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RESUMO

FREITAS, R. C. C. Avaliacdo do perfil de microRNAs exossomais em portadores de
hipercolesterolemia familial. 2022. 144f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2022.

A Hipercolesterolemia Familial (HF) é uma doenca hereditaria do metabolismo lipidico que
causa aos portadores alta incidéncia de aterosclerose prematura. A HF pode ser diagnosticada
clinica e geneticamente, entretanto, apenas cerca de 40% podem ter confirmados pelo
diagnostico molecular. Assim, outros sistemas de diagnéstico devem ser avaliados.
Ultimamente devido a estabilidade em fluidos biol6gicos, os exossomos circulantes apresentam
grande potencial, pois carreiam um nimero variado de compostos e sdo considerados veiculos
de intercomunicacéo entre os tecidos. Sabe-se que varios RNAs sdo carreados nos exossomos,
incluindo miRNAs, INcRNA e uma variedade de proteinas. Estes componentes podem ser
marcadores de diagnostico para varias doencas inclusive a HF e suas complicacdes
cardiovasculares. Foram utilizadas amostras de exossomos plasmaticos provenientes de 54
pacientes HF sem uso de estatina por, no minimo, seis semanas, e 38 individuos
normolipidémicos para sequenciamento de miRNAs e estudo da protedmica. Os exossomos
foram isolados utilizando dois métodos — precipitacdo quimica e cromatografica de exclusao de
tamanho e caraterizados utilizando: disperséo de luz dinamica, Western blotting, rastreamento
de nanoparticulas (NanoSight), imunomarcacdo e microscopia eletrénica de transmissdo. Os
miRNAs e proteinas foram extraidos dos exossomos e analisados por sequenciamento de nova
geracdo e espectrometria de massa, respectivamente. Os dados clinicos, biodemogréficos e
laboratoriais dos pacientes HF e controles indicaram diferencas significativas esperadas entre
0s grupos, indicando que foram selecionados adequadamente. A caracterizacdo fisico-quimica
dos exossomos mostrou resultados com tamanho de “90nm e imunorrea¢do positiva para
tetraspaninas. O resultado do sequenciamento identificou acima 2000 miRNAs. Os miR-122-
5p e miR-21-5p apresentaram expressao aumentada no grupo HF (log2FC=1,79 e log2FC=1,27,
respectivamente), e 0 miR-122-5p pds normalizacdo em relacdo ao controle manteve
significativo comparados ao controle (p=0,034). A anéalise comparativa entre exossomos e
plasma total mostrou diferenca significativa, pois foram identificadas 239 proteinas (p <0,05)
diferentes entre exossomos e plasma. Em exossomos, 17 proteinas foram aumentadas e 21

diminuidas em pacientes com HF em comparagdo com o controle (p <0,05). Destas, seis
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proteinas foram mais abundantes em HF e sete proteinas foram menos abundantes em
exossomos de pacientes com HF em comparagdo com o controle. A anélise de enriquecimento
por bioinformatica mostrou que a maior parte dessas moléculas (miRNAs e proteinas) foram
relacionadas com metabolismo lipidico, dislipidemia, aterosclerose, doenca arterial
coronariana, adipogénese. Assim, na busca de novos alvos como potenciais biomarcadores de
diagndstico da HF, nossos resultados da andlise integrativa entre 0s miRNAs e as proteinas
exossomais abre novas frentes de pesquisa mais bem direcionadas, para a validacdo desses

miRNAS e proteinas exossomais.

Palavras-chave: Hipercolesterolemia  Familial, exossomos, mIiRNAs, proteinas,

sequenciamento de nova geracao, espectrometria de massa.
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ABSTRACT

FREITAS, R. C. C. Evaluation of the profile of exosomal microRNAs in patients with
familial hypercholesterolemia. 2022. 144f. Thesis (PhD) - Faculty of Pharmaceutical
Sciences, University of Sao Paulo, Sao Paulo, 2022.

Familial Hypercholesterolemia (FH) is an inherited disease of lipid metabolism that causes a
high incidence of premature atherosclerosis in patients. FH can be diagnosed clinically and
genetically, however, only about 40% can be confirmed by molecular diagnosis. Thus, other
diagnostic systems should be evaluated. Lately, due to stability in biological fluids, circulating
exosomes have great potential, as they carry a varied number of compounds and are considered
vehicles of intercommunication between tissues. Several RNAs are known to be carried on
exosomes, including miRNAs, IncRNA, and a variety of proteins. These components can be
diagnostic markers for several diseases including FH and its cardiovascular complications.
Plasma exosome samples from 54 FH patients without statin use for at least six weeks and 38
normolipidemic individuals were used for miRNA sequencing and proteomics studies.
Exosomes were isolated using two methods — chemical precipitation and size exclusion
chromatography and characterized using: dynamic light scattering, Western blotting,
nanoparticle tracking (NanoSight), immunostaining and transmission electron microscopy.
MiRNAs and proteins were extracted from exosomes and analyzed by next-generation
sequencing and mass spectrometry, respectively. Clinical, biodemographic and laboratory data
of FH patients and controls indicated significant expected differences between the groups,
indicating that they were appropriately selected. The physicochemical characterization of
exosomes showed results with a size of "90nm and positive immunoreaction for tetraspanins.
The sequencing result identified above 2000 miRNAs. miR-122-5p and miR-21-5p showed
increased expression in the FH group (log2FC=1.79 and log2FC=1.27, respectively), and miR-
122-5p after normalization in relation to the control remained significant compared to the
control (p=0.034). The comparative analysis between exosomes and total plasma showed a
significant difference, as 239 different proteins (p < 0.05) were identified between exosome and
plasma. In exosomes, 17 proteins were increased and 21 decreased in FH patients compared to
control (p < 0.05). Of these, six proteins were more abundant in FH and seven proteins were
less abundant in exosomes from patients with FH compared to the control. Bioinformatics

enrichment analysis showed that most of these molecules (miRNAs and proteins) were related
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to lipid metabolism, dyslipidemia, atherosclerosis, coronary artery disease, adipogenesis. Thus,
in the search for new targets as potential diagnostic biomarkers of FH, our results of the
integrative analysis between miRNAs and exosomal proteins opens new and better-directed
research fronts for the validation of these miRNAs and exosomal proteins.

Keywords: Familial hypercholesterolemia, exosomes, miRNAS, proteins, next-generation
sequencing, mass spectrometry.
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1. INTRODUCAO

1.1. Hipercolesterolemia familial: epidemiologia e parametros clinicos

As dislipidemias sdo alteracbes funcionais que ocorrem em qualquer etapa do
metabolismo lipidico, originando anormalidades nas concentrac6es de lipidios plasmatico que
incluem o aumento da concentragdo de colesterol total (CT), de colesterol da lipoproteina de
baixa densidade (LDL-c) e de triacilglicerdis (TG) ou a diminuigéo do colesterol da lipoproteina
de alta densidade (HDL-c) (FALUDI etal., 2017; MUTHUSAMY, 2016). As dislipidemias séo
um dos principais fatores de risco para o0 desenvolvimento de aterosclerose e,
consequentemente, doencas cardiovasculares (DCV), as quais representam um sério problema
de saude publica global (FALUDI et al., 2017; MURPHY et al., 2017; WENGROFSKY: LEE;
N. MAKARYUS, 2019).

As DCV no Brasil e no mundo séo causadora de alta taxa de morbidade e mortalidade,
atingindo cerca de 17,9 milhdes de vidas a cada ano (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2022). Além disso, sdo responsaveis por uma notavel reducdo na expectativa e qualidade de
vida, com enormes custos pessoais e em alguns paises aos sistemas de saude (AMINI; ZAYERI;
SALEHI, 2021; MALLINSON et al., 2021). Neste cenério, a deteccdo precoce e o tratamento
adequado das dislipidemias sdo fundamentais para a prevencao correta e controle da progressao
das DCV (MANSUR; FAVARATO, 2016; RAAL; HOVINGH; CATAPANO, 2018).

A Hipercolesterolemia Familial (HF) é uma dislipidemia primaria considerada como
problema de saude mundial reconhecido pela Organizacdo Mundial de Salude desde 1997
(OMS, 1997). Caracterizada pelo aumento isolado de lipoproteina de baixa densidade (LDL),
sendo associada com risco de desenvolvimento de eventos cardiovasculares prematuros
(AKIOYAMEN et al., 2019; WILEMON et al., 2020). A prevaléncia geral da HF € atualmente
desconhecida e geralmente é pouco diagnosticada e consequentemente pouco tratada em todo
mundo (AMERIZADEH et al., 2021). Essa prevaléncia tem sido tradicionalmente estimada em
1:500 na forma heterozigota e 1:1.000.000 na forma homozigota, contudo, dados sugerem que
a frequéncia global pode ser maior de 1:200 e 1:160.000, respectivamente, resultando em mais
de 30 milhdes de individuos afetados em todo mundo (AMERIZADEH et al., 2021,
BRUNHAM; HEGELE, 2021; FUTEMA et al., 2017; NORDESTGAARD; BENN, 2017). No
Brasil, menos de 1% destes foram diagnosticados e tratados adequadamente (JANNES et al.,
2015; SILVA et al., 2022).

A alta incidéncia de aterosclerose prematura € uma caracteristica da HF e o inicio dos
sintomas coronarios pode ocorrer na infancia (no homozigotos) ou no inicio da idade adulta (no
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heterozigotos), o que reduz a expectativa de vida de portadores de HF (PEDERIVA et al.,
2021). A HF ndo tratada aumenta 13 vezes o risco de aterosclerose precoce (BIANCONI,
BANACH; PIRRO, 2021). O risco de um individuo com HF na forma heterozigdtica sem
tratamento de desenvolver doenca arterial coronariana (DAC) ou ir a ébito chega a 50% nos
homens e 12% nas mulheres aos 50 anos de idade. Em relagdo a forma homozigota, quando néo
tratados, geralmente a sobrevivéncia ndo ultrapassa 30 anos de idade (SANTOS et al., 2012;
SHARIFI et al., 2019; VALLEJO-VAZ et al., 2015).

A HF pode ser diagnosticada fenotipicamente pelos dados clinicos e laboratoriais, e
geneticamente nos paises onde se estabelece como diretriz. No diagndstico fenotipico de HF é
considerado a concentracgdo elevada de LDL-c (> 190 mg/dL em adultos), a historia familiar de
dislipidemias ou DAC precoces, além da presenca de sinais clinicos, como xantomas tendinosos
e arco corneo (AMERIZADEH et al., 2021; SANTOS et al., 2012). No entanto, nem todos 0s
pacientes com HF apresenta suspeita clinica, que possa indicar necessidade de consulta médica,
dificultando o diagndstico e tratamento precoce da HF (MYTILINAIOU et al., 2018).

O diagndstico fenotipico de HF pode ser confirmado por testes genéticos. Nesse contexto,
duas formas de herancas foram relatadas: autossomica dominante e autossdmica recessiva. A
grande maioria dos casos tem o padrdo de heranca autossdmica dominante com 90% de
penetrancia (MEHTA et al., 2016; SINGH; BITTNER, 2015). O diagnéstico genético € muito
importante na HF, pois pacientes com antecedentes genéticos para HF apresentam risco
consideravelmente maior de DAC, em comparacdo com aqueles com causa idiopatica ou
secundaria para HF, e podem ser tratados de forma mais rigorosa (KHERA et al., 2016;
ZUURBIER; DEFESCHE; WIEGMAN, 2021).

A HF autossdmica dominante geralmente resulta de uma mutag&o no gene do receptor de
LDL (LDLR) que leva a perda de funcdo da proteina ou, menos comum, pelas mutacdes no
gene APOB, que resultam em perda de funcédo por reduzir a ligacao de lipoproteinas contendo
Apo B ao receptor de LDL ou uma mutacdo no gene que codifica a proteina convertase
subtilisina/kexina tipo 9 (PCSK9) que leva ganho de fungéo da proteina PCSK9 (SARRAJU;
KNOWLES, 2019).

As variantes que podem ocorrer no LDLR afetam em diferentes etapas da captacdo da

LDL e, portanto, se classificam segundo o fendtipo como: classe 1 - sintese nula de proteina;
classe 2 — retencdo parcial ou total do receptor no reticulo endoplasmaético; classe 3 - defeito de
ligacdo a Apo B; classe 4 - endocitose prejudicada; classe 5 - afetam o mecanismo de reciclagem
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do receptor. Variantes no gene da APOB patogénicas comprometem a ligagdo com o LDLR,
resultando no aumento de LDL circulante. As variantes no gene da PCSK9 podem levar a perda
de funcéo proteica ou ganho de funcdo. As variantes de ganho de funcgéo estdo associadas ao
aumento plasmatico do LDL-c, em consequéncia do aumento da degradacdo do LDLR
extracelularmente, por aumento da afinidade da PCSK9 ao receptor ou intracelularmente,
enquanto é transportado para a membrana, levando a uma reducdo da expressao de LDLR
resultando no acimulo de LDL no plasma (BENITO-VICENTE et al., 2018).

As formas autossomicas recessivas de HF sdo mais raras, podem ser causadas por
mutacdes no gene que codifica a proteina adaptadora do receptor da LDL Tipo 1 (LDLRAP1)
(NAJAM; RAY, 2015). A proteina adaptadora é responsavel pela associacédo de receptores de
LDL nas depressdes revestidas com clatrinas, sendo necessaria para a endocitose eficiente do
LDLR nas celulas (como hepatécitos e linfdcitos). Variantes no gene da LDLRAP1 levam a
producdo de proteina com a perda de funcdo causando o aumento do LDL-c (BRAUTBAR et
al., 2015; FALUDI et al., 2017). Alem disso, mutacdes nos genes ABCG5 e ABCG8 que
codificam proteinas transportadoras da familia ABC (ATP binding cassete) causam
sitosterolemia, uma outra forma de HF recessiva, caracterizada pelo aumento plasmatico das
concentracfes de esterdis de plantas, como sitosterol e campesterol, provenientes da dieta
(LAMIQUIZ-MONEQ et al., 2017; ZUURBIER; DEFESCHE; WIEGMAN, 2021).

E importante destacar que as variantes genéticas explicam somente cerca de 60% da
herdabilidade da dislipidemia e da doenca cardiovascular (DCV). Nesse contexto, estudos
sugerem que modificacbes epigenéticas podem contribuir para explicar os demais 40% da
herdabilidade (BERBERICH; HEGELE, 2019; FRAHNOW et al., 2017; GUAY et al., 2014,
2015; MOMTAZI et al., 2018; TADA; KAWASHIRI; YAMAGISHI, 2017).

As modificacdes epigenéticas tém um papel crucial na regulacdo da expressao génica,
integridade genémica e desenvolvimento evolutivo. Consistem em alteracdes herdaveis e
reversiveis que ocorrem através de mecanismos moleculares independentes da sequéncia de
DNA, como a metilacdo do DNA e os RNAs ndo codificantes (microRNAs, RNAS longos néo
codificantes e RNAs circulares) (HULSHOFF et al., 2018; LOWDON; JANG; WANG, 2016;
ZHANG,; LU; CHANG, 2020).

Os microRNAs (miRNAs) tem emergido como potenciais moléculas que interferem no
processo pds transcricional que podem contribuir na elucidacdo dos mecanismos
fisiopatolégicos da HF e de suas complicaces.
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1.2. miRNA na hipercolesterolemia familial

A concentracgdo do colesterol celular e plasméatico sdo mantidos através de mecanismos
bem controlados, que regulam a expressao e atividade de principais genes envolvidos no seu
metabolismo tanto a nivel transcricional como pos-transcricional. O fato da sequéncia de genes
envolvidos diretamente na homeostase do colesterol explicar somente parte do mecanismo
molecular, tem que observado que o mecanismo de controle tem grande importancia, na
expressdo final da proteina, o que também ndo se pode explicar pela expressdo genica.
Atualmente, 0 mecanismo pés-transcricional tem mostrado um fator importante na sintese final
das proteinas. Os principais mecanismos controladores desta etapa molecular estdo envolvidos
0s RNAs nédo codificantes, incluindo miRNA, IcnRNA e RNA circulares. Portanto, torna
importante o conhecimento mais aprofundado destes reguladores e assim associar com as
alteracbes no metabolismo do colesterol e da homeostase lipidica (CITRIN; FERNANDEZ-
HERNANDO; SUAREZ, 2021; PRICE; FERNANDEZ-HERNANDO, 2017).

