presenca de xantelasma ja descrito anteriormente (Tabela 3).

Para a realizacdo desta analise, primeiramente foi realizado o teste de Kolmogorov-
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Sminorva. Apds esta primeira analise, realizou-se o teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney, o qual foi adotado significancia de p<0,05. Nesta anadlise os ensaios
LDLR_SITIO1_ENSAIO1 (p=0,047), LDLR_SITIO4 ENSAIO1 (p=0,041),
LDLR_SITIOS_ENSAIO1 (p=0,036), LDLR_SITIO6_ENSAIO1 (p=0,039) e
LDLR_SITIO7_ENSAIO1 (p=0,046) foram os significativos nesta analise (Tabela 16).

Tabela 16. Andlise da percentagem de metilacdo dos sitios CpG dos genes LDLR, PCSK9 e
LDLRAP1 associado a presenga de xantelasma

Ensaios (valor de p)
LDLR_SITIO1_ENSAIO1 0,047
LDLR_SITIO2__ENSAIO1 0,162
LDLR_SITIO3__ENSAIO1 0,510
LDLR_SITIO4___ENSAIO1 0,041
LDLR_SITIO5__ENSAIO1 0,036
LDLR_SITIO6__ENSAIO1 0,039
LDLR_SITIO7__ENSAIO1 0,046
LDLR_SITIO1_ENSAIO2 0,295
LDLR_SITIO2_ENSAIO2 0,944
LDLR_SITIO3_ENSAIO3 0,675
LDLR_SITIO4_ENSAIO4 0,334
PCSK9_SITIO1_ENSAIO1 0,693
PCSK9_SITIO2_ENSAIO1 0,803
PCSK9_SITIO3_ENSAIO1 0,276
PCSK9_SITIO4_ENSAIO1 0,246
PCSK9_SITIO5_ENSAIO1 0,138
PCSK9_SITIO6 ENSAIO1 0,196
PCSK9_SITIO1_ENSAIO2 0,981
PCSK9_SITIO2 ENSAIO2 0,843
PCSK9_SITIO3 _ENSAIO2 0,311
PCSK9_SITIO4 ENSAIO2 0,873
PCSK9_SITIO5_ENSAIO2 0,368
LDLRAP1 SITIO1 ENSAIO1 0,656
LDLRAP1_SITIO2_ENSAIO1 0,905
LDLRAP1 SITIO3 ENSAIO1 0,732
LDLRAP1_SITIO1_ENSAIO2 0,375
LDLRAP1_SITIO2_ENSAIO2 0,798
LDLRAP1_SITIO3_ENSAIO2 0,156

Legenda: LDLR: Gene do receptor da LDL; PCSK9: Gene da proteina convertase subtilisina/kesina tipo 9; LDLRAP1: Gene
da proteina adaptadora do receptor de lipoproteina de baixa densidade unidade 1
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5.13 Resultados do estudo de Metilagdo dos sitios CpG dos genes LDLR, PCSK9 e
LDLRAP1 a presenga de arco cérneo

Para a avaliacdo da influéncia da percentagem de metilacdo dos sitios CpG dos
genes LDLR, PCSK9 e LDLRAP1 (Tabela 1) e a presenga de arco corneo, apenas
comparou-se entre os grupos | x I, tendo em vista que o grupo lll ndo havia nenhum
individuo com a com a presencga de arco corneo ja descrito anteriormente (Tabela 3).
Para a realizacdo desta analise, primeiramente foi realizado o teste de Kolmogorov-
Sminorva. Apds esta primeira analise, realizou-se o teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney, o qual foi adotado significancia de p<0,05. Nesta anadlise os ensaios
LDLR_SITIO1_ENSAIO1 (p=0,020), LDLR_SITIO2__ENSAIO1 (p=0,045),
LDLR_SITIO3__ENSAIO1 (0,048), PCSK9_SITIO1_ENSAIO1 (0,039),
PCSK9_SITIO4_ENSAIO1 (p=0,008), PCSK9_SITIO5_ENSAIO1 (p=0,023) e
PCSK9_SITIO6_ENSAIO1 (p=0,001) foram significativos nesta analise (Tabela 17)

Tabela 17. Analise da percentagem de metilacdo dos sitios CpG dos genes LDLR, PCSK9 e
LDLRAP1 associado a presenca de arco cdrneo

Ensaios (valor de p)
LDLR_SITIO1_ENSAIO1 0,020
LDLR_SITIO2__ENSAIO1 0,045
LDLR_SITIO3___ENSAIO1 0,048
LDLR_SITIO4___ENSAIO1 0,081
LDLR_SITIO5__ENSAIO1 0,097
LDLR_SITIO6__ENSAIO1 0,387
LDLR_SITIO7__ENSAIO1 0,683
LDLR_SITIO1_ENSAIO2 0,744
LDLR_SITIO2_ENSAIO2 0,340
LDLR_SITIO3_ENSAIO3 0,943
LDLR_SITIO4_ENSAIO4 0,648
PCSK9_SITIO1_ENSAIO1 0,039
PCSK9_SITIO2_ENSAIO1 0,330
PCSK9_SITIO3_ENSAIO1 0,229
PCSK9_SITIO4_ENSAIO1 0,008
PCSK9_SITIO5_ENSAIO1 0,023
PCSK9_SITIO6_ENSAIO1 0,001
PCSK9_SITIO1_ENSAIO2 0,258
PCSK9_SITIO2_ENSAIO2 0,330
PCSK9_SITIO3_ENSAIO2 0,520
PCSK9_SITIO4_ENSAIO2 0,528
PCSK9_SITIO5_ENSAIO2 0,494
Continua
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Ensaios (valor de p)
LDLRAP1_SITIO1_ENSAIO1 0,979
LDLRAP1_SITIO2_ENSAIO1 0,473
LDLRAP1_SITIO3_ENSAIO1 0,826
LDLRAP1_SITIO1_ENSAIO2 0,379
LDLRAP1_SITIO2_ENSAIO2 0,334
LDLRAP1_SITIO3_ENSAIO2 0,124

Legenda: LDLR: Gene do receptor da LDL; PCSK9: Gene da proteina convertase subtilisina/kesina tipo 9; LDLRAP1: Gene
da proteina adaptadora do receptor de lipoproteina de baixa densidade unidade 1

Como a presenga da caracteristica fenotipica de arco corneo esta descrita na
classificacdo dos critérios MEDPED em pacientes com até 45 anos, neste fenétipo foi
avaliado a idade dos pacientes com esta manifestacdo e se os achados deste projeto
estavam de acordo com os critérios MEDPED. Para esta andlise foi avaliada apenas a
comparacdo entre o grupo | e ll, tendo em vista que o grupo Il ndo apresenta esta
caracteristica (Tabela 3). Para esta analise foi realizado o teste de Kolmogorov-
Sminorva, seguido do teste ndo paramétrico de Manny- Whitney, no qual foi adotado
o nivel de significancia de p<0.05. O resultado desta comparacdo apresentou diferenca

estatistica significativa p=0,011 (Tabela 18).