Os miRNAs tém sido considerado importantes reguladores de genes que codificam as
proteinas da homeostase do colesterol, tais como SREBP1 e 2, ABCAL, LDLR, HMGCR e Apo
Al, e sua expressdo alterada estd altamente associada a distlrbios metabdlicos, como a
dislipidemia (JEON; OSBORNE, 2016; ROTTIERS; NAAR, 2012). Além disso, tem sido
discutido seu papel como importantes reguladores da concentracdo das lipoproteinas
circulantes, controlando o LDL-c através da regulacdo pos-transcricional de genes envolvidos
na secrecao de VLDL, biossintese do colesterol e expressdo do LDLR hepatico (GOEDEKE et
al., 2016). Ha evidéncias que mostram que os miRNAs podem regular a expressao pos-
transcricional de genes envolvidos na patogénese da HF, incluindo LDLR, APOB, PCSK9 e
LDLRAP1. Além disso, alguns miRNAs foram associados com concentracdes anormais de

lipideos e lipoproteinas no plasma de humano (MOMTAZI et al., 2018).

Os miRNAs constituem uma familia de pequenos RNAs ndo-codificadores, 0s quais sdo
compostas por cerca de 22 nucleotideos, que foram descobertos pela primeira vez em
Caenorhabditis elegans no inicio da década de 1990 (LEE; FEINBAUM; AMBROS, 1993).
Os miRNAs interagem principalmente com sequéncias complementares nas regides 3’ nao
traduzidas (3” UTR — 3’ untranslated region) dos RNAs mensageiros (MRNAs) alvo e alteram
a expressao de genes a nivel pos-transcricional através da inibi¢do da traducdo ou induzindo a
degradacdo do mRNA. Na Gltima década, baseado no fato de mais de 90% do genoma humano
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conter RNAs ndo-codificantes, que podem afetar outras sequéncias codificadoras do genoma,
0s MiRNAs tem ainda sido mostrados como potenciais biomarcadores para o diagndstico,
terapia e monitoramento (GEBERT; MACRAE, 2019; VOSSEN et al., 2017; ZHOU et al.,
2018).

A transcricdo de miRNAs das suas sequéncias gendmicas € controlada pelo complexo
de RNA polimerase Il e por fatores de transcricdo presentes no nucleo (LUO; YANG,;
NATTEL, 2015). Os nucleotideos dos transcritos primarios dos miRNAs (pri-miRNAS)
formam estruturas secundarias como as regioes “stem”, em que dois segmentos de RNA com
bases complementares sdo pareados, e as regides “loop”, nas quais os pares de bases nao sio
complementares, constituindo, assim, algas circulares (stem-loop). Trés tipos de miRNAs
podem ser identificados de acordo com a localizacdo gendmica das suas sequéncias primarias
de codificacdo: miRNAs intergénicos, miRNAs intronicos e miRNAs exdnicos. Os miRNAs
intergénicos tem seus proprios promotores para a transcri¢do direta das suas sequéncias de pri-
mIiRNA, a transcri¢cdo de miRNAs intrdnicos e exdnicos é regulada pelos promotores dos seus
genes hospedeiros (BEREZIKOV, 2011; LUO; YANG; NATTEL, 2015).

No nucleo, os pri-miRNAs sdo processados por clivagem endonucleolitica gerando
estruturas designadas como miRNA precursores (pré-miRNA). O processamento dos pré-
miRNAs para sequéncias de miRNAs intergénica € mediado pela ribonuclease 3 (uma RNase
tipo 111, chamada de Drosha), j& o processamento de miRNAs intrénicos e ex6nicos geralmente
requer a modulacdo adicional por splicing. Um subtipo de miRNAs intrdnicos, chamado
'mirtron’, produz seus pré-miRNAs de uma maneira independente de Drosha usando apenas o
splicing (BEREZIKOV, 2011). O pré-miRNA gerado é exportado para o citoplasma por meio
da proteina transportadora exportina-5 (BRONZE-DA-ROCHA, 2014; DANGWAL; THUM,
2012; LUO; YANG; NATTEL, 2015).

No citoplasma, os pré-miRNAs sdo processados pelo complexo enzimatico Dicer
(RNase tipo Il1), que remove a alga na estrutura stem-loop, resultando na formacdo de um
duplex de miRNA. Este duplex de miRNA ¢é incorporado ao Complexo de Silenciamento
Induzido por RNA (RISC), no qual as duas fitas de miRNA sédo separadas. Uma destas fitas
permanece associada ao RISC e constitui o miRNA maduro, ao passo que a fita complementar
pode sofrer degradacdo (BRONZE-DA-ROCHA, 2014; DANGWAL; THUM, 2012; LUO;
YANG; NATTEL, 2015).

27



Os miRNAs maduros séo criticos para o desenvolvimento normal dos animais e atuam
regulando uma variedade de processos biolégicos, como apoptose, proliferacdo e diferenciacao.
A desregulacédo da expressdo do miRNA geralmente resulta em comprometimento da funcéo
celular e na progressdo da doenca (GEBERT; MACRAE, 2019; O’BRIEN et al., 2018).
miRNAs reconhecem e direcionam multiplos mMRNAs; portanto, investigar a desregulacdo do
miRNA é uma estratégia indispensavel para entender as condic¢Bes patoldgicas e identificar
novos alvos terapéuticos (GHANBARIAN; YILDIZ; TUTAR, 2022).

Na hipercolesterolemia observou-se que as concentracGes plasmaticas do miR-33a,
miR-33b e miR-200c em criancas portadoras da doenga apresentavam maiores em comparacao
com criancas saudaveis (D’AGOSTINO et al., 2017; MARTINO et al., 2015). Recentemente,
0 miR-200c também foi descrito como significantemente aumentado, juntamente com outros
oito miRNAs (miR-130b, miR-133a, miR-142-3p, miR-324-5p, miR-339-3p, miR-425-5p,
miR-660 e miR-744), no plasma de pacientes heterozigotos com HF que tiveram um evento
cardiovascular dentro de 8 anos de acompanhamento em comparagdo com seus parentes néo-
FH sem evento cardiovascular. Outro estudo mostrou a associacdo do SNP LDLR ¢.*52G>A,
localizado na regido de interacdo com miRNAs reguladores, com hipercolesterolemia na
populagéo brasileira (ZAMBRANO et al., 2015).

Apesar de alguns estudos ja terem relacionado os miRNAs com a regulacdo da
hipercolesterolemia familial e das doencas cardiovasculares, muitos mecanismos ainda nao

foram esclarecidos.

A associacdo de miRNAs com doencas cardiovasculares foi descrita recentemente em
uma revisdao que mostrou os miRNAs como potenciais biomarcadores para diagnostico e
progndstico e como potenciais alvos terapéuticos, pois estdo envolvidos no desenvolvimento
de DCV em vaérias etapas, como aterogénese, angiogénese, inflamacdo, ativacdo e agregacao
plaquetaria, metabolismo lipidico (DOROBANTU; SIMIONESCU; POPA-FOTEA, 2021). O
miR-214 tem surgido como um potencial biomarcador diagnostico de DAC (AMIN;
TREVELYAN; TURNER, 2021). O miR-29 tem demonstrado relagdo com DCV pois esta
envolvido na regulacédo da aterosclerose, sendo um potencial alvo terapéutico (LIU et al., 2021).

Os miRNAs extracelulares sdo transportados no plasma de diferentes formas, incluindo
0S ex0ssomos, microparticulas, corpos apoptéticos, proteinas de ligacdo a RNA, LDL e HDL
(BOON; VICKERS, 2013; XU; YANG; Al, 2013). Na HF, apesar do perfil de expressdo de
miRNAs naHDL (VICKERS etal., 2011), bem como em exossomos (DE GONZALO-CALVO
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etal., 2017) terem sido mostrado, evidéncias tém sugerido que o perfil de expressédo de miRNA
de exossomos, da HDL e da LDL séo distintos (BOON; VICKERS, 2013; VICKERS et al.,
2011), emergindo a necessidade de novos estudos para uma melhor esclarecer as possiveis
influéncias dos miRNAs e os mecanismos envolvidos. Sendo assim, é possivel que os MiIRNAS
possam ser potenciais biomarcadores de HF e doengas cardiovasculares, bem como serem alvos

para o desenvolvimento de novos de farmacos ao se conhecer sua atividade funcional.

1.3. miRNAs exossomais como potenciais biomarcadores

Exossomos sdo vesiculas membranosas que possuem em torno de 30 a 150 nm de diametro
de origem endocitica, liberadas por uma variedade de células para o espaco extracelular (SANZ-
RUBIO et al., 2018), sendo encontrado também em diferentes fluidos corporais como, plasma
sanguineo, urina, saliva, leite materno, lavado bronquial, fluido cerebral, fluido amniédtico
(KALLURI; LEBLEU, 2020). Nos ultimos anos, 0s exossomos emergiram como estruturas
importantes para a comunicacdo intercelular fisiologicamente e também importantes conexdes
na fisiopatologia de vérias doencas, como na HF (DE GONZALO-CALVO et al., 2017), nas
DCV (CHEN et al., 2020; LIANG et al., 2020), na resposta imune (WANG; CAO; YANG,
2020), na funcdo neuronal (JANAS et al., 2016), no desenvolvimento e progressao de doencas
hepéticas (SHEN et al., 2020), em doencas neurodegenerativas (HOWITT; HILL, 2016) e no
cancer (KOK; YU, 2020).

Sabe-se que os exossomos transportam diferentes acidos nucléicos, incluindo miRNAs,
qgue regulam o crescimento celular e o metabolismo pela inibicdo pos-transcricional da
expressdao génica, pois atuam como ‘“mensageiros intercelulares”, transferindo informacgado e

sinais entre células (PEGTEL; GOULD, 2019).

Os miRNAs sdo incorporados seletivamente em corpos multivesiculares (exossomos),
que se fundem com a membrana plasmatica, sendo secretado como vesiculas para 0 meio
extracelular. Assim, 0s exossomos secretados podem atuar por trés mecanismos para
comunicacdo celular: internalizagdo pelas células, fusdo direta com a membrana plasmatica e
interacdo receptor-ligante. Todas as vias resultam no influxo do miRNA exossomal ao
citoplasma da célula alvo onde ira associar-se e silenciar um mRNA alvo (HENNING, 2021,
HESSVIK; LLORENTE, 2018). Os miRNAs incorporados nestas vesiculas estdo bem
protegidos contra a degradacéo, realgando assim, o potencial papel dos miRNAs exossomais
como biomarcadores (SATO et al., 2016).
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Os miRNAs exossomais tém sido associados a promocdo do silenciamento génico
similar aos miRNAs celulares e ainda intensificam evidéncias de que o envelopamento do
miRNA exossomal ocorre de forma nao randémica, baseado na expressdo diferencial do
miRNA exossomal comparado ao de células doadoras (VALADI et al., 2007; ZHANG et al.,
2015).

Os exossomos de células cardiacas transportam proteinas, mMRNA e microRNAs para
outras células durante o processo fisioldgico e patologico. Os miRNAs de exossomos cardiacos
especificos podem regular a expressdo de genes sarcoméricos, genes de canais idnicos,
autofagia, atividade antiapoptotica e antifibrotica e angiogénese (HENNING, 2021).
Recentemente, um estudo associou alguns miRNAs exossomais com DAC usando o
sequenciamento. Eles identificaram oito miRNAs exossomais com expressdo alterada em
pacientes com DAC, destes quatro estavam aumentados (miR-382-3p, miR-432-5p, miR-200a-
3p e miR-3613-3p) e quatro diminuidos (miR-125a-5p, miR-185-5p, miR-151a-3p e miRNA-
328-3p) nesses pacientes quando comparado com pacientes sem DAC (CHANG et al., 2021).

Na HF, poucos estudos tém se atentando em avaliar o perfil de expressdo de miRNAs
exossomais. No entanto, apesar de poucas evidéncias, os miRNAs exossomais tem sido descrito
como potenciais biomarcadores de diagnostico de aterosclerose coronariana decorrente da HF.
Dentre os miRNAs estudados, 0 miR-24-3p e miR-130a-3p foram mostrados ser pouco
expressos em exossomos derivados de células da musculatura lisa de artéria coronérias apos
exposicao a lipoproteinas aterogénicas e em exossomos circulantes de pacientes com HF. Assim
sugerindo que a carga de miRNA transmitida em microvesiculas é alterada apds a exposicdo a
lipoproteinas aterogénicas e essas alteracbes sdo refletidas em pacientes com HF (DE
GONZALO-CALVO et al., 2017).

A deteccdo quantitativa desses miRNAs pode ser feita utilizando abordagem da PCR
em tempo real, microarranjo ou sequenciamento de nova geracdo (NGS). Essa Gltima, tem sido
considerada o padréo-ouro para identificacdo do perfil de acido nucleico, incluindo miRNAs,
pois tem a capacidade de identificar moléculas com maior sensibilidade, especificidade e
capazes de detectar doengas. Assim, o NGS tem sido aplicado na identificacdo de
biomarcadores em vérias doencas (POTLA; ALI; KAPOOR, 2021)

1.4. Proteinas em exossomos como potenciais biomarcadores
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Particularmente, muitos estudos vém destacando a importancia e as vantagens da
protebmica, pois um dos mecanismos pelos quais 0 miRNA regula a expressdo génica é pela
repressdo da traducdo sem degradacdo do mRNA (CHOI et al., 2019; EIRIN et al., 2017;
SAMOIL et al., 2018). Além disso, a discordancia entre meias-vidas de mMRNASs e proteinas
adiciona outro nivel de complexidade para tirar conclusdes sobre o proteoma a partir da anélise
do transcriptoma. Este problema pode ser resolvido usando abordagens protedmicas baseadas
em espectrometria de massa em vesiculas extracelulares que permitem estudar o complemento
protéico das células de forma mais direta (HUANG; PINTO; PANDEY, 2013). A analise
protebmica por espectrometria de massa permite avaliar um espectro bem amplo de proteinas
aumentando a possibilidade de descoberta de proteinas diferencialmente expressos em
situacOes fisiopatoldgicas especificas, e favorecer descricdo de novos biomarcadores
diagnosticos em doencas metabolicas e cardiovasculares (FIGUEIREDO et al., 2015; ITOU et
al., 2014).

A ligacao entre proteinas exossomais e HF com aterosclerose associada foi descrita em
um estudo, que mostrou que pacientes com HF com placas aterosclerdticas ricas em lipidios
tém maior abundancia de CD45/CD3 provenientes de exossomos do que aqueles em pacientes
com placas fibrosas (SUADES et al., 2014)

A protebmica baseada em espectrometria de massa permitiu a identificacdo de varios
componentes centrais da via candnica de processamento de miRNA e suas modificacbes pos-
traducionais que sdo fundamentais nos mecanismos regulatérios de miRNA. O uso de
estratégias protebmicas quantitativas também surgiu como uma técnica chave para
identificacdo experimental de miRNAs alvos, permitindo a determinacdo direta de proteinas
cujas concentracdes sdo alteradas devido a supressao da tradugdo. A grande maioria dos
experimentos protedmicos na pesquisa de miRNA empregaram abordagens protedémicas
quantitativas baseadas em espectrometria de massa. A protedmica quantitativa surgiu como
uma ferramenta promissora para identificar proteinas diferencialmente expressas em varios
processos bioldgicos. (HUANG; PINTO; PANDEY, 2013).