Tabela 18. Andlise da presencga de arco cérneo associado com a idade

Dado Presenca de arco corneo nos Auséncia de arco cdérneo nos
. (e grupos | e ll grupos |l e ll (p valor)
biodemografico =19 1299
Idade, média (DP) 58,2 +13,7 46,5 19,6 0,011

Legenda: ; Grupo |: Pacientes com diagndstico molecular confirmado pelo estudo fenotipico e genotipico (N=40); Grupo II: Pacientes
fenotipicamente determinados como hipercolesterolemico, mas sem diagndstico molecular confirmado pelo estudo genomico (N=93)

5.14 Resultados do estudo de Metilagao dos sitios CpG dos genes LDLR, PCSK9 e
LDLRAP1 com presenca de espessamento de tendao

Para a avaliacdo da influéncia da percentagem de metilagdo dos sitios CpG dos
genes LDLR, PCSK9 e LDLRAP1 (Tabela 1) com a presenca de espessamento de tendao,
apenas comparou-se os grupos | x Il, tendo em vista que o grupo Ill ndo havia nenhum

individuo com a com a presenca de espessamento de tenddo ja descrito anteriormente
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(Tabela 3). Para a realizacdo desta andlise, primeiramente foi realizado o teste de
Kolmogorov- Sminorva. Apds esta primeira analise, realizou-se o teste ndao paramétrico
de Mann- Whitney, o qual foi adotado significancia de p<0,05. Nesta analise nenhum

ensaio apresentou diferenca estatistica significativa (Tabela 19).

Tabela 19. Analise da percentagem de metilacdo dos sitios CpG dos genes LDLR, PCSK9 e
LDLRAP1 associado a presenca de espessamento de tendao

Ensaios (valor de p)
LDLR_SITIO1_ENSAIO1 0,323
LDLR_SITIO2__ENSAIO1 0,982
LDLR_SITIO3__ENSAIO1 0,842
LDLR_SITIO4 _ENSAIO1 0,285
LDLR_SITIO5__ENSAIO1 0,430
LDLR_SITIO6__ENSAIO1 0,436
LDLR_SITIO7__ENSAIO1 0,783
LDLR_SITIO1_ENSAIO2 0,258
LDLR_SITIO2_ENSAIO2 0,260
LDLR_SITIO3_ENSAIO3 0,131
LDLR_SITIO4_ENSAIO4 0,319
PCSK9_SITIO1 _ENSAIO1 0,625
PCSK9_SITIO2_ENSAIO1 0,754
PCSK9_SITIO3_ENSAIO1 0,842
PCSK9_SITIO4_ENSAIO1 0,691
PCSK9_SITIOS_ENSAIO1 0,684
PCSK9_SITIO6_ENSAIO1 0,891
PCSK9_SITIO1_ENSAIO2 0,755
PCSK9_SITIO2_ENSAIO2 0,909
PCSK9_SITIO3_ENSAIO2 0,851
PCSK9_SITIO4_ENSAIO2 0,279
PCSK9_SITIO5_ENSAIO2 0,787
LDLRAP1_SITIO1_ENSAIO1 0,965
LDLRAP1_SITIO2_ENSAIO1 0,396
LDLRAP1_SITIO3_ENSAIO1 0,613
LDLRAP1 SITIO1 ENSAIO2 0,604
LDLRAP1_SITIO2_ENSAIO2 0,941
LDLRAP1 SITIO3_ENSAIO2 0,934

Legenda: LDLR: Gene do receptor da LDL; PCSK9: Gene da proteina convertase subtilisina/kesina tipo 9; LDLRAP1: Gene
da proteina adaptadora do receptor de lipoproteina de baixa densidade unidade 1
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6. Discussao

A HF é umas das desordens monogénicas codomintes de maior frequéncia nas
populacdes de modo geral (Kamar et al., 2021), entretanto seu diagndstico ainda é
muito falho. A nivel de Brasil, menos de 1% da popula¢do possui seu diagndstico
molecular confirmado através dos trés principais genes relacionados ao fendtipo da
doenca (Nordestgaard et. al; 2013; Mszar et al., 2021; Vallejo-Vaz et al., 2021). Isso se
da ao elevado custo do sequenciamento genético e dificuldades de acesso & saude de
qualidade da populagdo de baixa e média renda (Who, 2019).

Os dados biodemograficos dos 133 pacientes dividos entre os grupos | (n=40) e
Il (n=93), estdo representados na tabela 2. Alguns dados chamam atencdo na andlise
dos grupos. Do total de pacientes dividos entre os grupos | e Il, respectivamente 47,5%
e 40,7% possuem DAC; 35,0% e 25,6% ja sofreram IAM; e 32,5% e 28,7% tiveram que
ser submetidos a RM. O grupo |, apresentou valores CT e LDL-c discretamente
superiores ao grupo ll, no qual justificatiria o agravamento e desenvolvimento de DAC,
este valor da concentracdo plasmatica pode estar sendo mascarado devido ao
tratamento dos pacientes com estatina, que ocorreu em 38,2% e 61,8%,
respectivamente. Outro achado importante é que os valores de TG (p<0,003) e VLDL-c
(p<0,011) foram estatisticamente significativos entre o grupo | e Il. Esse resultado pode
ser devido ao tratamento de base oferecido na rede publica do Brasil, ou seja, incluir
primodialmente estatina na prevencao e controle da hipercolesterolemia (Canaestaro,
et al,, 2014).

O grupo | apresenta maior porcentagem de ocorréncia das caracteristicas
fenotipicas de HF, como arco cérneo (31,6%), xantomas (25,6%) e espessamento de
tenddes (15,0%) em relacdo ao grupo ll, exceto pela presenca de xantelasma (22,5%),
gue possui maior porcentagem de pacientes com esta caracteristica fenotipica no
grupo |l. Estes achados sugerem uma relacdo direta entre o aumento das
concentragdes plasmaticas de LDL-c e a presenca destes fenotipos, como relatados em
alguns estudos que mostraram o aumento das concentra¢des plasmasticas de LDL-c
contribui para o agravamento clinico no HF e caracteristica fenotipica dos mesmos
(Youngblom et. al; 2014, Alonso et al., 2020, Izar et al., 2021).