Com ja citado, os exossomos também podem carregar proteinas e transferir essas
moléculas entre as células (DE FREITAS et al., 2021). A importancia do estudo da composicéo
dos exossomos em varias doencas esta relacionada a seu papel na fisiopatologia das mesmas e
0 seu contetdo poder revelar sua fungdo e consequentemente representar um biomarcador

especifico que podem refletir especificamente o fendtipo das células-mae. Atualmente,
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proteinas, mMiRNAs, mRNAs e metabdlitos (&cidos orgéanicos e seus derivados, nucleotideos,
acucares e derivados, carnitinas, vitamina B/metabdlitos relacionados e aminas) ja foram
identificados em exossomos purificados de diferentes tipos celulares e fluidos bioldgicos.
Assim, exossomos e seus componentes podem ser investigados para fins de diagnostico, pois
sdo secretados na corrente sanguinea (SMOLARZ et al., 2019). Portanto, considerando que
proteinas de exossomos de origem diferente incluem um conjunto comum de proteinas de
membrana e citossolicas, e subconjuntos especificos de proteinas, provavelmente
correlacionadas a fungdes de cada tipo de célula, e podem estar envolvidos em diversas doencas

humanas.

As abordagens multiémicas e a construcdo de redes a partir desses dados podem ajudar
no enriquecimento das analises dos resultados obtidos (JOSHI et al., 2021). Assim, as alteracfes
no perfil de miRNAs analisados por sequenciamento e na abundancia de proteinas identificadas
por espectrometria de massas entre pacientes HF e individuos normolipidémicos pode auxiliar
ndo apenas na compreensao de seus papéis bioldgicos, mas também no fornecimento de novos

biomarcadores e alvos moleculares na busca de novas abordagens terapéuticas.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Identificar novos alvos moleculares baseado no perfil de expressdo global de miRNAs
(miRNoma) e abundéncia de proteinas (protedmica) em exossomos plasmaticos de pacientes

com hipercolesterolemia familial.

2.2. Objetivos Especificos

Avaliar o perfil de miRNAs em exossomos plasmaticos de pacientes com HF e

individuos normolipidémicos por sequenciamento;

e Avaliar a abundancia de proteinas em exossomos plasmaticos de pacientes com HF e
individuos normolipidémicos por espectroscopia de massa;

e Realizar uma analise integrativa dos miRNAs diferentemente expressos e as proteinas
mais abundantes em pacientes com HF;

e Buscar nos alvos com potencialidade de utilizagdo como biomarcadores moleculares da

HF e suas complicacdes cardiovasculares.
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3. CASUISTICA, MATERIAIS E METODOS
3.1. Casuistica

O presente estudo faz parte do projeto tematico intitulado “Caracterizagao genética,
epigenética e farmacogenética de pacientes portadores de hipercolesterolemia familial na
populacdo brasileira”, sob a coordenagdo do Prof. Tit. Mario Hiroyuki Hirata, concedido pela
FAPESP em 1° de marco de 2018 (processo n° 2016/12899-6).

Todos os pacientes requeridos no estudo foram recrutados, com diagnostico fenotipico
de HF, segundo o critério Dutch Lipid Clinic Network (Dutch-MEDPED) (Tabela 1), definidos
na | Diretriz Brasileira de Hipercolesterolemia Familiar (HF) (SANTOS et al., 2012) e na
Atualizacdo da Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevencdo da Aterosclerose (FALUDI et
al., 2017). Os pacientes foram provenientes da Secdo Médica de Dislipidemia do Instituto Dante
Pazzanese de Cardiologia (IDPC), do Programa Hipercol Brasil do Instituto do Coracédo
(INCOR) da Faculdade de Medicina da USP (FM-USP) e da Universidade Federal do Rio
Grande do Norte (UFRN).

Tabela 1. Critérios diagnosticos de hipercolesterolemia familial (HF) segundo Dutch Lipid
Clinic Network (Dutch MEDPED) e adaptado da atualizacdo da Diretriz Brasileira de

Dislipidemias e Prevencdo da Aterosclerose.

Parametros Critérios Pontos

Histdria familiar de HF  Parente de primeiro grau com doenga vascular ou 1
coronariana precoce (homem <55 anos, mulher <60
anos); OU
Parente adulto com colesterol total >290 mg/dL; 1
Parente de 1° grau portador de xantoma tendinoso e/ou 2
arco corneano; OU

Parente de 1° grau com menos de 16 anos e colesterol 2
total >260 mg/dL
Histdria clinica Paciente portador de doenca corondria prematura 2

(homem <55 anos, mulher <60 anos)
Paciente portador de doenca arterial cerebral ou 1
periférica prematura (homem <55 anos, mulher <60

anos)
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Exame fisico Xantoma tendineo 6
Arco corneano antes dos 45 anos. 4

LDL-c, mg/dL > 330 8
250-329 5
3

1

8

190-249
155-189

Andlise do DNA Presenca de mutacéo funcional nos genes LDLR, APOB
ou PCSK9

Diagnostico de HF Certeza >8

Provavel 6-8

Possivel 3-5

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

Destes pacientes HF recrutados, 240 tiveram suas amostras de DNA sequenciadas
utilizando a plataforma MiSeq System (lllumina, Inc. San Diego, EUA) disponivel no
Laboratorio de Investigacdo Molecular em Cardiologia do IDPC e na Centro de Tecnologias
OMICAS da FCF-USP http://www.fcf.usp.br/arquivos/Facilities.php.

Os dados de sequenciamento categorizaram 0s pacientes em portadores de variantes
funcionais e/ou descritas na literatura como patogénicas nos trés principais genes (LDLR, APOB
e PCSK9) relacionados com a fisiopatologia da HF (pacientes com diagnéstico molecular) e
aqueles que ndo possuem essas variantes (sem diagnéstico molecular).

Destes pacientes genotipicamente conhecidos selecionou-se 54 pacientes, de ambos 0s
géneros. Esses pacientes ndo estavam em uso de estatina por no minimo seis semanas ou foram
voluntarios ao protocolo no qual o uso deste medicamento foi interrompido por um periodo
minimo de seis semanas (wash-out). Para participacdo no wash-out, além dos critérios acima
citados, os pacientes incluidos sdo de prevengdo primaria, maiores de 18 anos e selecionados
juntamente com um cardiologista do IDPC. Além disso, também foram recrutados 38
individuos normolipémicos (NL, sem diagnostico clinico de dislipidemia) para comporem o
grupo controle deste estudo.

Em funcdo de serem selecionadas previamente amostras por caracteristicas fenotipica e
pelo desconhecimento do perfil epigenético dos hipercolesterolémicos nas diversas populagoes,

optou-se neste estudo pela obtencdo de amostragem de conveniéncia, ou seja, foram incluidos
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todos os pacientes que atenderem aos critérios aqui descritos e que aceitaram participar, dentro
do periodo de inclusdo do projeto.

Para a analise protebmica, foram selecionados 13 pacientes HF e 7 controles que
também foram utilizados na analise de miRNAs.

N&o foram incluidos individuos que se recusaram a participar do estudo, que desistiram
de participar em qualquer momento do estudo, e/ou apresentaram condigdes que poderia
interferir nos resultados, sendo elas, insuficiéncia hepatica, insuficiéncia renal (clearance de
creatinina < 30 ml/min) e/ou sindrome nefrética, neoplasias clinicamente ndo controladas;
pacientes com sorologia positiva para HIV; hipotireoidismo ndo controlado; Sindrome de
Cushing e mulheres gravidas. Para o protocolo wash-out, além desses critérios, também nao
foram incluidos pacientes com doenca arterial coronariana (DAC) e diabetes tipo 2 (com dois

exames de glicemia em jejum superiores a 126 mg/dL).

3.2. Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do IDPC, sob parecer
2.587.235 e pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de Séo Paulo, sob parecer 1.744.753. O protocolo wash-out foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do IDPC, sob parecer 3.179.465. Os pacientes e controles
selecionados foram informados sobre o protocolo do estudo e somente participam aqueles que

assinam o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

3.3. Amostras bioldgicas e determinacdes laboratoriais

As amostras de sangue foram coletadas em 2 tubos de 3 mL sem anticoagulante para as
dosagens de glicose, colesterol total, HDL-c, LDL-c, triacilglicerdis, uréia, creatinina,
apolipoproteina Al (apoAl) e B (apoB), proteina C reativa ultrassensivel, acido drico, hormonio
estimulante da tireoide (TSH), tetraiodotironina livre (T4 livre) e insulina e atividades
enzimaticas da creatinocinase (CK), aspartato transaminase (AST), e alanina transaminase
(ALT), que foram realizados pelo laboratério clinico do IDPC. Além disso, 5 tubos de 4 mL
contendo anticoagulante EDTA, para andlise de hemograma completo com contagem de
plaquetas, hemoglobina glicada (HbAlc), e miRNAs e proteinas exossomais. Todos 0s tubos
de coleta de procedéncia da VacutainerTM (Becton Dickinson Company, Plymouth, Reino

Unido). As coletas foram realizadas no Setor de Protocolo e Coleta do IDPC.
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As determinac6es de glicose, triacilglicerdis, colesterol total e HDL-c foram realizadas
pelo método enzimatico colorimétrico. As concentracdes séricas de colesterol da LDL-c foram
calculadas segundo a férmula de Friedewald (BAIRAKTARI; SEFERIADIS; ELISAF, 2005).
As concentracOes séricas de uréia, creatinina foram realizadas pelo método enzimatico-
colorimetrico e pelo método de Jaffe modificado respectivamente. A determinacdo enzimatica
da creatinocinase (CK), aspartato transaminase (AST), e alanina transaminase (ALT), foram
realizadas pelo método cinético no UV. Apo Al, Apo B e Proteina C Reativa ultrassensivel por
imunoturbidimetria. As dosagens de acido Urico sao realizadas pelo método de Bulger e Johns
modificado. A concentracgéo total de hemoglobina (Hb) e percentual de hemoglobina glicada
(HbAlc) foram determinadas pelo método colorimétrico e imunoturbidimetria,
respectivamente. A relacdo entre as duas concentracdes representa o resultado percentual da
HbAlc final [HbAlc (%)]. Todas estas determinacdes foram realizadas seguindo orientagdes
do produto (Siemens, Munique, Alemanha) em um analisador automético - Dimension RXL.
As determinagdes de hormonio estimulante da tireoide (TSH), tetraiodotironina livre (T4 livre)
e insulina estdo sendo realizadas por imunoensaio enzimatico do tipo “sanduiche”, utilizando-
se kits da Siemens (Siemens, Munique, Alemanha) em um analisador automatico —
CENTAURO - Siemens, com sistema de deteccdo por eletroquimioluminescéncia. O controle
de qualidade externo foi o da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica.

3.4. Sequenciamento de DNA - diagnostico molecular de HF

O DNA genbmico foi extraido e analisado conforme descrito por Borges et al. (2020)
(BORGES et al., 2021). Resumidamente, o DNA foi extraido de amostras de sangue total
usando o QlAamp® DNA Blood Maxi Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha), de acordo com as
instrucdes do produto. A quantificacdo, pureza (razdo A260/A280) e integridade do DNA foram
realizadas usando o método fluorimétrico (QUBIT® 2.0, Life Technologies, Forest City, EUA),
0 método espectrofotdmetro usando o NanoDrop® ND-1000 (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, EUA), e sistema 2200 TapeStation® (Agilent Technologies, Santa Clara, EUA),
respectivamente.

Para 0 sequenciamento, a biblioteca foi preparada utilizando o kit Nextera Rapid
Capture Enrichment (Illumina, SanDiego, E.U.A) customizada, com base em um painel de 84
genes relacionados com HF, hipercolesterolemia poligéncia (HP), farmacogendmica e doenca

arterial coronariana (DAC). A reacgéo de sequenciamento foi realizada no equipamento MiSeq
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utilizando kit MiSeq Reagent V2 (300 cycles; Illlumina). PhiX (1%) foi usado como
agrupamento de bibliotecas e controles de diversidade.

O pipeline de descoberta de variantes foi descrito por Borges et al. (2020) (BORGES et
al., 2021). As variantes genéticas relacionados a HF (LDLR, APOB, PCSK9 e LDLRAP1),
foram classificadas de acordo com os padr@es e critérios das diretrizes do American College
Medical Genetics (ACMG) para a interpretacdo de sua patogenicidade (RICHARDS et al.,
2015), considerando as variantes patogénicas e/ou provavelmente patogénicas. Os pacientes
portadores dessas variantes foram classificados como grupo HF+ e os ndo portadores como

grupo HF-.

3.5. Determinacdo do perfil de expressao global de miRNAs (miRNoma) de exossomos
3.5.1. Isolamento de exossomos plasmaticos
Para o isolamento de exossomos plasmaticos foi utilizado um método de precipitacdo

quimica, utilizando o conjunto de reagentes miRCURY Exosome Serum/Plasma (Cat. No.
76603; Qiagen, Hilden, Nordrhein-Westfalen, Alemanha), seguindo o protocolo do produto.
Resumidamente, 0 método consiste em uma centrifugacéo inicial do plasma a 10.000 x G por
5 minutos a 4°C, seguido por filtragdo do sobrenadante em coluna de 0.22 uym (Merck Millipore,
Massachusetts, EUA). Apos, foi adicionado ao plasma filtrado 6 uL de trombina (500 U/mL),
incubado por 5 minutos a temperatura ambiente e seguido por centrifugacdo a 10.000 x G por
5 minutos. O sobrenadante purificado foi usado para obtencdo dos exossomos atraves da
incubacdo com o reagente de precipitacdo (Precipitation Buffer A) durante 1 hora a 4°C.
Posteriormente a solugéo foi centrifugada a 500 x G por 5 minutos a temperatura ambiente para
precipitacdo de exossomos. O precipitado obtido foi ressuspendido em 270 pL de tampéo de
ressuspensdo (fornecido pelo kit).

Os métodos de isolamento de exossomos por precipitacdo quimica, ndo requerem etapa
de precipitacdo por ultracentrifugacdo e tem menor tempo procedimento experimental e custo
similar (L1 etal., 2017; TANG et al., 2017).

3.5.2. Caracterizagao de exossomos
3.5.2.1. Caracterizacao de exossomos por disperséo de luz dindmica

A distribuicdo do tamanho dos exossomos isolados foi avaliada por dispersdo de luz
dindmica (DLS). Esse método se baseia no movimento Browniano (movimento aleatério das

particulas suspensas em um fluido, nesse caso, em meio liquido) que faz com a luz laser que
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incide na solucdo seja espalhada com intensidades diferentes, criando o que é chamado de
flutuacBes de intensidade da luz espalhada. A anélise dessas flutuac@es resulta na velocidade
do movimento das particulas. Pela relacéo entre a velocidade de movimentacdo das particulas
e a intensidade e a mudanca de frequéncia da luz espalhada, é possivel mensurar tanto o
tamanho quanto a distribui¢do do tamanho das particulas (SZATANEK et al., 2017).

Resumidamente, os exossomos purificados foram diluidos 1:20 em 1 mL de tampéo PBS,
previamente filtrado em membrana 0,22 UM. Posteriormente foram transferidos para uma
cubeta Otica e submetidos a analise de medicdo do tamanho das particulas, utilizando o
equipamento Malvern Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Panalytical Ltd, Malvern, UK) (LANE et
al., 2015; SANZ-RUBIO et al., 2018).

3.5.2.2. Caracterizacao de exossomos por Western blotting

Para extracdo de proteinas totais, 100 uLL de exossomos isolados ressuspendidos foram
homogeneizados em 100 puL de tampao de lise gelado contendo NaCl 150 mM, Tris-HCI 50
nM (pH 8.0), SDS 0.1% Nonidet P-40 1%, desoxicolato de sodio 0,5% e inibidor de protease
mix M (SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Alemanha). Ap6s homogeneizacao, as
amostras foram deixadas no gelo por 15 minutos e, posteriormente, centrifugadas (10 minutos,
12.000 rpm a 4°C). O sobrenadante (extrato proteico) foi coletado e armazenado em novo tubo
a-30°C. O contetdo de proteinas do extrato proteico foi quantificado utilizando o reagente Bio-
Rad Protein Assay (Cat. #500-0006, Bio-Rad, Califérnia, EUA) seguindo as especificacbes do
fabricante. De maneira resumida, adicionou-se 200 uL do reagente diluido (1:5 em agua
destilada) e 2 uLL do extrato protéico (ou padrao) por poco em uma placa de 96 pogos estéril. A
leitura foi feita no comprimento de onda de 595 nm no espectrofotdmetro (SpectraMax M5,
Molecular Devices, San Jose, CA).