Os grupos | e Il apresentaram 67,5% e 65,6% do genéro feminino, em sua
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grande maioria caucasiana, com doenca coronariana 47,5% e 40,7%, respectivamente.
Este achado vai de encontro com a literatura, na qual relata que as mulheres sdo a
grande maioria acometidas por DAC (Who, 2020), e é uma consequéncia de HF, devido
ao deposito de placas ateroscleroticas nas paredes da artéria coronarianas, levando a
uma reducdo ou/e obstrucdo da passagem de sangue para o musculo cardiaco,
desenvolvendo assim o IAM, necessitando em muitos casos a cirurgia de RM
(Youngblom et. al; 2014; Brautbar et al., 2015; Paquette et. al., 2017; Vallejo-Vaz et al.,
2018; Myers et al., 2019; Alonso et al., 2020). Este achado vai de encontro com os
dados citados anteriormente em relacdo aos pacientes deste estudo.

Os dados biodemograficos da andlise comparativa entre os grupos | (n=40), Il
(n=93) e lll (n=23), demostram que os parametros analisados, apresentaram diferenga
estatistica significativa em relacdo a idade (p= 0,002), tabagismo (p= 0,004), etilismo
(p= 0,015) e as fragGes do CT (p<0,001), HDL-c (p<0,001), LDL-c (p= p<0,001), VLD-c
(p<0,001) e TG (p<0,001). Este achado ja era esperado, pois os individuos inclusos no
grupo lll, tenderam a mais jovens em relacdo aos grupos | e Il. Além disso, este grupo
apresentou valores inferiores no perfil lipidico, que foi o critério de inclusdo deste
grupo. Este achado foi confirmado pela realizacdo do teste estatistico de Turkey, no
qual as variaveis analisadas (CT, HDL-c e LDL-C) apresentaram resultados
estatisticamente significativos em todas as comparac¢des entre os grupos | x lll e grupo
Il x ll. As varidveis VLDL-c (p=0,025) e TG (p=0,006), diferentemente das fracdes
lipidicas citadas anteriormente, foram estatisticamente significativa na analise de
comparativa entre os grupos | x Il. Além disso, estas fracdes apresentaram diferenca
estatistica na comparacdo entre os grupos Il e lll (VLDL-c, p< 0,001) e (TG, p< 0,001).

Dados da literatura sugerem que em torno de 40% dos pacientes que
apresentam as caracteristicas fenotipicas de HF, quando avaliados genotipicamente,
ndo apresentem alteracdo génica, que justifique o fendtipo da doenca (Guay et. al.,
2016). Este numero pode ser maior; estudo publicado por Talmud e colaboradores em
2013, que realizou teste genético em cascata de acordo com as recomendacgdes do
Reino Unido para identificacdo de parentes afetados com HF mostraram que 60% dos
pacientes sequenciados no estudo ndo apresentaram variantes que justificassem o
fenétipo da doenga. Em outro estudo conduzido por Khera e colaboradores em 2019

nos Estados Unidos, no qual foi realizado sequenciamento em 2.081 pacientes com
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IAM precoce, apenas 1,7% dos pacientes apresentaram variantes no gene LDLR
causadoras de HF. Além disso, este estudo ndo encontrou nenhuma variante nos
outros dois principais genes relacionados ao fendtipo de HF.

No presente estudo, do total de 133 pacientes HF fenotipicamente
caracterizados, segundo os critérios MEDPED, 93 pacientes (grupo Il) ndo
apresentaram nenhuma variante previamente associada a HF, o que representa 70%
do total de pacientes avaliados, este dado se mostrou superior ao relatado na
literatura (Guay et. al., 2016). Entretanto, estes pacientes foram submetidos ao
sequenciamento de 86 genes relacionados a HF, homeostasia do colesterol e resposta
a estatina (Borges et. al., 2020), o que justificaria este nUmero elevado em relacdo a
literatura, pois os estudos citados anteriormente ndo realizaram sequenciamento de
um painel tdo amplo de genes (Talmud et al., 2013; Guay et. al., 2016; Khera et al,,
2019). Salienta-se que ainda necessita uma avaliacdo da hipecolesterolemia poligenica,
em andamento neste projeto principal.

Sabemos que nem todas as doencas sdo explicadas pela genética, com isso, os
estudos epigéticos, dentre eles a metilagdo do DNA é uma alternativa para explicar o
fendtipo da doenga em pacientes que ndao apresentam nenhuma variante associada a
HF. Em um estudo conduzido por Adaikalakoteswari e colaboradores em 2015, no qual
foi identificado que a regidao promotora do gene LDLR e SREBF1 foram hipometilados
em condi¢des de deficiéncia da vitamina B12. Como resultado houve aumento da
expressao e biossintese do colesterol nos pacientes do estudo (Adaikalakoteswari et.
al., 2015). Em outro artigo publicado por Infante e colaboradores em 2019, a metilacao
dos segmentos especificos e a expressao relativa dos genes LDLR, SREBF2 e ABCA1
envolvidos na homeostase do colesterol, foram analizados através de células
monucleadas do sangue periférico, pela metodologia de qRT-PCR, em pacientes com
suspeita de DAC, que foram submetidos & andlise do escore de calcio coronariano (EC).
Neste estudo a percentagem de metilacdo do promotor do gene LDLR foi maior no
grupo com DAC do que no grupo controle do estudo (Infante et. al., 2019).

Diferentemente do estudo citados anteriormente, no presente estudo foi
utilizado DNA extraido de células periféricas do sangue. Este DNA passou pelo
tratamento de bissulfito de sddio, posterior PCR e através da utilizacao da técnica de
pirossequenciamento foi possivel determinar a percentagem de metilacao por sitio
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CpG analisado. Foram avaliados os sitios Cpg descritos na tabela 1 utilizando ensaios
dos genes LDLR localizados em regido de éxon 1 e intron 1 (Figura 5), PCSK9 localizado
em regido promotora e éxon 1 (Figura 6), estes genes sdo dois dos principais
relacionados a HF autossomica codominante. Além disso, neste estudo foi avaliado o
ensaio do gene LDLRAPI localizado em regido promotora e intron 1 (Figura 7), o qual
esta diretamente relacionado a HF autossdmica recessiva.

Os sitios CpG presentes nos ensaios dos genes LDLR, PCSK9 e LDLRAP1 (tabela
1) foram analisados na comparagao entre os grupos |, Il e lll. Primeiramente foi
realizado o teste ndo paramétrico de Kruskal- Walls para estabelecer quais sitios CpG
eram estatisticamente significativos (p<0,005). Do total de 28 sitios CpG analisados dos
genes LDLR, PCSK9 e LDLRAP1, apenas os ensaios (LDLR-1 e LDLR-2) e (PCSK9-1 e
PCSK9-2) tiveram sitios CpG estatisticamente significativo nesta primeira analise
(p<0,005) tabela 20. Apds esta primeira analise, os sitios CpG que foram
estatisticamente significativos foram submetidos ao teste complementar nao

paramétrico de Turkey para verificar a variancia entre os grupos (Tabela 21) .

Como demonstrado nas figuras 10 e 11 houve diferenca estatistica significativa
na analise comparativa da média de percentagem de metilacdo dos sitios CpG1 e CpG
do ensaio 1 do gene LDLR na analise comparatiava entre os grupos | e lll (p=0,032),
(p=0,043) e grupo Il x lll (p=0,012), (p<0,001). Os sitios CpG1 e CpG6 presentes no
ensaio do gene LDLR-1, ambos localizados na regido de éxon 1 demonstraram maior
poder estatistico na andlise comparativa entre o gupo Il x lll, este achado se torna
interessente, pois o grupo Il é constituido de pacientes que ndo tiveram seu
diagndstico molecular confirmado, sendo assim, podemos sugerir que a alteragdes na
percentagem de metilacdo pode ser um fator que determina o fenétipo da doenca, em
comparagao com os individuos normolipidémicos, este dado tem que ser validado por
ensaios funcionais in vitro.

Em um estudo publicado por Choi, 2010 mostra que a regido de exon a qual o
ensaio LDLR-1 pertence obteve um alto grau de metilacdo. Além disso, ele concluiu
gue a metilacdo parece funcionar juntamente com os nucleossomos exémicos e a
H3K36me3 para gerar splicing alternativos com diferentes niveis de expressido (Choi,

2010). Os resultados obtidos neste estudo vai de encontro com este achado da
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literatura (Figura 10 e 11). Quando comparado a metilacio do DNA do ensaio
localizado na regido de éxon, o valor de p se mostrou com poder estatistico signficativo
maior, na comparacao entre os dois grupos. A regido de metilacao de intron 1 avaliado
teve diferencga estatistica significativa, apenas na comparagao entre o grupo | x Il dos
sitios CpG2 (p=0,020) e CpG4 (p=0,029) do ensaio 2 do gene LDLR (Figura 12 e 13). Os
demais sitios CpG presentes nos ensaios LDLR-1 e LDLR-2 ndo tiveram diferenca
estatistica significativa (Tabela 20) (Figuras 23 a 35).

Lohoffet e colabores em 2018, conduziram um estudo em pacientes com
transtormo por uso de alcool (TUA). Este estudo identificou uma regido
diferencialmente metilada no promotor do gene PCSK9 no qual foi associada ao
fenétipo de TUA. Os achados deste processo de regulacdo induzida por alcéol
representa um mecanismo subjacente entre o efeito do dlcool sobre o metabolismo
dos lipideos e o risco cardiovascular (Lohoffet et al., 2018). Em um estudo preliminar
publicado por Plaket e colaboradores em 2020, foram identificadas alteragées no perfil
de metilacido de 190 Joci CpG relacionados aos lipideos, nos quais foram
diferencialmente metilados na hipercolesterolemia quando comparados com os
indivuos controles. O estudo identificou a hipermetilacdo do loci CpG localizado da
regido promotora dos genes que regulam o metabolismo do colesterol, dentre eles o

gene da PCSK9 (Plaket et al., 2020)

Os sitios CpG do ensaio 1 do gene PCSK9 demonstrou diferenga estatistica
significativa em 5 dos 6 sitios CpG presentes no ensaio (Figuras 14 a 18 ). Este ensaio
esta localizado no éxon 1, diferentemente dos achados do gene LDLR (Choi, 2010), este
ensaio ndo apresentou um perfil de metilacdo mais elevado quando comparado ao
ensaio 2. Além disso, o sitio CpG4 apresentou diferenca estatistica apenas na
comparacdo entre o grupo | x lll (p=0,015), ja os demais sitios CpG1, CpG2, CpG3 e Cpb6
apresentaram diferenca estatistica nas duas comparacdes de grupo realizada (grupo | x
[Il e grupo Il x lll). Assim como, no ensaio anterior, 4 dos 5 sitios CpG do ensaio 2 do
gene PCSK9 apresentaram diferenca estatistica significativa (Figuras 19 a 22). O ensaio
2 do gene PCSK9 localizado na regido promotora do gene, apresenta valores com
poder estatistico maior em relacdo ao ensaio 1. Este achado vai de encontro com os
estudos descritos anteriormente (Lohoffet et al., 2018; Plaket et al., 2020), nos quais
relatam que a regido promotora do gene PCSK9 possui maior variabilidade de
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metilacdo em relacdo as demais regides.

Em um estudo conduzido por Guay e colaboradores em 2020, foram incluidas
69 mulheres grdvidas normoglicémicas, as quais foram acompanhadas durante a
gestacdo. A andlise da metilacdo do DNA proveniente da placenta foi realizada
utilizando a técnica de pirossquenciamento. Este estudo demonstrou que a metilagao
do DNA no gene LDLRAP1 foi previamente detectada no DNA extraido da placenta e
correlacionada com as alteragdes de CT materno durante a gravidez (Guay et al.,
2020). Castellano-Castilho e colaboradores em 2019 demonstraram que a metilagdo do
gene LDLRAP1 e a concentragdao de HDL-c em pacientes com sindrome metabdlica
obtiveram uma correlacdo positiva (Castellano-Castilho et al., 2019). No estudo
conduzido por Plaket e colaboradores, em 2020, foi identificado um loci CpG do gene
LDLRAP1 hipermetilado no grupo de pacientes obesos e hipercolesterolémicos quando

comparados com o grupo controle (Plaket et al., 2020).

No presente estudo, a analise comparativa da média de percentagem de
metilagao por sitio CpG analisados do gene LDLRAP1 (Tabela 1) ensaio 1 localizado no
intron 1 e ensaio 2 localizado na regido promotora, ndo demonstraram diferenca
estatistica significativa (Figuras 30 a 35) na analise comparativa entre os grupos | x lll e
grupo Il x lll. Entretanto o ensaio 2, possui maior percentagem de metilagao, quando
comporado ao ensaio 1. Este resultado vai de encontro com a literatura, no qual relata
hipermetilagcdo na regido promotora deste gene (Castellano-Castilho et al., 2019; Guay
et al., 2020; Plaket et al., 2020).

Apds a realizagdo da primeira etapa das analises estatisticas foi realizado a
analise de correlagdo da percentagem de metilagdo dos sitios CpG dos genes LDLR,
PCSK9 e LDLRAP1 (Tabela 1) com a idade e o perfil lipidico dos participantes dos grupos
| e Il. Para esta analise foi utilizado a correlagdo ndao paramétrica de Sperman’s. Além
disso, foi realizado a andlise da influéncia da percentagem de metilacdo dos sitios CpG
dos genes LDLR, PCSK9 e LDLRAP1 (Tabela 1) e o desenvolvimento de DAC, IAM e RM.
Também se avaliou a influéncia da percentagem de metilacdo na presenca das
caracteristicas fenotipicas de HF: xantomas, xantelasma, espessamento de tenddes e
arco corneo, neste ultimo fendtipo, foi avaliado a idade dos pacientes que apresentava
esta caracteristica fenétipica. Para a realizacdo destas analises, primeiramente, foi
realizado o teste de Kolmogorov- Sminorv. A seguir, realizou-se o teste nao
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paramétrico de Mann- Whitney, o qual foi adotado significancia de p<0,05. Os achados
destas analises estao descritos abaixo.