O extrato proteico foi diluido em tamp&o de amostra contendo 9 partes de 4 x tampao
de amostra segundo Laemmli (Cat. #161-0747, Bio-Rad) e 1 parte de 2-Mercaptoetanol (Cat.
#M3148, Sigma-Aldrich®, Missouri, EUA) com ajuste na concentracdo de proteinas
(concentracdo final de 3,32 pg/uL) e incubado a 95°C por 5 minutos para entdo ser submetido
a eletroforese em condicBes desnaturantes em gel de gradiente (4—20% Mini-PROTEAN®
TGX™ Precast Protein Gels, 15-well, 15 pl, Cat. #4561096) por 3 horas a 80 volts (4°C). As
amostras aplicadas no gel foram normalizadas para a concentragdo de 50 pg. As proteinas
fracionadas em gel foram transferidas por eletroforese para membrana de nitrocelulose

utilizando o equipamento Trans-Blot® Turbo™ Transfer System (100 Volts, 350 mA por 1
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hora, Bio-Rad) com tampdo Tris-glicina (Tris base 25mM, glicina 192mM, 20% metanol). A
eficiéncia da transferéncia foi avaliada por coloracdo da membrana de nitrocelulose em Ponceau
S (Cat. #P3504, Sigma-Aldrich®) a 0,1% (p/v) em 5% acido acético por 10 minutos.

O procedimento para a deteccao das proteinas de interesse iniciou-se com bloqueio da
membrana de nitrocelulose do blot por uma hora a temperatura ambiente, com leite desnatado
a 5% em TBS-T [Tris-base 20mM, NaCl 150 mM e 0,1% Tween 20 (pH 7,5)] para minimizar
as ligacdes inespecificas, sob agitacdo. Apos o bloqueio, as quatro membranas foram lavadas e
cada uma foi incubada, sob agitacdo com um anticorpo primario produzido em coelho anti-
humano CD63, CD9, CD81 e HSP70 (ExoAb Antibody Kit; System Biosciences — SBI, EUA,
CA) diluidos na concentragdo 1:1000 em 5% de leite desnatado em tamp&o TBS-T overnight a
4°C. Ap0s trés lavagens de 10 minutos com TBS-T, as membras foram incubadas, sob agitacéo,
com anticorpo secundario de cabra anti-coelho marcado com HRP (ExoAb Antibody Kit;
System Biosciences — SBI, EUA, CA) diluidos na concentracdo 1:20.000 em 5% de leite
desnatado em tampdo TBS-T por 60 minutos em temperatura ambiente. Apds a incubacdo as
membranas foram lavadas trés vezes por 10 minutos cada, com TBS-T.

As bandas marcadas foram visualizadas por quimioluminescéncia usando Clarity™
Western ECL Substrate (Cat. #1705061, Bio-Rad), no equipamento C-Digit (LI-COR
Biosciences, Nebraska, EUA).

3.5.2.3. Caracterizacao de exossomos por rastreamento de nanoparticulas

O diametro da vesicula e a abundancia de particulas foram determinados por analise de
rastreamento de nanoparticulas usando o equipamento NanoSight LM10 (Malvern
Instruments, Malvern, Reino Unido). Resumidamente, as amostras de exossomos foram
diluidas 1:400 em solucéo salina tamponada com fosfato (PBS - pH 7.4) filtrada e injetadas
continuamente por meio de uma bomba através de uma seringa, com cinco replicatas
calculando a média e o erro padrdo para cada amostra. O ganho da cdmera NanoSight foi
definido como um valor constante de 9 e o valor limite para detecgéo de vesiculas foi definido
como 2. O tamanho e a concentracdo dos dados coletados foram calculados para obter a

distribuicdo em cada amostra.

3.5.2.4. Caracterizacao de exossomos por imunomarcacao
Para a caracterizacdo de exossomos também foi utilizada a imunomarcacdo utilizando

uma metodologia de maior sensibilidade, o ExoView. Os microarranjos foram impressos com
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anticorpos anti-tetraspanina validados (CD9, CD63 e CD81), incubados com as amostras de
exossomos isolados conforme previamente descrito (Item 3.5.1) e incubados com anticorpos de
deteccdo de tetraspanina. As imagens foram obtidas usando plataforma ExoView R100
(NanoView Biosciences, Brighton, MA). O controle de imunoglobulina G (IgG) foi usado para

demonstrar a especificidade do sinal.

3.5.2.5. Caracterizacao de exossomos por microscopia eletrénica de transmissao

Realizou-se também a caracterizacdo de exossomos por microscopia eletrénica de
transmissdo com o objetivo de avaliar a integridade das microvesiculas (tamanho e
morfologia). Foram adicionados 5 pL desta solugdo contendo exossomos fixados com
paraformaldeido em grades de cobre com filme de carbono (CF300-CU), previamente
expostas a técnica de Glow Discharge (2 min, 2.4 MA) para aumentar a absor¢do dos
exossomos. Apds 1 minuto do gotejamento das amostras na grade de carbono, o excesso foi
retirado com auxilio de papel filtro e coradas com 2% de acetato de uranila por 20 segundos a
temperatura ambiente para intensificar o contraste e permitir a visualizacdo dos exossomos. A
leitura das ld&minas contendo o material fixado foi realizada em MET JEOL JEM 2100 de 200
kV (ThermoFisher, Waltham, MA, USA).

3.5.3. Extracdo de miRNAs de exossomos plasmaticos

A extracdo de RNA total (incluindo miRNAS) de exossomos plasmaticos foi realizada
utilizando o conjunto de reagentes miRNeasy Mini Kit (Qiagen), de acordo com o protocolo do
produto.

A quantificacdo e pureza do RNA total extraido de exossomos foram realizadas por
espectrofotometria utilizando Nanodrop ND-1000 (ThermoFisher). Entretanto o método nao
se mostrou sensivel o suficiente para quantificacdo das amostras de RNA, e a quantidade de
amostra utilizada foi baseada em volume, conforme recomendacdo do produto comercial

utilizado no preparo de biblioteca, descrita no item 3.5.4.

3.5.4. Sequenciamento de miRNAs de exossomos plasmaticos

As bibliotecas de sequenciamento de miRNA foram preparadas usando o QIlAseq
miRNA Library Kit (Qiagen), seguindo o protocolo fornecido com o produto. Resumidamente,
adaptadores foram ligados as extremidades 3’ ¢ 5° do miRNA, partindo de um volume total de

5 uL de amostra, e entdo o produto de ligacdo foi convertido em cDNA, que por sua vez foi
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amplificado pela PCR. O tamanho dos amplicons componentes da biblioteca obtida foi
determinado usando a plataforma Agilent 2200 TapeStation® (Agilent Technologies, Santa
Clara, EUA) com gel de separacao High Sensitivity D1000 ScreenTape (Agilent Technologies
Inc., Santa Clara, EUA), a biblioteca de miRNA foi caracterizada com fragmentos de 180 bp.
A quantificacdo da biblioteca foi realizada através de método fluorimétrico utilizando o
equipamento QUBIT® (Life Technologies, Forest City, EUA) com o produto QUBIT®
dsDNA High-Sensitivity Assay (Life Technologies, Forest City, EUA), o valor da
concentracgdo serviu de base para diluicdo da biblioteca para aproximadamente 4 nM.

Para 0 sequenciamento a biblioteca foi diluida e desnaturada de acordo com o protocolo
Denature and Dilute Libraries Guide (Illumina, Inc.San Diego, EUA). A reacdo de
sequenciamento por sintese foi realizada utilizando o MiSeq® Reagent Kit v3 (150 cycles) e o
equipamento MiSeq (Illumina, Inc. San Diego, EUA), disponiveis no Laboratorio de Biologia
Molecular Aplicada ao Diagnostico da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP. O
controle do processo quimico foi realizado com o produto comercial PhiXControl Kit v3
(IMlumina, SanDiego, E.U.A.) a 1% do material sequenciado, que é o DNA controle para as
etapas de geracdo de cluster e sequenciamento.

Para iniciar o sequenciamento, 5 pL da biblioteca a 4 nM foram incubados com igual
volume de solucdo de hidroxido de sédio 0,2 N para desnaturacdo de cDNA. Em seguida, a
biblioteca, agora a 2 nM, foi diluida para 20 pM em tampdo de hibridizagdo (HT1) pré-
refrigerado, fornecido no kit MiSeq® Reagent Kit v3 (150 cycles) (lllumina Inc., San Diego,
EUA), e novamente diluida com tampdo HT1 para 12 pM, concentracdo inicial utilizada no
sequenciamento.

A solucdo estoque da biblioteca Phix (2 pL de PhiX 10 nM) foi inicialmente diluido em
3 UL de tampdo Tris-Tween (Tris-HCI 10mM, pH 8.5 com 0,1% de Tween 20) resultando em
uma solucdo de 5 pL a 4 nM, seguido de desnaturacdo com igual volume de NaOH 0,2 N,
obtendo-se 10 pL uma solucéo a 2 nM. Ap6s a desnaturacdo, a biblioteca (10 pL) foi diluida
com o tampdo HT1 (990 uL), para a concentracdo de 20 pM. A seguir rediluida para se obter
a concentracdo final de 12,5 pM para o sequenciamento utilizando 375 pL da biblioteca de
PhiX diluida em 225 uL de HT1.

Para a reacdo de sequenciamento, realizou-se uma combinacdo da biblioteca das
amostras com o controle Phix na proporc¢édo de 1% do volume do material sequenciado. Sendo

recomendado para o sequenciamento o volume inicial de 600uL, foi utilizado 594 uL das
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bibliotecas de DNA a 12 pM (preparado com a mistura de 6 amostras) e 6 uL da biblioteca de
PhiX a 12,5 pM.

3.5.5. Analise dos dados de sequenciamento

A anélise das métricas de sequenciamento foram avaliadas em todos o0s sequenciamentos
seguindo as recomendac¢6es do produto para verificar a qualidade dos dados obtidos antes da
realizacéo das analises. Foram avaliados parametros como: Q30 (chance de erro de 1 em 1.000
de uma base ter sido inserida errada), Densidade (K/mm2), Clusters Pass Filter (%) e
quantidade de reads por sequenciamento.

A andlise primaria e secundaria dos dados gerados em formato fastq. durante o
sequenciamento na plataforma MiSeq foram realizadas utilizando o pipeline miARma-Seq,
disponivel em (http://miarmaseq.cbbio.es/installation) (ANDRES-LEON; NUNEZ-TORRES;
ROJAS, 2016). Inicialmente, todos os arquivos fastq foram submetidos a avaliacdo de
qualidade utilizando 0 software FastQC
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) e as sequéncias foram filtradas
para contaminacdo do adaptador usando o Cutadapt37 e Reaper27. Ap0Os esse pré-
processamento, foi realizado uma nova analise de qualidade das sequéncias com o FastQC. O
alinhamento das sequéncias de miRNA foi realizado usando o Bowtie and Bowtie2. A
quantificacdo das sequéncias de miRNA foi realizada usando o FeatureCounts e novos
miRNAs foram quantificados usando o mirDeep2. A analise de expressdo diferencial foi

realizada utilizando a combinacdo de duas ferramentas: edgeR e Noiseq.

3.6. Analise global das proteinas (proteémica)
Para essa analise global das proteinas, foram realizadas extracdo de proteinas

provenientes de exososmos plasmaticos e do plasma total de 13 pacientes HF e 7 controles.

3.6.1. Isolamento de exossomos plasmaticos para analise de proteinas

Exossomos plasmaticos foram isoladas por cromatografia de exclusdo de tamanho
(SEC) usando coluna gEVoriginal/35 nm (Izon Science, Cambridge, MA, EUA), seguindo o
protocolo do produto. Resumidamente, o plasma foi centrifugado a 10.000 x g por 5 min a 4°C,
e o sobrenadante foi filtrado em filtro de 0,22 um para eliminacéo das particulas maiores (Merck

Millipore, MA, EUA). Em seguida, a coluna gEVoriginal/35 nm foi lavada com PBS e 500 pL
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de plasma filtrado foram aplicados no topo desta coluna de resina e as fragdes de 500 pL foram
coletadas. Trés fragdes ricas em exossomos (8-10) foram agrupadas e analisadas diretamente.

Para processar 20 amostras de exossomos (n=13 HF e n=7 controles), quatro
preparagOes de exossomos foram processadas por dia, durante cinco dias (com randomizagéo
de cada grupo de pacientes). O conteudo total de proteina dos exossomos foi medido utilizando
0 produto Pierce BCA Protein Assay (Thermo Scientific, MA, EUA).

3.6.2. Caracterizacao de exossomos isolados por SEC

Para confirmar a purificacdo de exossomos das amostras, 0s exossomos purificados por
SEC foram quantificados e visualizados usando NanoSight, ExoView, Western blotting e
microscopia eletrénica de transmissdo ja descritas nos itens 3.5.2.3; 3.5.2.2; 3.5.2.5.

respectivamente.

3.6.3. Protedlise

Proteolise (digestdo com tripsina) de amostras de exossomos plasmaticos e amostras de
plasma total (para os mesmos n=13 HF e n=7 controles para ambos os tipos de amostra) foram
realizadas utilizando o produto comercial de preparacdo de amostra iST-BCT (PreOmics
GmbH, Martinsried, Alemanha) automatizado na plataforma PreON (PreOmics). Foram
utilizadas entradas de 5 ug de proteina por amostra (correspondendo a 1 uL para plasma). Os
peptideos eluidos foram secos a vacuo e ressuspensos em 40 pL de 5% de acetonitrila
(OptimaTM LC-MS grade, Thermo Fisher Scientific, EUA) e 5% de &cido férmico (Sigma-
Aldrich, EUA) preparados em OptimaTM LC-MS grade (Thermo Fisher Scientific) para

analise subsequente.

3.6.4. Espectrometria de massa

Aquisicdo dependente de dados (DDA, amostragem imparcial de peptideo) - para
plasma total e exossomos, 0s peptideos foram diluidos 2X e analisados usando o espectrémetro
de massa Orbitrap Fusion Lumos Tribrid (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA) diante de uma
fonte de ions Easy-Spray e acoplado a um Easy - Bomba HPLC nLC1000 (Thermo Fisher

Scientific, MA, EUA). Os peptideos foram separados usando uma configuragcdo de coluna
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dupla: Acclaim PepMap RSLC C18 trap, 75 um X 20 mm; e uma coluna aquecida (45°C)
EASY-Spray LC, 75 um X 250 mm (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA). A taxa de fluxo do
gradiente foi de 300 nL/min de 5 a 21% de Solvente B (acetonitrila/0,1% de acido férmico) por
75 minutos, 21 a 30% de Solvente B por 15 minutos, seguido por dez minutos de uma 'lavagem
de quebra-cabeca’, alternando entre 5 e 95% de Solvente B. O Solvente A utilizado foi 0,1% de
acido férmico. O instrumento foi ajustado para resolucdo de 120 K, e os principais ions
precursores N em um tempo de ciclo de 3 segundos (dentro de uma faixa de varredura de 400-
1500 m/z; janela de isolamento, 1,6 m/z; taxa de varredura de armadilha de ions, normal) foram
submetidos a dissociacdo induzida por coliséo (energia de colisdo 30%) para sequenciamento
de peptideos (ou MS/MS). A exclusdo dinamica foi ativada (60 segundos).

3.6.5. Andlise de dados protedmicos

Ambos o0s espectros de exossomos plasmaticos e plasma total MS/MS foram
consultados contra o banco de dados UniProt humano (baixado em 01 de agosto de 2020)
usando o algoritmo de pesquisa HT-SEQUEST, por meio do Pacote Proteome Discoverer (PD)
(versdo 2.2, Thermo Fisher Scientific, MA, EUA).