Na analise da influéncia da percentagem de metilacdo sobre a presenca dos
fendtipos de HF. Os sitios CpG1 (p=0,047), CpG4 (p=0,041), CpG5 (p=0,036), CpG6 (p=
0,039) e CpG7 (p=0,046) presentes no ensaio 1 do gene LDLR obtiveram diferenca
estatistica significativa com a presenga de xantelasma. Além disso, os sitios CpG1
(p=0,020), CpG2 (p=0,045) e CpG3 (p=0,04) obtiveram diferenca estatistica com a
presenca de arco corneo. As andlises comparativas realizadas anteriormente entre os
grupos, os sitios CpG1 (I x lll, p=0,032); (Il x lll, p=0,012) e CpG6 (I x I1I, p=0,043); (Il x 111,
p<0,001) apresentaram diferenca estatistica significativa.

As alteracbes da percentagem de metilacdo dos sitios CpG citados acima,
principalmente as altera¢des encontradas no sitio CpG1, contribuem para a presenca
das caracteristicas fendtipicas de HF, este sitio CpG apresentou 2 das 4 caracteristicas
fenétipicas consideradas na classificacdo da pontuacdo dos critérios MEDPED. Além
disso, na andlise comparativa entre os grupos, podemos observar que o maior poder
estatistico foi encontrado na comparacdo entre o grupo Il (individuos sem diagndstico
molecular confirmado) x Il (individuos normolipidémicos) (p=0,012). Este achado
reforcar que a presenca de alteracdo na percentagem de metilacdo neste sitio esta
contribuindo para o fendtipo de HF.

O ensaio 1 do gene LDLR esta localizado na regido de éxon. Como relatado por
Choi, 2010, esta regido obteve um alto grau de metilacdo (Choi, 2010), o que justicaria
5 dos 7 sitios analisados apresentarem diferenca estatisticamente significativa com o
fendtipo xantelasma, e 3 desses sitios apresentarem diferenca estatisticamente
significativa com o fenétipo arco cérneo.

As alteracbes na percentagem de metilacdo dos sitios CpG5 (p=0,008) e CpG6
(p=0,049) ensaio 1 do gene PCSK9 obtiveram diferenca estatistica significativa com o
IAM. Além disso, os sitios CpG1 (p=0,039), CpG4 (p=0,008), CpG5 (p=0,023) e CpG6
(p=0,001) obtiveram diferenca estatistica significativa com a presenca de arco cérneo.
Do total de 6 sitios CpG presentes no ensaio 1 do gene PCSK9, 4 sitios apresentaram
diferenca estatisticamente significativa para este fendtipo. As altera¢des encontradas
principalmente nos sitios CpG5 e CpG6, reforcam que as alteracdes da percentagem de

metilacdo, além de influenciar na presenca do fenétipo de HF, influenciam no IAM, no
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gual é considerado um fator agravante do desenvolvimento de DAC (Vallejo- Vaz et al.,
2018). Além disso, na analise comparativa entre os grupos | x lll e grupo Il x lll, os sitios
CpG1 (p=0,045; p=0,010) e CpG6 (p=0,001; p=0,012) (p=0,012) apresentou diferenca
estatisticamente significativa.

Este resultado colabora com o descrito anteriormente, no qual as alteracdes
da percentagem de metilagdo destes sitios, em especial o sitio CpG6 influenciam no
fenétipo de HF. Entretanto, o sitio CpG4, apresentou diferenca estatistica significativa
apenas na comparagdao entre os grupos | x lll (p=0,015). Este grupo teve seu
diagndstico molecular confirmado, podemos entdo sugerir que a presenca de alguma
variante esta influénciando esta diferenca.

O sitio CpG5 (p<0,001, r=0,411) do ensaio 2 do gene PCSK9, correlacionou-se
positivamente moderada com a idade, ou seja, quanto maior a idade dos individuos,
maior a percentagem de metilacdo, ou seja, considerado hipermetilado. Este sitio
também apresentou diferenca estatisticamente significativa na andlise comparativa
entre grupos | x Il (p<0,001) e Il x Ill (p<0,005), demonstrando assim, que os pacientes
com as caracteristicas fenotipicas de HF (pacientes com diagndéstico molecular
confirmado e pacientes sem diagndstico molecular confirmado) possuem alteragao
neste sitio em comparacdo com os individuos normolipidémicos.

Este achado é interessante, pois a média de idade nos grupos | e |l, foram de
49,2 (+20,1); (48,6 +18,5), enquanto que a média da idade no grupo Il foi de 35,9
(+¥11,0), ou seja, os grupos | e Il sdo constituido por pacientes mais velhos em relacdo
ao grupo lll. Contudo, este sitio CpG esta localizado na regido promotora do ensaio 2
do gene PCSK9 (Figura 6). Este achado de hipermetilacdo, vai de encontro com o
estudo preliminar publicado por Plaket e colaboradores no qual identificou a
hipermetilacdo do loci CpG localizado na regido promotora dos genes que regulam o
metabolismo do colesterol, dentre eles o gene da PCSK9 (Plaket et al., 2020). Além
disso, alteracdo na metilacdo em regido promotora pode resultar no silenciamento do
gene, pois inibe a ligacdo dos complexos de transcricdo a suas regides reguladoras
(USHIJIMA; ASADA, 2010; DEATON; BIRD, 2011; Kato et al., 2019).

A analise da influéncia da percentagem de metilacdo do sitio CpG2 do ensaio 2
do gene LDLRAP1 apresentou diferenca estatistica significativa no desenvolvimento de

DAC (p <0,001), IAM (p=0,030) e RM (p=0,021). Este mesmo sitio CpG apresentou
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diferenca estatistica significativa com a presenca de xantoma (p=0,014). Este achado é
muito interessante, pois a alteragdo neste sitio CpG estd levando ao desenvolvimento
de DAC e suas complicagdes, além de influenciar em umas das caracteristicas
fendtipicas de HF.

Este sitio CpG estd localizado na regido promotora do gene LDLRAP1, como
descrito anteriormente, altera¢gdes na regido promotora pode resultar no
silenciamento do gene, pois inibe a ligacdo dos complexos de transcricdo a suas
regides reguladoras (USHIJIMA; ASADA, 2010; DEATON; BIRD, 2011; Kato et al., 2019).

A presenca do fendtipo arco cérneo foi comparada com a idade dos pacientes
nos grupos | e Il. O resultado encontrado foi significativo nesta comparacgao (p=0,011),
contudo, um dado chama a atencdo. Segundo os critérios MEDPED, este fenétipo é
considerado como fator somente para a caracterizacdo dos pacientes com suspeita de
HF em individuos com até 45 anos, porém, a média de idade encontrado neste
trabalho foi de 58,2 +13,7 (grupo com a presenca de arco cérneo) e 46,5 +19,6 (grupo
com a auséncia de arco cérneo). Este achado, pode ser explicado devido ao baixo
diagnéstico de HF no Brasil, no qual representa menos de 1% da populacao
(Nordestgaard et. al; 2013). Além disso, o acesso a saude de qualidade em paises de
baixa e média renda como o Brasil ainda é muito précario, os pacientes demoram

muito tempo na busca do primeiro atendimento médico especializado.

83



LIMITACOES

84



7. Limitagoes

Durante o periodo de 19/06/2019 a 15/12/2019 estive de licenca maternidade,
tendo que interromper os experimentos do laboratdrio. Apds o retorno em pouco
tempo houve total restricdo a entrada no laboratério devido a pandemia, portanto
fiquei impedida de prosseguir com o projeto até meados de Agosto de 2020, quando
obtive autorizacdo para voltar a realizar os experimentos. Isto ndo permitiu um estudo

amostral maior que foram obtidos pelo projeto principal do grupo.
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8. Conclusoes

A diferenca no perfil de metilagio dos pacientes caracterizados
fenotipicamente e genotipicamente como HF é caracterizada apenas nos sitios CpG
presentes nos genes LDLR e PCSK9 em comparacgao aos individuos normolipidémicos.

As alteracdes no perfil de metilacdo dos sitios CpG apenas nos genes PCSK9 e
LDLRAP1 nos pacientes caracterizados fenotipicamente e genotipicamente como HF
presentes contribuem para a presenca das manifestdes clinicas de DAC, IAM e RM.

As alteragbes no perfil de metilagdao dos sitios CpG presentes nos genes LDLR,

PCSK9 e LDLRAP1 pode contribuir no diagnostico epigenético dos fenétipos de HF.
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10. Anexos

Apéndice 1

Tabela 20. Analise da média e desvio padrado da percentagem de metilagdo dos sitios CpG dos genes LDLR, PCSK9 e LDLRAP1

na comparagdo entre os grupos |, Il e lll

. s Desvio
Ensaio Grupo Média Padrio (2) (p valor)

LDLR_SITIO2__ENSAIO1

| 5,67 3,92

LDLR_SIiTIO4__ENSAIO1

LDLR_SITIO6__ENSAIO1
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Continuagao

| 2,15 3,49

LDLR_SITIO7__ENSAIO1 0,163

1,82 1,66
3,49
[ 2,80 1,50
LDLR_SIiTIO2_ENSAIO2 0,038
3,17 5,26
1,97
[ 2,42 1,86

0,039

LDLR_SiTIO4_ENSAIO4
I 1,86 2,94

' 4,37 1,86

PCSK9_SIiTIO2_ENSAIO1 0,023

i 3,34 1,07
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Continuagao

| 6,02 2,05

] 4,52 1,16

PCSK9_SITIO3_ENSAIO1 0,003

| 8,37

PCSK9_SITIO4_ENSAIO1 0,019

7,17 1,55

6,81

[ 6,57 2,17
PCSK9_SIiTIO6_ENSAIO1

0,004

4,91 1,70
9,43
| 10,7 2,47

PCSK9_SIiTIO2_ENSAIO2 0,008

i 8,78 1,90

11,9

Continua
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Desvio

Padrao () (p valor)

Ensaio Grupo Média

33,1 6,75

I 18,6 4,04
PCSK9_SIiTIO5_ENSAIO2

0,000

13,4 2,99
13,5 2,16
| 3,97 1,54
LDLRAP1_SITIO2_ENSAIO1 0,300
m 1,81
I 3,94 1,56
| 6,20 1,58
LDLRAP1_SITIO1_ENSAIO2 0,867

6,17 0,83

13,1 4,67

[ 45,2 8,53

LDLRAP1_SITIO3_ENSAIO2 0,422

I 46,8 3,24

LDLR: Gene do receptor da LDL; PCSK9: Gene da proteina convertase subtilisina/kesina tipo 9; LDLRAP1: Gene da proteina adaptadora do receptor de lipoproteina
de baixa densidade unidade 1; Grupo I: Pacientes com diagndstico molecular confirmado pelo estudo fenotipico e genotipico (N=40); Grupo Il: Pacientes
fenotipicamente determinados como hipercolesterolemico, mas sem diagndstico molecular confirmado pelo estudo genomico (N=93); Grupo Ill: com 23 individuos
fenotipicamente determinados normolipidémicos de acordo com a V Diretriz Brasileira de Dislipidemia.
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Tabela 21. Analise comparativa dos sitios CpG estatisticas significativo utilizando o teste de
Turkey na comparacao entre os grupos |, Il e lll

Variavel Comparagdo (p valor)
Grupo | x Grupo Il 0,972
LDLR_Sitiol_Ensaiol Grupo | x Grupo I 0,032
Grupo Il x Grupo Il 0,012
Grupo | x Grupo 0,610
LDLR_Sitio6_Ensaiol i @ o | 0,043
Grupo Il x Grupo Il p<0,001
Grupo | x Grupo Il 0,945
LDLR_Sitio2_Ensaio2 Grupo | x Grupo Il 0,020
Grupo Il x Grupo Il 0,072
Grupo | x Grupo |l 0,229
LDLR _Sitio4_Ensaio2 Grupo | x Grupo Il 0,029
Grupo Il x Grupo Il 0,305
Grupo | x Grupo Il 1,000
PCSK9_Sitiol Ensaiol Grupo | x Grupo I 0,045
Grupo Il x Grupo Il 0,010
Grupo | x Grupo |l 0,653
PCSK9_Sitio2_Ensaiol e 7 @ I 0,006
Grupo Il x Grupo llI 0,033
Grupo | x Grupo Il 0,122
tio3 Ensaiol
PCSKS_Sitio3_Ensaio Grupo | x Grupo |l p<0,001
Grupo Il x Grupo Il 0,038
Grupo | x Grupo Il 0,178
PCSK9_Sitio4_Ensaiol
CSk9_Sitiod_Ensaio Grupo | x Grupo Il 0,015
Grupo Il x Grupo Il 0,180
Grupo | x Grupo Il 0,458
PCSK9_Sitio6_Ensaiol Grupo | x Grupo II 0,001
Grupo Il x Grupo llI 0,012
Grupo | x Grupo Il 0,294
PCSK9_Sitiol_Ensaio2 Grupo | x Grupo Il p<0,001
Grupo Il x Grupo |l 0,005
Grupo | x Grupo Il 0,764
PCSK9_Sitio2_Ensaio2 Grupo | x Grupo I 0,001
Grupo Il x Grupo lll 0,001
Grupo | x Grupo |l 0,781
PCSK9_Sitio3_Ensaio2 e @ I 0,003
Grupo Il x Grupo Il 0,022
Grupo | x Grupo Il 0,245
PCSKS_Sitio5_Ensaio2 Grupo | x Grupo Il p<0,001
Grupo Il x Grupo lll p<0,001