A oxidacdo da metionina e a acetilagdo n-terminal foram definidas como uma
modificacdo variavel, e a carbamidometilacéo da cisteina foi definida como uma modificacdo
fixa. A enzima foi ajustada para tripsina, com um maximo de 4 clivagens perdidas, usando uma
janela de tolerancia de precursor de 10 ppm e uma janela de toleréncia de fragmento de 0,06
Da. Para quantificar os precursores peptidicos detectados no MS1, mas nao sequenciados de
amostra para amostra, ativamos o ‘Mapeador de recursos’. O alinhamento cromatogréafico foi
feito com um deslocamento méximo do tempo de retencao (RT) de 10 minutos e uma tolerancia
de massa de 10 ppm. As configuracdes de vinculacdo e mapeamento de recursos foram
tolerancia de RT minima de 0 minutos, tolerancia de massa de 10 ppm e sinal-ruido minimo de
cinco.

As abundancias de peptideos precursores foram baseadas em suas intensidades
cromatograficas e a quantidade total de peptideos foi usada para normalizagdo. Peptideos
atribuidos a um determinado grupo de proteinas, e ndo presentes em nenhum outro grupo de
proteinas, foram considerados Unicos. Consequentemente, cada grupo de proteina é
representado por uma Unica proteina mestre. Usamos peptideos Unicos por proteina para
quantificacdo. Os peptideos tripticos foram filtrados com base em uma taxa de falsa descoberta

de 1% (FDR) com base na estratégia de pesquisa de banco de dados (ELIAS; GYGI, 2007;
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KALL et al., 2008). Para as comparacdes de abundancia de classificacdo relativa entre as
proteinas EV e plasmaticas, um Unico arquivo de consenso mesclando ambos os proteomas foi

gerado para normalizar e dimensionar os dados para comparacdes entre conjuntos de dados.

3.6.6. Andlise de dados protedmicos

Para PCAs e mapas de calor, filtrou-se 0s genes ou proteinas por seu valor q de
comparacOes de dois grupos. O valor g é a proporcao das hipdteses nulas rejeitadas que sao
erroneamente rejeitadas e é um tipo de taxa de descoberta falsa (YOAV BENJAMINI, 1995).
O valor g foi calculado usando Qlucore Omics Explorer e os limites sdo indicados nas legendas
das figuras.

Proteinas com >2 peptideos tnicos foram incluidos na analise. A analise de dois grupos
comparou proteinas de duas fontes diferentes (exossomos e plasma total) com um valor q <0,3.
As variagOes devido a efeitos de lote de processamento de amostra (consultar, Isolamento de
exossomos plasmaticos para analise de proteinas) foram contabilizadas na comparacéo de dois
grupos (Qlucore Omics Explorer). Para representar graficamente as abundancias relativas de

proteinas individuais, foram utilizadas as abundancias de proteinas PD2.2 normalizadas.

3.7. Andlise Estatistica

Os testes estatisticos foram realizados utilizando o programa SPSS versdo 22.0 (SPSS
Inc., Chicago, IL, EUA) e o GraphPad Prism versao 9.0 (GraphPad Software Inc., CA, USA).
O teste Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para avaliar a distribuicdo dos dados das variaveis
continuas.

As variaveis categdricas foram apresentadas em porcentagem e comparadas pelo teste
qui-quadrado ou Fisher. As variaveis continuas sdo apresentadas como mediana e intervalo
interquatil (ou média e SEM) e foram comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis e teste post hoc
de Dunn para comparac¢des multiplas ou teste de Mann-Whitney para comparacao pareada.

A analise de correlacéo entre as variaveis continuas foi avaliada por meio dos testes de
correlagdo de Spearman.

Para todas as andlises estatisticas realizadas, foram considerados estatisticamente
significativos os resultados cujos niveis descritivos (valores de p) foram inferiores a 0,05.

A anélise de enriquecimento foi realizada usando STRING (SZKLARCZYK et al.,
2019) (disponivel online em https://string-db.org/) e ENRICHR (CHEN et al., 2013;
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KULESHOV et al, 2016; XIE et al, 2021) (disponivel online em
https://maayanlab.cloud/Enrichr/). Para o STRING, os resultados foram analisados de acordo

com a pontuacao de confianca: baixa confianca - 0,150; confianca média - 0,400; alta confianca
- 0,700; maior confianga - 0,900.

A anélise integrativa entre miRNAs diferentemente expressos e as proteinas mais
abundantes em exossomos foram realizadas utilizando o Metacore (disponivel online em

https://portal.genego.com/).
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4. RESULTADOS
4.1. Dados clinicos, biodemogréficos e laboratoriais — Pacientes com estudo do miRNoma

Os dados clinicos, biodemograficos e laboratoriais dos pacientes e controles que
tiveram as amostras de RNA sequenciado para o perfil de miRNA de exossomos estdo
apresentados na Tabela 2. Esta casuistica estava sem uso de estatinas com idade e género
pareados. Comparando os grupos HF e controle, o resultado da anélise estatistica mostraram
0s seguintes resultados: o indice de massa corpdrea (p=0,005), xantelomas (p=0,020), arco
corneo (p=0,005), hipertensdo (p<0,001), diabetes (p=0,020), infarto agudo do miocardio
(IAM) (p=0,049), angina (p<0,001), doencga arterial coronariana (DAC) (p=0,007), doenca
arterial periférica (DAP) (p=0,010) e historico familiar de HF (p<0,001) e histérico de DAC
(p=0,001). Os dados de etnia e tabagismo ndo foram encontrados diferencas significativas entre
0S grupos.

Resultados das determinacdes de glicemia (p<0,001), hemoglobina glicada (p<0,001)
e insulina (p<0,001) mostraram valores menores no grupo controle. No perfil lipidico, os
pacientes HF apresentaram alteracdo em comparacdo com 0s controles, como ja esperado:
colesterol total (p<0,001), LDL-c (p<0,001), HDL-c (p=0,010), VLDL-c (p<0,001),
triacilglicerdis (p<0,001) e Apo B (p<0,001).

Tabela 2. Dados clinicos, biodemogréficos e laboratoriais de pacientes HF e controles com

resultado do perfil de miRNA de exossomos.

Variaveis Grupos p
HF (54) Controle (38)

Idade, anos 50 (33-60) 36 (31-45) 0,055
Género, feminino 75,9 (41) 73,7 (28) 0,807
Etnia, caucasiano 50,0 (27) 68,4 (26) 0,052
IMC, kg/m2 27,80 (25,10-31,20) 24,20 (22,80-29,00) 0,005
Xantomas 5,6 (3) 0(0) 0,140
Xantelomas 13,2 (7) 0(0) 0,020
Arco corneo 18,9 (10) 0 (0) 0,005
Tabagismo 9,4 (5) 53(2) 0,307
Hipertensdo 53,7 (29) 0 (0) <0,001
Diabetes tipo 2 13,2 (7) 0 (0) 0,020
Infarto agudo do miocéardio 11,3 (6) 0 (0) 0,049
Angina 35,8 (19) 0 (0) <0,001
Doenca arterial coronariana 12,3 (7) 0 (0) 0,007
Doenga arterial periférica 20,8 (11) 0 (0) 0,010
Historico familiar de HF 64,8 (35) 0 (0) <0,001
Historico familiar de DAC 66,0 (35) 26,3 (10) 0,001
Glicemia, mg/dL 92 (85-98) 82 (79-86) <0,001
HblAc, % 5,8 (5,3-6,1) 5,4 (5,0-5,5) <0,001
Colesterol total, mg/dL 290 (271-325) 179 (152-191) <0,001
HDL-c, mg/dL 50 (44-57) 62 (49-69) 0,010
LDL-c, mg/dL 200 (178-232) 94 (78-110) <0,001
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VLDL-c, mg/dL 32 (25-43) 16 (10-23) <0,001

Triacilgliceréis, mg/dL 161 (126-215) 79 (48-117) <0,001
PCRus, mg/dL 0,5 (0,5-0,6) 0,5 (0,5-0,6) 0,780
Apo Al, mg/dL 155,5 (138,5-170,5) 158 (136-179) 0,613
Apo B, mg/dL 159,0 (139,0-188,5) 78,8 (64,7-87,2) <0,001
Insulina, ulU/mL 8,0 (5,4-11,1) 5,0 (3,9-7,8) <0,001

Nota: Numero de individuos em parénteses. Variaveis continuas sdo apresentadas como mediana e intervalo interquartil e
foram comparadas pelo teste de Mann-Whitney. Varidveis categéricas foram comparadas por qui-quadrado. p<0,05 foi
considerado significante. HF, Hipercolesterolemia Familial; IMC, Indice de Massa Corporal; DAC, Doenca Arterial
Coronariana; Hb1AC, Hemoglobina glicada, 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; PCRus, proteina C reativa
ultrassensivel; Apo Al: Apolipoproteina Al; Apo B: Apolipoproteina B.

4.2. Diagndstico Molecular de HF

Os pacientes identificados fenotipicamente como HF foram classificados de acordo
com a presenca (HF+) ou auséncia (HF-) de variantes patogénicas e/ou provavelmente
patogénicas em 4 genes relacionados a HF. Na Tabela 3 est4 apresentada a descrigdo das
variantes que foram identificadas em 13 dos 54 pacientes analisados neste estudo.

Foram identificadas dez variantes, rs121908026, rs137929307, rs879254913, rs28942079,
rs28942078, rs753707206, rs28941776, rs387906307, rs121908031 e rs752596535. Todas essas
variantes identificadas foram no gene LDLR, sete destas s@o do tipo missense, uma na regido
5’UTR e duas do tipo stop-gain. Seis variantes foram classificadas como patogénicas e quatro

como provavelmente patogénicas. Todos os pacientes foram identificados como heterozigotos.

Tabela 3. Variantes conhecidas em genes relacionados a HF considerados patogénicas ou

provavelmente patogénicas de acordo com a ACMG (n=13 pacientes).

Gene | dbSNP Variante Alteracao de  Tipo Classificacéo NUmero de casos
Cadigo aminoacidos ACMG (zigosidade)
LDLR  rs121908026 c.530C>T p.Serl77Leu Missense P 2 (hetero)
LDLR | rs137929307 c.1775G>A | p.Gly592Glu Missense LP 2 (hetero)
LDLR  rs879254913 c.1463T>C  p.lle488Thr Missense LP 1 (hetero)
LDLR  rs28942079 €.1291G>A  p.Ala431Thr Missense P 1 (hetero)
LDLR | rs28942078 €.1285G>A | p.Val429Met Missense P 1 (hetero)
LDLR | rs753707206 c.1801G>C  p.Asp601His Missense LP 1 (hetero)
LDLR | rs28941776 c.1646G>A | p.Gly549Asp Missense P 1 (hetero)
LDLR  rs387906307 c.-138del-T | - 5’UTR LP 1 (hetero)
LDLR  rs121908031 €.2043C>A  p.Cys681* Stop-gain | P 2 (hetero)
LDLR  rs752596535 c.501C>G p.Cys167* Stop-gain | P 1 (hetero)

Nota: P, Patogénica; LP, provavelmente patogénica
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Os dados clinicos, biodemograficos e laboratoriais dos pacientes HF com e sem
diagndstico molecular estéo apresentados na Tabela 4.

Os dois grupos estdo pareados com relacdo a idade, género e etnia. Ndo foram
observadas diferencas entre os grupos para parametros como IMC, xantomas, xantelomas, arco
cérneo, tabagismo. O grupo HF+ apresentou maior frequéncia de DAP, comparado com os HF-
(p=0,004), e para hipertensdo, diabetes tipo 2, 1AM, angina, DAC, ndo foram observadas

diferencas entre os grupos HF+ e HF-.

A anélise dos resultados do perfil lipidico mostrou que os valores médios foram mais
elevados no grupo HF+ em relacdo ao HF- para colesterol total (p=0,003), LDL-c (p<0,001) e
Apo B (p=0,003). As demais determinacbes avaliadas, ndo se observou diferencas

significativas.

Tabela 4. Dados clinicos, biodemogréficos e laboratoriais dos pacientes com HF+ e HF-.

Grupos

Variaveis HFE+ (13) HF- (41) p
Idade (anos) 46 (38-59) 53 (37-62) 0,460
Género, feminino 84,6 (11) 73,2 (30) 0,400
Etnia, caucasiano 61,5 (8) 46,3 (19) 0,566
IMC, kg/m? 28,70 (25,80-29,40) 27,80 (24,90-31,65) 0,772
Xantomas 0 (0) 7,3 (3) 0,316
Xantelomas 15,4 (2) 12,5 (5) 0,790
Arco cOrneo 30,8 (4) 15,0 (6) 0,207
Tabagismo 15,4 (2) 7,5 (3) 0,451
Hipertensdo 61,5 (8) 51,2 (21) 0,516
Diabetes tipo 2 23,1 (3) 10,0 (4) 0,226
Infarto agudo do miocéardio 15,4 (2) 10,0 (4) 0,595
Angina 53,8 (7) 30,0 (12) 0,239
Doenca arterial coronariana 15,4 (2) 12,5 (5) 0,406
Doenga arterial periférica 46,2 (6) 12,5 (5) 0,004
Histérico familiar de HF 84,6 (11) 58,5 (24) 0,214
Historico familiar de DAC 61,5 (8) 67,5 (27) 0,579
Glicemia, mg/dL 93 (88-98) 91 (85-97) 0,671
HblAc, % 5,9 (5,5-6,1) 5,8 (5,3-6,1) 0,401
Colesterol total, mg/dL 325 (289-457) 284 (263-306) 0,003
HDL-c, mg/dL 50 (49-55) 49 (44-57) 0,911
LDL-c, mg/dL 245 (211-374) 192 (171-215) <0,001
VLDL-c, mg/dL 28 (21-31) 36 (28-45) 0,079
Triacilglicerdis, mg/dL 139 (105-155) 178 (140-223) 0,078
PCRus, mg/dL 0,5 (0,5-0,9) 0,5 (0,5-0,5) 0,154
Apo Al, mg/dL 145,0 (136,5-160,0) 157,5 (140,5-177,5) 0,161
Apo B, mg/dL 186,5 (160,5-229,0) 151,5 (135,5-170,5) 0,003
Insulina, 1U/mL 9,05 (7,55-10,60) 7,50 (5,4-11,70) 0,640

Nota: Niumero de individuos em parénteses. Variaveis continuas sdo apresentadas como mediana e intervalo interquartil e
foram comparadas pelo teste de Mann-Whitney. Varidveis categoricas foram comparadas por qui-quadrado. p<0,05 foi
considerado significante. HF, Hipercolesterolemia Familial; IMC, indice de Massa Corporal; DAC, Doenca Arterial
Coronariana; Hb1AC, Hemoglobina glicada, HDL-c: colesterol da lipoproteina de alta densidade; LDL-c: colesterol da
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lipoproteina de baixa densidade; VLDL-c: colesterol da lipoproteina de muito baixa densidade; PCRus, proteina C reativa
ultrassensivel; Apo Al: Apolipoproteina Al; Apo B: Apolipoproteina B.

4.3. Dados clinicos, biodemograficos e laboratoriais de Pacientes que tiveram as amostras
determinadas o perfil protebmico

Os dados demograficos, clinicos e laboratoriais dos pacientes com HF pareados por

idade e género, e individuos de controle sdo mostrados na Tabela 5. Esses dados s&o referentes

apenas aos pacientes analisados no estudo da analise protebmica de exossomos plasmaticos.

Os dados clinicos do grupo HF comparados com o grupo controle mostraram aumento
de hipertensos (p=0,003), com histéria familiar de HF (p=0,027) As comparacdes da etnia,
indice de massa corporal, a frequéncia de diabetes tipo 2, a presenca de arco corneo, xantoma,
ou xantelasma, assim com ocorréncia de IAM, angina, DAC, DAP, e nimero de tabagistas e

historia familiar de DAC tiveram resultados sem significancia estatistica entre 0os grupos.

O grupo HF apresentou aumento da glicemia em relacdo ao grupo controle (p=0,021)
Assim como os valores de colesterol total (p<0,001), LDL-c(p<0,001), VLDL-c (p=0,010),
triacilglicerdis (p=0,010) e Apo B (p=0,001) mostraram mais elevados no grupo HF em

comparagdo com o grupo controle.

Tabela 5. Dados demograficos, clinicos e laboratoriais dos pacientes com HF e controle

utilizados na anélise protedbmica.