LDLR: Gene do receptor da LDL; PCSK9: Gene da proteina convertase subtilisina/kesina tipo 9; Grupo |: Pacientes com

diagndstico molecular confirmado pelo estudo fenotipico e genotipico (N=40); Grupo Il: Pacientes fenotipicamente

determinados como hipercolesterolemico, mas sem diagndstico molecular confirmado pelo estudo genomico (N=93); Grupo IlI:

com 23 individuos fenotipicamente determinados normolipidémicos de acordo com a V Diretriz Brasileira de Dislipidemia.
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Figura 23: Analise comparativa entre os grupos |, Il e Il do ensaio LDLR-1 sitio CpG 2

Figura 24: Analise comparativa entre os grupos |, Il e Il do ensaio LDLR-1 sitio CpG 3
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Figura 25: Analise comparativa entre os grupos |, Il e Il do ensaio LDLR-1 sitio CpG 4 Figura 26: Analise comparativa entre os grupos |, Il e Il do ensaio LDLR-1 sitio CpG 5
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Figura 27: Andlise comparativa entre os grupos I, Il e Il do ensaio LDLR-1 sitio CpG 7 Figura 28: Andlise comparativa entre os grupos |, Il e Il do ensaio PCSK9-1 sitio CpG 5
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Figura 29: Analise comparativa entre os grupos |, Il e Il do ensaio PCSK9-2 sitio CpG 4

Figura 30: Analise comparativa entre os grupos |, Il e Il do ensaio LDLRAP1-1 sitio CpG 1
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Figura 31: Andlise comparativa entre os grupos |, Il e Il do ensaio LDLRAP1-1 sitio CpG 2 Figura 32: Andlise comparativa entre os grupos |, Il e Il do ensaio LDLRAP1-1 sitio CpG 3
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Figura 33: Andlise comparativa entre os grupos |, Il e Il do ensaio LDLRAP1-2 sitio CpG 2
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Figura 34: Andlise comparativa entre os grupos |, Il e Il do ensaio LDLRAP1-2 sitio CpG 2
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Figura 35: Analise comparativa entre os grupos |, Il e Il do ensaio LDLRAP1-2 sitio CpG 3
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CAAE n° 24618713.0.1001.5462
Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de Sdo Paulo (FCF-USP)

INSTITUTO DANTE Plataforma
PAZZANESE DE CARDIOLOGIA %oﬂ

T RATTAE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Ultrassequenciamento exémico dos principais genes relacionados com a
hipercolesterolemia familiar

Pesquisador: Jéssica Bassani Borges

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

Versao: 8
CAAE: 24618713.0.1001.5462
Instituicdo Proponente: Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia - SP

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio
CNPQ
FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.587.235

Apresentagao do Projeto:

N° DO PROTOCOLO DO CEP:4398/ 2013

A hipercolesterolemia familial (HF) € uma doenca autossémica dominante com bases genéticas ainda nao
totalmente esclarecidas. O presente

estudo propde a analise genémica, epigendmica e farmacogenémica de portadores de HF monogénica e
poligénica. Serao recrutados pacientes

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

ultrassequenciamento dos principais genes relacionados a HF e outras dislipidemias primarias utilizando o
equipamento MiSeq (lllumina); (ii) analise

funcional de novas variantes nos genes LDLR, APOB e PCSKS por citometria de fluxo, com estudo de
interacdo com receptores de LDL em

linfécitos primarios e com estudo de mutagénese dirigida utilizando CRISPR/Cas9 em células HepG2 e
HUVEC,; (iii) perfil de expresséao diferencial

de miRNAs circulantes em amostras de plasma por PCR array; (iv) perfil de metilagdo dos genes LDLR,
APOB e PCSK9 em leucécitos por
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pirossequenciamento; (v) analise farmacogendémica incluindo genes envolvidos no metabolismo e na
resposta a hipolipemiantes. As andlises de

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

realizagdo na populagdo brasileira, altamente miscigenada, é inovadora e desafiadora. Os resultados deste
estudo visam contribuir para o

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

pacientes afetados, e possibilitar a criagdo de um banco nacional de dados gendmicos que auxilie na
orientagdo da conduta diagndstica molecular

para pacientes com fenétipo HF e seus familiares. Contribuira para a formagao de recursos humanos,
consolidacdo da pesquisa e integracdo das

instituicdes envolvidas.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Identificar as causas genéticas das dislipidemias primarias dos pacientes diagnosticados fenotipicamente no
Instituto Dante Pazzanese de

Cardiologia.

Objetivo Secundario:

*[Sequenciar os exomas dos genes relacionados a dislipidemias de origem genética e verificar o perfil das
novas variantes polimérficas em pacientes

com diagnéstico de hipercolesterolemia familiar.

«/Identificar novas variantes nos genes relacionados com alteragdo do metabolismo do colesterol.

«/Avaliar as correlagdes entre as mutagdes e as alteragdes fenotipicas.

«[Caracterizar a funcionalidade de variantes do gene LDLR in vitro pelo perfil de captacédo de LDL, em cultura
primaria de linfécitos oriundos de

portadores de HF;

«[Caracterizar a funcionalidade de variantes do gene APOB in vitro pelo perfil de captacdo de LDL oriunda de
portadores de HF, em células HepG2 e

HUVEC;

«/Realizar a mutagénese de variantes dos genes LDLR e PCSK9, encontradas no sequenciamento, em
células HepG2 e HUVEC para avaliar sua

funcionalidade independente da presenca de outras variantes.
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«/Avaliar o perfil de expressao diferencial de miRNAs circulantes entre os diferentes padrées fenotipicos de
HF encontrados em nossa populagao;

«/Avaliar o perfil de metilacdo das ilhas CpG dos genes LDLR, APOB e PCSK9 de portadores de HF com
diferentes padrdes fenotipicos;

*Avaliar a associagdo de variantes em genes envolvidos no metabolismo e na resposta a medicamentos

hipolipemiantes, em pacientes HF.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

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

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

sangue para o estudo sdo: hematoma, flebite, breve dor. Algumas pessoas tém vertigens quando coletam
sangue, mas os sintomas desaparecem

quando a pessoa se deita.

Beneficios:

Os participantes deste estudo ndo poderdo receber nenhum beneficio direto por fazer parte do Estudo. As
informacdes obtidas deste estudo serao

importantes para melhorar o diagnoéstico, prognéstico e a prevengdo dos eventos cardiovasculares em
pacientes com dislipidemias primarias.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Sem restricdes do ponto de vista de ética em pesquisa

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

1_Incluséo de 4 centros participantes;

USP

HC de porto alegre

UNICAMP

Cruzeiro do sul educacional s.a

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgodes:
Sem restricdes do ponto de vista de ética em pesquisa
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Consideragoes Finais a critério do CEP:

Qe

Diante do exposto, O Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia, de acordo

com as atribuicdes definidas na Resolugdo CNS n° 466 de 2012, resolugdo 510/96 e da Norma Operacional

n° 001 de 2013 do CNS, em reunido ordinaria de 27/03/2018 manifesta-se pela aprovacdo da emenda.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao

Outros emenda_inclusaocentors.pdf 20/03/2018 |Pedro Silvio Farsky Aceito
09:50:50

Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_107240[ 16/03/2018 Aceito

do Projeto 4 E6.pdf 14:26:04

Outros Carta_Emenda.pdf 30/06/2016 | Jéssica Bassani Aceito
16:01:00 | Borges

Projeto Detalhado / |HF_CEP_ultima_versao.pdf 30/06/2016 |Jéssica Bassani Aceito

Brochura 16:00:32 |Borges

Investigador

TCLE / Termos de |HF_TCLE2.pdf 30/06/2016 | Jéssica Bassani Aceito

Assentimento / 15:59:44 |Borges

Justificativa de

Auséncia

Declaragéo de Justificativa_ CEPIDPC_vinculo_Instituci | 11/12/2015 |Jéssica Bassani Aceito

Pesquisadores onal.pdf 16:40:04 |Borges

Folha de Rosto PLATAFORMA BRASIL - JESSICA.pdf | 06/03/2015 Aceito
11:01:08

Outros Troca de Pesquisador.pdf 08/12/2014 Aceito
10:17:29

Outros Troca pesquisador.pdf 08/12/2014 Aceito
10:17:29

Outros Carta de mudanca de pesquisador.pdf 14/11/2014 Aceito
12:20:49

Outros DECLARACOES CEP Thiago D C 12/11/2013 Aceito

Hirata.pdf 14:32:38

Situacgao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagcao da CONEP:

Nao
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SAO PAULO, 09 de Abril de 2018

Assinado por:

Pedro Silvio Farsky
(Coordenador)
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido aplicado aos participantes do projeto.

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

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TITULO DO ESTUDO: "AVALIAGAO EXOMICA DOS PRINCIPAIS GENES RELACIONADOS COM A
HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIAR "

CENTRO: INSTITUTO DANTE PAZZANESE DE CARDIOLOGIA

INVESTIGADOR: Thiago Dominguez Crespo Hirata
NUMERO DO PACIENTE:

INICIAIS DO PACIENTE:

OBJETIVO DESTE ESTUDO

Vocé esta sendo convidado para participar deste estudo que ira avaliar as alteragoes
genéticas que podem ser causadoras de dislipidemia primaria ou afetar o seu tratamento. As
informacgoes obtidas deste estudo serao importantes para melhorar o diagnostico, prognéstico
e a prevencao 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 é aplicado nesta instituicdo a todos os pacientes que passam no Departamento de
Dislipidemias. Sera necessario que vocé responda algumas perguntas sobre habitos de vida,
histérico de doencgas, uso de medicamentos e doengas existentes nas pessoas de sua familia.

A seguir serdo coletadas amostras sanguineas (total de 20 ml) para os exames

laboratoriais e os testes genéticos. Se o(a) senhor(a) concordar, seu sangue sera conservado

Rubricas Av. Dr. Dante Pazzanese, 500, Prédio da i 30, 1° andar « Ibirap * Sao Paulo - SP » CEP: 04012-909 «
Paciente Laboratério de Biok)gi?' oleculdr (LIMC) « Fone: (11) 5085-6086 + E-mail: thiagodch@gmail.com
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e guardado no Laboratério de Investigagido Molecular de Cardiologia (LIMC), por, no maximo,

5 anos.

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

Sim, eu concordo () N&o, eu ndo concordo ()
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 andlises clinicas que serao realizados:

a. Hemograma completo g. Glicemia

b. Acido urico h. Hemoglobina glicada

c. ApoA i. Proteina C reativa ultra sensivel
d. ApoB j. TGO (AST), TGP (ALT)

e. Colesterol Total e fragées k. TSH, T4

f. Triglicérides

RISCOS E DESCONFORTOS

Os participantes deste estudo ndo terdo riscos além das intercorréncias inerente a
pungdo venosa periférica (coleta de amostra de sangue) como formagéo de hematomas,
flebite, breve dor, que sdo raras e sem maiores complicagoes clinicas. Algumas pessoas tém
vertigens quando coletam sangue, mas os sintomas desaparecem quando a pessoa se deita.

BENEFICIOS POTENCIAIS

Vocé nao recebera qualquer beneficio direto ou pagamento por sua participagao, pois
se trata de um estudo desenhado para determinagao dos processos fisiopatologicos visando
ao incremento do conhecimento sobre o tema.

Caso seja de seu interesse, sera disponibilizado os resultados dos exames laboratoriais

e dos testes genéticos no final da pesquisa.

Rubricas Av. Dr. Dante Pazzanese, 500, Prédio da Administracao, 1° andar « S30 Paulo — SP « CEP: 04012-909 *
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ALTERNATIVAS A PARTICIPAGAO

Caso vocé nao queira participar deste estudo, e esteja sendo tratado na instituicao

vocé continuara recebendo o tratamento ja utilizado de rotina.

CONFIDENCIALIDADE

Assinando o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido vocé esta aceitando
participar deste estudo e permitindo que todos os seus registros médicos 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 publicados 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 néo. A coleta e analise de
dados de estudos médicos sdo consideradas pessoais protegidas por leis nacionais e
internacionais. Seu médico sera informado de sua participagcdo 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 nao a
participar do estudo.

PARTICIPAGAO VOLUNTARIA E CONSENTIMENTO

Sua participagdo neste estudo é voluntaria. Vocé pode se recusar a participar ou
pode desistir, a qualquer momento durante o estudo, sem ter que dar explicagdes. Isso
nao mudara a qualidade de atendimento que vocé estara recebendo muito menos em

qualquer tipo de penalidade.

Rubricas Av. Dr. Dante Pazzanese, 500, Prédio da 30, 1° andar - Ibi « Sao Paulo — SP « CEP: 04012-909 +
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Por qualquer motivo, independente do seu consentimento, os membros da eduip'e de

pesquisa poderdo encerrar sua participagdo 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 Thiago Dominguez Crespo Hirata, tel. (011) 5085-6086 ou (011) 99680-
5086 ira responder todas as dlvidas que vocé possa ter sobre sua participagéo neste estudo.
Em caso de davidas ou preocupagbes 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 Cardiologia no telefone (011) 5085-6040. Uma cépia deste termo sera entregue
para voceé.

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

concordo voluntariamente em fornecer meu consentimento para participar deste estudo

clinico.
h
Assinatura do Paciente Data Hora
h
Testemunha (se necessario) Data Hora
h
Assinatura do Investigador Data Hora
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