Grupos

Variaveis HF (13) Controle (7) P

Idade, anos 53 (45-60) 36 (32-45) 0,068
Género, feminino 76,9 (10) 100 (7) 0,168
Etnia, caucasiano 30,8 (4) 71,4 (5) 0,087
IMC, kg/m2 27,8 (25,1-28,4) 22,80 (19,1-34,3) 0,165
Hipertensao 69,2 (9) 0 (0) 0,003
Diabetes tipo 2 15,4 (2) 0 (0) 0,274
Arco corneo 23,1 (3) 0(0) 0,168
Xantomas 0 (0) 0 (0) -
Xantelomas 15,4 (2) 0 (0) 0,274
Infarto agudo do miocéardio 7,7(1) 0(0) 0,452
Angina 30,8 (4) 0 (0) 0,166
Doenga arterial coronariana 7,7 (1) 0 (0) 0,452
Doenga arterial periférica 23,1 (3) 0 (0) 0,166
Tabagismo 15,4 (2) 0(0) 0,260
Histérico familiar de HF 69,2 (9) 0(0) 0,027
Historico familiar de DAC 61,5 (8) 14,3 (1) 0,063
Glicemia, mg/dL 91 (86-101) 82 (80-88) 0,021
HblAc, % 5,8 (5,5-5,9) 5,5 (5,2-5,8) 0,264
Colesterol total, mg/dL 291 (271-304) 180 (152-190) <0,001
LDL-c, mg/dL 192 (171-209) 91 (77-122) <0,001
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HDL-c, mg/dL 49 (46-55) 62 (49-67) 0,267

VLDL-c, mg/dL 29 (25-43) 17 (15-23) 0,010
Triacilglicerdis, mg/dL 147 (123-215) 85 (74-116) 0,010
Apo Al, mg/dL 150,0 (144,0-162,0) 166,5 (155,0-183,0) 0,203
Apo B, mg/dL 151,0 (138,0-166,0) 86,8 (78,8-90,2) 0,001
Insulina, IU/mL 7,7 (5,4-9,3) 5,8 (3,7-8,4) 0,362

Nota: NUimero de individuos em parénteses. Varidveis continuas sdo apresentadas como mediana e intervalo interquartil e foram comparadas
pelo teste de Mann-Whitney. Varidveis categdricas foram comparadas por yx-quadrado. p<0,05 foi considerado significante. HF,
Hipercolesterolemia Familial; IMC, indice de Massa Corporal; DAC, Doenga Arterial Coronariana; Hb1AC, Hemoglobina glicada, 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; PCR us, proteina C reativa ultrassensivel; Apo Al: Apolipoproteina Al; Apo B: Apolipoproteina B.

4.4. Perfil de expresséo global de miRNAs (miRNoma) em exossomos
4.4.1. Caracterizacdo de exossomos
4.4.1.1. Dispersao de Luz Dinamica

Na Figura 1, é mostrado o grafico com resultados da andlise DLS de exossomos
isolados pelo produto miRCURY Exosome Serum/Plasma. O eixo Y indica a intensidade ou
namero de moléculas (%) e o eixo X indica o tamanho das particulas na amostra (hm). Os

exossomos ressuspensos foram diluidos em PBS (1:20).

Z-average (d.nm): 77.11 £ 0.44
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Figura 1. Distribui¢do do tamanho dos exossomos plasmaticos por método de disperséo de luz dindmica.
Eixo Y: intensidade ou nimero de particulas em %. Eixo x: tamanho das particulas em nm. Equipamento
Nanosizer ZS90 (Malvern Panalytical Ltd, Malvern, UK).

4.4.1.2. Western blotting

Detectou-se a presenca das proteinas CD63 (50kDa), CD81 (25kDa) e HSP70 (70kDa)
por Western blotting das vesiculas isolados do plasma (Figura 2A). Os resultados obtidos
foram semelhantes aqueles apresentados pelo fabricante (controle de reacdo) dos anticorpos
utilizados (Figura 2B; ExoAb Antibody Kit; System Biosciences — SBI), indicando a presenca

das microvesiculas de interesse em nossa amostra de estudo.

55



. -
D63 Example Data and Applications N
ExoAbs N S &
» A »‘*01 & e"db s”ﬂe
9 D Ve
- N0
- kDa Q@ QQ\ QQ’\ Qgﬁ/\
LS
_ oo MW & EE
= ‘ 70 |
-
cD9 55 =i -
25 35 =
. ’ . 25 | — -
cbsl ExoQuick Ex S Western Analy:
2 -— p—
HSP70

Figura 2. Caracterizacdo de exossomos plasmaticos por Western blotting.
A: Imunomarcacdo das amostras de EVs plasmatico obtidos no estudo. B: Imunomarcagdo dos exosomos séricos
fornecida pelo fabricante dos anticorpos utilizados (ExoAb Antibody Kit; System Biosciences — SBI).

4.4.1.3. Rastreamento de nanoparticulas

Na Figura 3 esta apresentado o grafico de resultados da caracterizacdo de exossomos
usando o NanoSight LM10. O eixo Y indica a concentracdo das particulas e o eixo X indica o
tamanho das particulas na amostra (nm). Observa-se que a distribuicdo do tamanho das
particulas ¢ homogénea na amostra e o tamanho delas foi em média 95 nm, que esta dentro do
esperado (50-150 nm).

015042
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Figura 3. Distribui¢do do tamanho de exossomos plasméticos por método de andlise de rastreamento de
nanoparticulas.

Eixo Y: concentracdo das particulas. Eixo x: tamanho das particulas em nm. Barras de erro vermelhas indicam +
erro padrdo da média. Equipamento NanoSight LM10 (Malvern Panalytical Ltd, Malvern, UK).

4.4.1.4. Imunomarcagao - ExoView
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Os resultados da avaliagdo da amostra para tetraspaninas usando o ExoView
demonstrou que o método utilizado para o isolamento de exossomos é adequado pois resultou

em vesiculas positivas para os marcadores como CD63, CD9 e CD81 (Figura 4).

C) CD81 + Exossomes D) Controle IgG

Figura 4. Imagens representativas de exossomos obtidas usando a plataforma ExoView R100.
Os painéis mostram captura de: A) CD63 +; B) CD9 +; C) CD81 + e D) IgG (controle negativo), respectivamente.

4.4.1.5. Microscopia Eletronica de Transmissao
As vesiculas tiveram a integridade e o tamanho esperados (50-150 nm) na analise de

microscopia eletronica de transmissao (Figura 5).
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100 nm

Figura 5. Microscopia eletrdnica de transmissdo (TEM) de exossomos com coloragéo negativa.
Ampliagdo: 30000x (barra de escala = 100 nm).

4.4.2. Sequenciamento de miRNASs de exossomos

4.4.2.1. Controle de qualidade do preparo de biblioteca

Todas as bibliotecas preparadas apresentaram quantificacdo (Tabela 6; Figura 6),

integridade e métricas adequadas (Tabela 7), garantindo a qualidade do sequenciamento dos

mMiRNAS.

Tabela 6. Quantificacdo de bibliotecas confeccionadas com as amostras de pacientes HF e

controles utilizadas no sequenciamento de miRNASs de exossomos.

Quantificacao

Quantificacao

Quantificacdo

Amostra Amostra Amostra
(ng/uL) (ng/uL) (ng/uL)
HF01C 4,7 HF55C 13,7 HFW20 10,6
HF03C 12,9 HF57C 0,352 HFW21 14,6
HFO5C 5,82 HF58C 10,1 HFW22 13
HF06C 14,3 HF59C 13,8 HFW23 14,9
HF109 13,2 HF65C 11,4 HFW24 13,3
HF10C 4,7 HF66C 13,5 HFW25 12,8
HF11C 9,86 HF67C 17,1 HFW26 16
HF12C 14.4 HF67R 4,42 HFW27 2,9
HF13C 3,84 HF68C 18,9 HFW28 6,42
HF144 6,04 HF69C 19,6 HFW30 11,2
HF157 15,9 HF70C 13,2 HFW31 10,9
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HF158
HF159
HF177
HF22C
HF23C
HF24C
HF26C
HF27C
HF28C
HF30C
HF31C
HF33C
HF34C
HF35C
HF36C
HF40
HF46C
HF49C
HF50C
HF52C
HF53C

22,6
27
15,9
4,54
8,4
8,1
8,7
6,1
20,6
13,7
20,4
22,4
17,7
13,5
11,5
3,9
7,34
8,74
18,2
10,2
141

HF72C
HF73C
HF9C
HFWO01
HFWO02
HFWO03
HFWO04
HFWO05
HFWO06
HFWO07
HFWO08
HFWO09
HFW10
HFW11
HFW12
HFW14
HFW15
HFW16
HFW17
HFW18
HFW19

20
11,9
8,6
7,5
5,6
12
14,9
11,1
14,7
15,4
15,8
2,7
17,7
17,8
16
16,9
1,63
3,26
18,6
3,66
23,8

HFW32
HFW34
HFW35
HFW36
HFW37
HFW38
HFW39
HFW40
HFWA41
HFW42
HFW43
HFW44
HFW45
HFW46
HFW48
HFW49
HFW50
HFW51
HFW52
HFW53

13,4
13,1
17,6
10,5
12,9
12
7,68
9,6
8,46
15,2
16,4
11
11,5
13,9
13,5
10,5
17,9
7,38
14,9
16,5

Nota: Quantificacdo das bibliotecas concluidas e utilizadas para o sequenciamento. Realizou-se a quantificacdo

utilizando o conjunto de reagentes QUBIT® dsDNA High-Sensitivity Assay (Life Technologies, Forest City,

EUA). Os valores serviram de base para diluicdo da biblioteca para aproximadamente 4 nM.
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Figura 6. Perfil de uma biblioteca obtida por eletroforese capilar (Agilent 2200 TapeStation®)
bp: pares de bases; A0 (L): padrdo de peso molecular; Al: amostra de biblioteca de miRNA com a maioria dos

fragmentos entre 173 pb e 181 pb.

Tabela 7. Parametros de qualidade da reacdo de sequenciamento.

Biblioteca Q30 (%) Densidade Clusters PF Reads (M) Reads PF
(K/mm2) (%) (M)
1 96,48 1,082 £32 86,92 +1.54 25,0 21,7
2 97,01 1,131 £111 87,67 £3.20 26,7 23,4
3 97,00 1,001 £33 90,79 £0.69 23,8 21,6
4 96,68 1,177 +44 89,37 £0.79 27,6 24,7
5 97,30 836 +34 91,93+0.76 20,2 18,5
6 96,44 1,328 £45 86,53+1.41 30,3 26,2
7 96,13 1,379 £47 85,88 +1.52 314 26,9
8 95,79 1,331£52 85,12+1.82 29,9 25,5
9 96,55 1,105+44 89,18+1.13 25,6 22,8
10 97,18 860£36 91,85+1.05 20,5 18,8
11 96,89 1,130+41 89,16+1.07 26,5 23,6
12 96,49 1,075+£34 88,55+1.13 25,0 22,1
13 96,19 1,399+42 86,61+1.36 31,8 27,5
14 96,51 1,157+£37 88,29+1.58 26,9 23,7
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15 96,45 1,213+40 87,72£1.09 27,5 24,2
16 95,86 1,318+50 85,41+1.29 29,6 25,3

Q30: chance de erro de 1 em 1000 de uma base ter sido inserida errada; M: Milhdes; PF: Pass Filter.

4.4.3. Perfil de expressdo dos miRNA de exossomos em pacientes HF e controles

A anélise do sequenciamento de miRNAs identificou mais de 2000 miRNAs nas
amostras de pacientes HF e controles.

Comparou-se o perfil do sequenciamento de miRNA entre o grupo controle e HF. Nessa
analise, 0 miR-122-5p (p=0,003) e 0 miR-16-5p (p=0,04) (Figura 7A) foram diferentemente
expressos. Ambos os miRNAs foram regulados positivamente nos pacientes HF em relagéo ao
controle (log2 FC=1,79 e log2 FC=0,42, respectivamente). Salienta-se que o miR-122-5p
continuou significativo (p=0,034) apos o ajuste do valor de p (Figura 7B).

A segunda comparacdo realizada foi entre o grupo HF+ e HF-. Na Figura 7C estdo
apresentados os top 10 miRNAs identificados nesta analise. O miR-21-5p apresentou expressdo
aumentada no grupo HF+ em relagéo ao grupo HF- (p=0,044; log2 FC=1,27) (Figura 7D). Esse
miRNA néo continuou significativo apds o ajuste do valor de p, porém isso pode ser devido ao

ndmero amostral.
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Figura 7. Perfil de expressdo de miRNASs de exossomos.

A) Andlise de agrupamento hierarquica mostrando os 10 miRNAs exossomais mais variaveis entre os grupos HF
e controle; B) Perfil de expressdo diferencial do hsa-miR-122-5p; C) Andlise de agrupamento hierdrquica
mostrando os 10 miRNAs exossomais mais variaveis entre os grupos HF+ e HF-; D) Perfil de expressdo diferencial

do hsa-miR-21-5p.

Realizou-se a comparagdo entre pacientes HF+ e HF- em relagdo ao controle (Figura
8). Na Figura 8A, esta apresentada a analise hierarquica entre o grupo HF+ e o grupo controle.
Novamente o hsa-miR-21-5p apresentou expressao aumentada no grupo HF+ (p=0,033; log2
FC=1,37) (Figura 8B), indicando que este miRNA pode ser um potencial biomarcador de
diagndstico molecular positivo para HF. Na Figura 8C, esta apresentada o heatmap indicando
os top 10 miRNA mais varidveis na comparacao entre o grupo HF- e o grupo controle. Nessa
analise, 0 hsa-miR-122-5p foi significantemente aumentado (log2 FC=1,87) no HF- (p=0,002),
continuando significativo apds o ajuste do valor de p (p=0,029) (Figura 8D), indicando que
este mMiRNA em exossomos pode ser um importante biomarcador para o diagnéstico de HF,

inclusive em pacientes com diagndstico molecular negativo.
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Figura 8. Perfil de expressdo de miRNAs de exossomos entre pacientes HF+ e HF- comparado ao controle.
A) Anélise de agrupamento hierarquica mostrando os 10 miRNAs exossomais mais variaveis entre 0s grupos HF+
e controle; B) Perfil de expresséo diferencial do hsa-miR-21-5p; C) Anélise de agrupamento hierarquica mostrando
0s 10 miRNAs exossomais mais variaveis entre os grupos HF- e controle; D) Perfil de expressdo diferencial do

hsa-miR-122-5p.

A analise de correlacdo foi realizada utilizando miRNAs diferentemente expressos nos

exossomos e o perfil lipidico de pacientes HF e controles (Tabela 8).

Tabela 8. Andlise de correlacdo de Spearman dos miRNAs diferentemente expressos nos

exossomos e o perfil lipidico.

miRNAs  Correlacdo Colesterol LDL-c HDL-c VLDL-c Triacilg ApoAl ApoB
total licerdis
hsa-miR- r 0,217 0,180 -0,239 0,396 0,406 -0082 0,280
122-5p p-valor 0,079 0,122 0,059 0,004 0,003 0,300 0,035
r 0,452 0,507 -0,405 0,336 0,332 -0,307 0,441
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hsa-miR-  p-valor 0,002 <0,001 0,004 0,016 0,017 0,029 0,002
21-5p

Nota: LDL-c: colesterol da lipoproteina de baixa densidade; HDL-c: colesterol da lipoproteina de alta densidade; VLDL-c: colesterol da

lipoproteina de muito baixa densidade; Apo Al: Apolipoproteina Al; Apo B: Apolipoproteina B.

O hsa-miR-122-5p foi positivamente correlacionado com VLDL-c (r = 0,396; p =
0,004), triacilglicerois (r = 0,406; p = 0,003) e Apo B (r = 0,280; p = 0,035).

O hsa-miR-21-5p foi positivamente correlacionado com o colesterol total (r = 0,452; p
= 0,002), LDL-c (r = 0,507; p <0,001), VLDL-c (r = 0,336; p = 0,016), triacilglicerdis (r =
0,332; p=0,017) e Apo B (r=0,441; p = 0,002) e foi negativamente correlacionado com HDL-
¢ (r=-0,405; p = 0,004) e Apo Al (r =-0,307; p = 0,029).

4.5. Protebmica
4.5.1. Caracterizagdo de exossomos isolados por SEC

A caracterizacdo de exososmos isoladas por SEC mostrou que estes possuem tamanho
esperado (50-150nm) e os marcadores de exossomos (CD9, CD63 e CD81) foram identificados
nas amostras isoladas por esse método. Além disso, a analise de microscopia também mostrou

que as particulas possuem tamanho e integridade dentro da qualidade adequados (Figura 9).
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Figura 9. Caracterizacao de exossomos plasmaticos isolados por cromatografia de exclusdo de tamanho
(SEC).

A) Analise de rastreamento de nanoparticulas de tamanho (nm) e concentragdo de exossomos humanos em
amostras de plasma usadas para protedmica. Barras de erro vermelhas indicam + erro padréo da média. B) Western
blotting. C) Microscopia eletrdnica de transmissdo; barra de erro: 100 nm. D) Imagens representativas de
exossomos obtidas usando a plataforma ExoView R100. Os painéis mostram captura de CD63 +, CD9 +, CD81 +
e 1gG-, respectivamente.

4.5.2. Analise Protedmica

A analise protedmica identificou 300 proteinas nas amostras analisadas de ambos,
pacientes HF e controles. Destas 300 proteinas identificadas, um montante de 284 estdo
presentes tanto em exossomos isolados, quanto no plasma total. Adicionalmente, deste
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montante de 284 proteinas, 11 proteinas foram exclusivamente identificadas no plasma e 5 em
exossomos (Figura 10A). Porém, a quantidade observada, de grande parte das 284 proteinas
identificada, foi diferente entre as amostras de plasma e exossomos (Figura 10B). Além disso,
através de uma andlise do perfil quantitativo entre amostras de plasma e de exossomos, foram
identificadas 239 proteinas significantemente diferentes entre estas amostras (p<0,05 e

g<0,061) (Figura 10C). A lista de todas as proteinas desta anélise est& apresentada na Tabela
suplementar 1.

A  Exossomos Plasma B Amostras Grupos
1(46%) 1(46%)
‘ Plasma (n=20) HF (n=13)
Exossomos (n=20) Controle (n=7)
284 IE I
(94.7%) € &
2(8%) 3% 5 6%) 3(7%)

C Protebmica Global — Comparacao entre as amostras LGALS3EP

L
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Figura 10. Analise protedmica comparando os exossomos e plasma total.

A) Diagrama de Venn comparando protedmica de plasma e exossomos dos mesmos pacientes. n = 300 proteinas
com 2 ou mais peptideos tnicos. B) Graficos de PCA usando todas as 300 proteinas coloridas com base na amostra
(plasma ou exossomos) ou grupo de estudo (HF ou controle). C) Analise de agrupamento hierarquico usando uma
comparacao de dois grupos: exossomos plasmaticos versus proteina plasmatica total (n = 239 proteinas com p
<0,05 e g<0,061 que diferenciam os dois grupos). Inserido, é uma visdo ampliada de proteinas que sdo
frequentemente identificadas em exossomos de acordo com a Vesiclepedia.
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Uma vez que o perfil quantitativo entre plasma e exossomos foi identificado, foi
realizada a anélise diferencial das proteinas, tanto em plasma e quanto em exossomos, entre 0s
grupos HF e controle (Figura 11).

Em exossomos, foram identificadas 38 proteinas com um perfil quantitativo
significativamente diferente entre os pacientes HF e o grupo controle (p<0,05 e q<0,048). No
plasma total, um total de 31 proteinas apresentaram um perfil quantitativo significativamente
diferente entre os pacientes HF e o grupo controle (p<0,05 e q<0,461) (Figura 11A; Tabela
suplementar 1 e 2).

Essas proteinas com perfil quantitativo e significantemente diferentes entre os grupos
HF e controle foram comparadas com o objetivo de identificar a presenca mutua ou exclusiva
em exossomos e/ou plasma, com base no criterio estabelecido anteriormente (p<0,05; q<0,048
e q<0,461, respectivamente). Assim, observamos que, 22 proteinas atenderam o critério apenas
no plasma, 9 proteinas simultaneamente no plasma e nos exossomos e um total de 29 atenderam
0s critérios apenas nos exossomos (Figura 11B).

Na Figura 11C, estdo apresentados dois graficos, um para pacientes HF e outro para
controles, onde foram mostradas analises comparativas entre a quantidade de proteinas no

plasma total e exossomos para 0s grupos estudados, respectivamente.
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Figura 11. Analise de enriquecimento diferencial de proteinas do plasma e exossomos em HF versus
controle.

A) Analise de agrupamento hierarquico usando uma comparacao de dois grupos do estudo: HF e controle. 1-
Exossomos: n = 38 proteinas; p <0,05 e q<0,048. 2- Plasma: n = 31 proteinas; p <0,05 ¢ q<0,461. B) Diagrama de
Venn comparando as proteinas mostradas em A. C) Graficos comparando as quantidades de proteinas no plasma
total e em exossomos mostradas em B para os grupos HF e controle.

Das 38 proteinas dos exossomos com perfil quantitativo diferente entre HF e controle
(p<0,05; <0,048; 22 em exossomos; 9 em exossomos e plasma), dezoito proteinas
apresentaram maior quantidade nos exossomos em comparagdo com o plasma (Figura 12),
indicando que essas proteinas sdo transportadas por exossomos e ndo sdo contaminantes do
plasma. Destas, oito proteinas (SAA2-SAA4, PAHB, CFHR4, PCYOX1, Apo D, Apo F,
APMAP, CLU) apresentam maior quantidade e dez proteinas (MBL2, IGHM, CD5L, IGHV3-
73, IGKV2D-24, PTGDS, COLEC10, FGL1, TUBA1C, MASP1) apresentaram menor

quantidade em pacientes com HF em comparacdo com o controle.
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Figura 12. Proteinas (n = 18) em maior quantidade nos exossomos do que no plasma e significativamente
diferentes em quantidade entre pacientes com HF e controle.

*p <0,05 comparando HF e controle; #p <0,05 comparando exossomos e plasma; ## p <0,01 comparando exossomos e plasma.
SAA2-SAA4: SAA2-SAA4 Readthrough; P4HB: Subunidade Beta da Prolil 4-Hidroxilase; CFHR4: Proteina 4 relacionada ao Fator
H; PCYOX1: Prenilcisteina Oxidase 1; Apo D: Apolipoproteina D; Apo F: Apolipoproteina F; APMAP: Proteina Associada a
Membrana do Plasma Adipdcito; CLU: Clusterin; MBL2: Lectina 2 de ligagdo & manose; IGHM: Immunoglobulin Heavy
Constant Mu; CD5L: semelhante a molécula de CD5; IGHV3-73: Variavel pesada de imunoglobulina 3-73; IGKV2D-24:
Variavel de imunoglobulina Kappa 2D-24; PTGDS: Prostaglandina D2 Sintase; COLEC10: Membro da subfamilia Collectin-
10; FGL1: Proteina 1 semelhante ao fibrinogénio; TUBALC: Cadeia alfa-1C da tubulina; MASP1: Serina protease 1 associada
a manose.

A andlise de correlacéo foi realizada utilizando as proteinas com maior quantidade nos
exossomos (apresentadas na Figura 12) e as concentracGes de colesterol em lipoproteinas e

triacilglicerdis em amostras de pacientes HF e controles (Tabela 9).

Tabela 9. Analise de correlacdo de Spearman das proteinas com maior quantidade nos

exossomos e o perfil lipidico.

Proteinas Correlagdo Colesterol LDLc- HDL-c VLDL-c Triacilg ApoAl ApoB

total licerdis

SAA2- r 0,737 0,716  -0,141 0,583 0,590 -0,167 0,765
SAA4 p-valor <0,001 <0,001 0,554 0,007 0,006 0,495 <0,00

1
P4AHB r 0,364 0,312 -0,261 0,435 0,434  -0,144 0,414
p-valor 0,115 0,181 0,266 0,055 0,056 0,557 0,078
CFHR4 r 0,533 0,573 -0,425 0,598 0,599  -0,448 0,617
p-valor 0,016 0,008 0,062 0,005 0,005 0,054 0,005
PCYOX1 r 0,501 0,399 -0,081 0,628 0,630  -0,089 0,477
p-valor 0,024 0,082 0,733 0,003 0,003 0,718 0,039
APOD r 0,721 0,721  -0,213 0,498 0,503  -0,310 0,783
p-valor <0,001 <0,001 0,367 0,025 0,024 0,197 <0,00

1
APOF r 0,621 0,674 0,072 0,257 0,254  -0,211 0,581
p-valor 0,004 0,001 0,762 0,275 0,279 0,385 0,009
APMAP r 0,679 0,626 -0,249 0,464 0,467  -0,348 0,594
p-valor 0,001 0,003 0,289 0,039 0,038 0,144 0,007
CLU r 0,229 0,152 0,056 0,339 0,339 0,063 0,120
p-valor 0,331 0,522 0816 0,144 0,143 0,797 0,624
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MBL2 r -0,657 -0,619 -0,221 -0,054 -0,056  -0,032 -0,353

p-valor 0,002 0,004 0,350 0,821 0,813 0,898 0,138
IGHM r -0,426 -0,372  -0,001 -0,279 -0,278 0,285 -0,343
p-valor 0,061 0,106 0,997 0,233 0,236 0,237 0,150
CD5L r -0,106 -0,140 0,252  -0,206 -0,199 0,338 -0,148
p-valor 0,656 0,556 0,283 0,383 0,400 0,157 0,545
IGHV3- r -0,263 -0,245 -0,092 -0,150 -0,147 0,226 -0,381
73 p-valor 0,262 0,297 0,700 0,527 0,535 0,353 0,108
IGKV2D r -0,548 -0,553 -0,103 -0,221 -0,226 0,139 -0,403
-24 p-valor 0,012 0,011 0,665 0,349 0,339 0,571 0,087
PTGDS r -0,569 -0,530 0,132  -0,338 -0,329 0,376 -0,421
p-valor 0,009 0,016 0,578 0,145 0,156 0,112 0,072
COLEC1 r -0,458 -0,579 0,065 -0,226 -0,221 0,252 -0,441
0 p-valor 0,042 0,007 0,786 0,337 0,349 0,298 0,058
FGL1 r -0,564 -0,639 0,253  -0,340 -0,344 0,300 -0,672
p-valor 0,023 0,008 0,344 0,198 0,192 0,277 0,006
TUBALC r -0,545 -0,554 0,115  -0,558 -0,550 0,192 -0,537
p-valor 0,013 0,011 0,629 0,011 0,012 0431 0,018
MASP1 r -0,420 -0,462 -0,040 -0,267 -0,263 0,082 -0,326
p-valor 0,065 0,040 0,867 0,255 0,264 0,740 0,173

Nota: LDL-c: colesterol da lipoproteina de baixa densidade; HDL-c: colesterol da lipoproteina de alta densidade; VLDL-c: colesterol da
lipoproteina de muito baixa densidade; Apo Al: Apolipoproteina Al; Apo B: Apolipoproteina B; SAA2-SAA4: SAA2-SAA4 Readthrough;
P4HB: Subunidade Beta da Prolil 4-Hidroxilase; CFHR4: Proteina 4 relacionada ao Fator H; PCYOX1: Prenilcisteina Oxidase 1; APOD:
Apolipoproteina D; APO F: Apolipoproteina F; APMAP: Proteina Associada a Membrana do Plasma Adipécito; CLU: Clusterin; MBL2:
Lectina 2 de ligagdo a manose; IGHM: Immunoglobulin Heavy Constant Mu; CD5L: semelhante a molécula de CD5; IGHV3-73: Variavel
pesada de imunoglobulina 3-73; IGKV2D-24: Varidvel de imunoglobulina Kappa 2D-24; PTGDS: Prostaglandina D2 Sintase; COLEC10:
Membro da subfamilia Collectin-10; FGL1: Proteina 1 semelhante ao fibrinogénio; TUBALC: Cadeia alfa-1C da tubulina; MASP1: Serina
protease 1 associada & manose.

SAA2-SAA4 (do inglés SAA2-SAA4 Readthrough) foi positivamente correlacionado
com o valor de colesterol total (r = 0,737, p <0,001), LDL-c (r = 0,716, p <0,001), VLDL-c (r
=0,583, p=0,007), triacilglicerois (r = 0,590, p = 0,006) e Apo B (r=0,765, p <0,001). CFHR4
foi positivamente correlacionado com valor de colesterol total (r = 0,533, p = 0,016), LDL-c (r
=0,573,p=0,008), VLDL-c (r=0,598, p = 0,005), triacilglicerdis (r = 0,599, p = 0,005) e Apo
B (r=0,617, p = 0,004). PCYOX1 foi positivamente correlacionado com colesterol total (r =
0,501, p = 0,024), VLDL-c (r = 0,628, p = 0,003), triacilglicerois (r = 0,630, p = 0,003) e Apo

B (r=0,477, p = 0,039). Apo D foi positivamente correlacionado com o valor de colesterol
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total (r = 0,721, p <0,001), LDL-c (r = 0,722, p <0,001), VLDL-c (r = 0,498, p = 0,025),
triacilglicerol (r = 0,503, p = 0,024), Apo B (r = 0,783, p <0,001). Apo F foi positivamente
correlacionado com colesterol total (r = 0,621, p = 0,004), LDL-c (r = 0,674, p = 0,001), Apo
B (r = 0,581, p = 0,009). APMAP foi positivamente correlacionado com colesterol total (r =
0,679, p=0,001), LDL-c (r = 0,626, p = 0,003), VLDL-c (r = 0,464, p = 0,039), triacilglicerol
(r=0,467, p=0,038) e Apo B (r = 0,594, p = 0,007).

MBL2 (Lectina 2 de ligacdo a manose) foi negativamente correlacionado com valor de
colesterol total (r = -0,657, p = 0,002) e LDL-c (r = -0,619, p = 0,004). IGKV2D-24 foi
negativamente correlacionada com valor de colesterol total (r = -0,548, p = 0,012) e LDL-c (r
=-0,553, p = 0,011). PTGDS foi negativamente correlacionado com o valor de colesterol total
(r = -0,569, p = 0,009) e LDL-c (r = -0,530, p = 0,016). COLEC10 foi negativamente
correlacionado com valor de colesterol total (r = -0,458, p = 0,042) e LDL-c (r = -0,579, p =
0,007). FGL1 foi negativamente correlacionado com valor de colesterol total (r = -0,564, p =
0,023), LDL-c (r = -0,639, p = 0,008) e Apo B (r = -0,672, p = 0,006). TUBALC foi
negativamente correlacionado com o valor de colesterol total (r = -0,545, p = 0,013), LDL-c (r
=-0,554, p = 0,011), VLDL-c (r = -0,558, p = 0,011), triacilglicerol (r = -0,550, p = 0,012) e
Apo B (r = -0,537, p = 0,018). MASP1 foi negativamente correlacionado com LDL-c (r = -
0,462, p = 0,040).

A analise de enriquecimento por bioinformatica utilizando as proteinas com maior
quantidade em exossomos, significantemente diferentes entre os grupos HF e controle e
significativamente correlacionadas com o perfil lipidico foi mostrada na Figura 13. Essas
proteinas sdo as proteinas de entrada (input) no STRING (n=13). A associacao dessas proteinas
e a pontuacdo de confianga foram mostradas na Figura 13A. Todas as pontuac6es variam de 0
a1, sendo 1 a de maior confianga possivel.

A rede de predicdo construida pelo STRING utilizando as proteinas de entrada
identificadas neste estudo foi expandida com mais 10 proteinas (C4A, C4B, CRP, C3, FCN2,
FCN3, PTX3, CETP, TUBA1B, MASP) que possuiram associacdo com alta pontuacdo de
confianca (0,700) (Figura 13B). Com isso, um maior niumero de associa¢fes proteina-proteina
foi identificado e que contribuiu para interpretar as fun¢fes moleculares das proteinas

identificadas neste estudo.

Interessantemente, essas proteinas, de acordo com analise do ENRICHR, foram
associadas com algumas fungdes moleculares relacionadas ao metabolismo do colesterol, tais
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como: ligacdo ao colesterol, LDL e esterol, atividade de arilesterase e atividade de transferéncia
de colesterol (Figura 13C).
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e particulas de lipoproteina de baixa densidade (GO: 0030169)
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Figura 13. Analise de enriquecimento usando as proteinas mais abundantes em exossomos e correlacionadas
com o perfil lipidico.

A) Uma rede em STRING para mostrar associacdes proteina-proteina e a pontuacdo de confianga usando as
proteinas identificadas neste estudo. B) A rede expandida pelo STRING por um adicional de 10 proteinas
relacionadas com as proteinas identificadas neste estudo e com alta confianca (0,700). Linha verde — evidéncia de
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proximidade; Linha azul - evidéncia de ocorréncia simultanea; Linha roxa - evidéncia experimental de associacéo;
Linha azul clara — predi¢do em banco de dados; Linha preta - evidéncia de co-expressdo. Pontuacdo de confianca:
baixa confianca - 0,150; confianca média - 0,400; alta confianca - 0,700; maior confianca - 0,900. C) Funcdes
metabdlicas das proteinas estudadas. SAA2-SAA4: SAA2-SAA4 Readthrough; PAHB: Subunidade Beta da Prolil
4-Hidroxilase; CFHR4: Proteina 4 relacionada ao Fator H; PCYOXZ1: Prenilcisteina Oxidase 1; APOD:
Apolipoproteina D; APO F: Apolipoproteina F; APMAP: Proteina Associada @ Membrana do Plasma Adipdcito;
CLU: Clusterin; MBL2: Lectina 2 de ligacdo a manose; IGHM: Immunoglobulin Heavy Constant Mu; CD5L.:
semelhante a molécula de CD5; IGHV3-73: Variavel pesada de imunoglobulina 3-73; IGKV2D-24: Variavel de
imunoglobulina Kappa 2D-24; PTGDS: Prostaglandina D2 Sintase; COLEC10: Membro da subfamilia Collectin-
10; FGL1: Proteina 1 semelhante ao fibrinogénio; TUBALC: Cadeia alfa-1C da tubulina; MASP1: Serina protease
1 associada & manose.

4.6. Andlise integrativa entre miRNAs e proteinas exossomais

A anélise integrativa entre 0s miRNAS e as proteinas exossomais identificou algumas
vias comuns relacionadas ao metabolismo do colesterol, conforme observado na Figura 14. Os
miRNAS e proteinas dessa via metabdlica foram analisados quanto aos processos em que estao
envolvidos utilizando o programa MetaCore. Estas moléculas foram relacionadas com a
homeostase do colesterol, regulacdo da atividade da lipoproteina lipase, regulacdo do processo

metabolico dos acidos graxos e regulacdo do transporte de colesterol.
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Figura 14. Anélise integrativa do miR-122-5p e miR-21-5p e proteinas (MBL2, MASP1, CLU, Apo F e Apo

D) identificados em exossomos e analisados neste estudo.
Os miRNAs e proteinas, provenientes de exossomos, significativamente identificadas neste estudo foram

analisadas no programa MetaCore e resultou nesta rota de interacéo relacionada com o metabolismo do colesterol.
APOD: Apolipoproteina D; APO F: Apolipoproteina F; CLU: Clusterin; MBL2: Lectina 2 de ligacdo a manose;

MASPL1: Serina protease 1 associada a manose.
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5. DISCUSSAO

Os resultados referentes aos dados clinicos, biodemograficos e laboratoriais
(bioquimicos) dos pacientes HF e controles indicaram variabilidade, como esperado,
significativa entre 0s grupos de pacientes com hipercolesterolemia ndo caracterizada
genotipicamente e controles. Os valores de IMC, do perfil lipidico e glicidico, bem como o
namero de hipertensos e individuos com histdrico familiar de HF foi maior no grupo HF total
(pacientes com e sem diagnostico molecular) quando comparado ao grupo de individuos
normolipidémicos. Além disso, ambos os grupos foram pareados pela idade, género e ndo uso
de estatinas, estabelecendo critérios para menor erro entre 0s parametros, que possam interferir
no perfil de miRNAS e proteinas exossomais, para a maior especificidade e confiabilidade dos
resultados encontrados. Resultados semelhantes foram observados em estudos que também
utilizaram pacientes com HF e controles como casuistica, sugerindo uma alta probabilidade de
reprodutibilidade dos dados, frente a consisténcia da casuistica avaliada (BATAIS et al., 2019;
SUN et al., 2018).

O grupo fenotipicamente caracterizado como HF foi subdividido em dois subgrupos de
acordo com a presenca (HF+) ou auséncia (HF-) de variantes genotipicas relacionadas com o
diagndstico molecular da HF. Variantes patogénicas ou provavelmente patogénicas presentes
em genes do grupo sub classificado como HF+ expressam proteinas que afetam a
funcionalidade dos genes, ou seja, interferem nas interagdes do LDLR com APOB, PCSK9 ou
LDLRAP1 (CHORA et al.,, 2018). O subgrupo classificado como HF- carreia variantes
benignas, provavelmente benignas ou variantes de significado incerto, que embora tenham
formas menos graves de HF, podem conferir risco, pois podem estar envolvidas no processo
regulatorio que altera a funcdo ou estrutura das proteinas (SUN; YU, 2019). Assim, a analise
das diferencas entre esses dois grupos pode contribuir numa melhor interpretacdo e no
entendimento dos mecanismos relacionados com a HF.

Nesse estudo, os grupos HF+ e HF- mostraram similaridade em relagédo aos dados
clinicos e biodemograficos, corroborando com um estudo anterior que também utilizou
pacientes brasileiros como casuistica (LORENZO et al., 2017). Em relacdo aos dados
laboratoriais, observa-se que as concentracOes de colesterol total, LDL-c e Apo B foram
significativamente maiores em pacientes HF+, sugerindo maior risco aterogénico. Resultados
semelhantes foram mostrados em um estudo anterior com individuos do leste da Asia (CHAN
etal., 2019).
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Com o objetivo contribuir na melhoria do diagnostico e na elucidagdo dos mecanismos
moleculares da HF, propomos avaliar por ultrasequenciamento os miRNAs exossomais de
pacientes fenotipicamente definidos com HF, assim como estudar o perfil proteico dessas
vesiculas circulantes isolados a partir de plasma de pacientes HF e normolipidémicos
(controles).

A escolha dos exossomos se justifica devido ser estas vesiculas ser constituidas de uma
membrana externa metabolicamente ativa, que protege o contetdo interno e funcionam como
mediadores integrais da comunicacéo célula a célula presentes em varios tecidos e/ou fluidos
corporais e participam de processos fisiologicos e patoldgicos, tornando-os potenciais
carreadores de biomarcadores com valor diagnéstico (HUTCHESON; AIKAWA, 2018; NEW,
AIKAWA, 2013).

Para o isolamento das vesiculas extracelulares, foram utilizadas duas metodologias
diferentes — precipitacdo quimica e cromatografia por exclusdo de tamanho - sendo ambas
recomendadas na literatura (CHEN et al., 2022; YANG et al., 2020). Os dois métodos
apresentaram resultados de caracterizacdo similares, observou-se que a distribuicdo do
tamanho das particulas foi homogénea nas amostras (~95 nm), a presenca de marcadores como
CD63, CD9 e CD8L1 e as vesiculas estavam integras na analise de microscopia eletrénica. Essas
caracterizagdes confirmaram que as vesiculas isoladas eram exossomos, pois de acordo com a
literatura, exossomos sao particulas liberadas naturalmente das células que sdo delimitadas por
uma bicamada lipidica que possuem de 50-150 nm de tamanho e sdo positivas para
tetraspaninas (CD63, CD9, CD81) (DE FREITAS et al., 2021; SANZ-RUBIO et al., 2018;
THERY et al., 2018).

A avaliacdo do perfil de expressdo dos miRNAs exossomais em amostras de plasma de
pacientes com HF e controles foi realizada através do NGS. A tecnologia de sequenciamento
de alto rendimento estd sendo utilizadas cada vez mais para identificacdo de mecanismo de
controle por miRNAs em biofluidos ou tecidos, em diversas condi¢des patologicas (CHEN et
al., 2019). Neste estudo, identificamos dois miRNAs (hsa-miR-122-5p e hsa-miR-21-5p) que
podem representar importantes reguladores relacionados com a HF e suas complicagdes
cardiovasculares.

O miR-122-5p apresentou elevado valor nos exossomos dos pacientes HF em relagao
ao controle e no grupo HF- em relacéo ao controle. O miR-122 tem sido amplamente associado
como mediador do metabolismo da lipoproteina, e sua expressdo é aumentada no figado
(HAYES; CHAYAMA, 2016; WEN; FRIEDMAN, 2012). Estudos in vivo identificaram o
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miR-122 como um regulador crucial da sintese de colesterol e &cidos graxos e, portanto, da
homeostase de lipoproteinas. Notavelmente, a fungdo miR-122 parece ser amplamente
necessario para a expressao de genes especificos do hepatdcito, ao invés do direcionamento
especifico das vias do metabolismo lipidico (FEINBERG; MOORE, 2016).

Neste contexto, ele foi descrito como importante participante no metabolismo do
colesterol e TG no figado, regulando direta ou indiretamente a biossintese e excrecdo destes.
A diminuicdo do miR-122 no figado foi relacionada com a diminuicdo das concentracdes
séricas de colesterol total, LDL-c, HDL-c e TG (WEN; FRIEDMAN, 2012). Na HF, ocorre um
acumulo ou aumento de LDL-c no plasma que promove o desenvolvimento de aterosclerose
prematura (BENITO-VICENTE et al.,, 2018). Esses achados corroboram com nossos
resultados, pois mostramos que 0 miR-122 esta aumentado nos exossomos plasmaticos de
pacientes com HF total em comparacdo com o controle, 0 que € sugestivo de uma expressao
aumentada também nos hepatdcitos, que potencialmente resultou na maior secrecdo desse
miRNA através dos exossomos, porém mais estudos funcionais in vitro ou in vivo devem ser
realizados para melhor elucidacdo desta hipdtese. No entanto, nossa hipotese relacionada a
associacdo do perfil de expressdo tecidual vs. circulante corrobora com estudo anterior
indicando que a desregulacéao no tecido (figado) reflete na circulacdo (MJELLE et al., 2019).

Outro estudo prévio usando modelo animal (camundongos) mostrou que a inibicdo
temporaria do miR-122 reduziu o colesterol sérico através da regulacdo negativa de genes
relacionados com o metabolismo do colesterol, como a HMG-CoA redutase (ESAU et al.,
2006). Interessantemente, em um estudo com humanos, camundongos e hepatdcitos murinos
primarios, as concentragdes séricas de miR-122 também foram correlacionadas positivamente
com o colesterol total, LDL-c, e diminuem substancialmente com a terapia com estatinas
utilizada no tratamento da HF (atorvastatina 10 mg) (WILLEIT et al., 2017), reforcando a
importancia do wash-out realizado nesse estudo. Assim, o aumento desse miR-122 em
exossomos em pacientes HF (com e sem diagnostico molecular de HF) deste estudo, pode estar
associado com o aumento do LDL-c na circulagdo. A correlagdo positiva encontrada entre
LDL-c e 0 miR-122 fortalece nossa hipétese do papel do miRNA no metabolismo de lipidios
na HF.

Na HF, o miR-122 tem sido estudado como potencial alvo terapéutico e atingiu a fase 2
de desenvolvimento de ensaio clinico (MOMTAZI et al., 2018). Interessantemente, 0
tratamento de camundongos com trés doses intravenosas de 80 mg/kg de antagonista de miR-

122 resultou na diminuicdo de alvos diretos do miR-122 no figado com consequente redugédo
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de 40% da concentracdo sérica de colesterol (KRUTZFELDT et al., 2005; ROOIJ;
KAUPPINEN, 2014).

O miR-122-5p também foi relacionado com complicacdes cardiovasculares. Recente
estudo mostrou que o0 miR-122-5p em exossomos do soro pode ser Util como biomarcador para
diagndstico de infarto agudo do miocardio e angina instavel, e 0 aumento desse miRNA sérico
pode ser usado para prever a gravidade das lesdes coronarianas (LING et al., 2020).

Assim, miR-122-5p pode representar um potencial biomarcador que pode contribuir
com diagnostico precoce da HF, bem como suas complicacdes cardiovasculares associadas ao
perfil lipidico da HF, contribuindo para a melhor compreensao das bases moleculares da doenca
e potencialmente indicando novos mecanismos moleculares que explicam as diversas
manifestacdes fenotipicas da hipercolesterolemia. Além disso, 0 miR-122 tem surgido como
um potencial alvo terapéutico paraa HF (MOMTAZI et al., 2018).

O miR-21-5p mostrou-se aumentado em pacientes com diagndstico molecular de HF
(HF+) comparado tanto com os pacientes sem diagndstico molecular de HF (HF-) e com
controles. O grupo HF+ apresentam o feno6tipo mais severo da doenca e consequentemente,
maior risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares, particularmente aquelas
associadas a formacao de placas ateroscleroticas (SUN; YU, 2019).

O aumento do miR-21 tem sido relacionado com condicdes inflamatérias cronicas e
varias doengas cardiovasculares, incluindo aterosclerose (SHEEDY, 2015). Um estudo prévio
observou que 0 miR-21 pode ser exportado do tecido para a circulacéo atraves de exossomos
com uma correlacdo positiva consistente entre as duas origens da amostra (MJELLE et al.,
2019).

A expressdo aumentada do miR-21-5p foi também identificado em um modelo
senescente induzido por ox-LDL de células endoteliais da veia umbilical humana (HUVECS)
e em ratos hiperlipidémicos. A disfuncdo endotelial na hiperlipidemia ¢ um fator importante
que esta relacionado com muitas doengas cardiovasculares, como por exemplo, aterosclerose,
acidente vascular cerebral e doenca coronariana. Além disso, foi observada uma inibicdo da
expressao do miR-21-5p apos tratamento com atorvastatina (ZHANG et al., 2018).

A expressdo do miR-21 foi reportada como aumentada em camundongos ApoE™/~, um
modelo de estudo para hipercolesterolemia e aterosclerose. Os autores observaram que a
inibicdo do miR-21 protegeu parcialmente contra o desenvolvimento precoce de aterosclerose,
eles sugeriram que 0 miR-21 inibiria o influxo de macréfagos derivados de mondcitos na lesdo

em formacéo e limitaria 0 a apoptose de macrdfagos, protegendo assim contra a formacéo
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precoce de aterosclerose (CHIPONT et al., 2019). Nossos achados associados a aqueles
publicados previamente, podem sugerir que o miR-21 também teria potencial para ser estudado
como um alvo terapéutico.

Os exossomos também carreiam proteinas que podem estar envolvidas em varias
doengas, incluindo HF (DE FREITAS et al., 2021; ROGERS et al., 2020; ZHANG et al., 2016).
A protedmica quantitativa surgiu como uma ferramenta promissora para identificar proteinas
diferencialmente expressas em varios processos bioldgicos. O conhecimento da proteémica de
exossomos pode contribuir ndo s6 na sua funcdo fisioldgica, mas também serem novos
biomarcadores, ou potenciais alvo molecular em novas abordagens terapéutica. Identificamos
potenciais proteinas em exossomos que podem estar relacionadas ao HF neste estudo, pois
foram correlacionadas com o perfil lipidico e fun¢6es moleculares relacionadas ao metabolismo

lipidico (Figura 13).

A proteina SAA2-SAA4 (do inglés: SAA2-SAA4 Readthrough) mostrou-se elevada nos
exossomos dos pacientes com HF em comparagdo com o controle e teve uma correlagdo
positiva com CT, LDL-c, VLDL-c, TG e Apo B (Tabela 9), sugerindo um possivel
envolvimento dessa proteina no metabolismo do colesterol. O SAA2-SAA4 foi previamente
identificado em VLDL / LDL / HDL de humanos, porém sua funcdo permanece desconhecida
(LIN et al., 2021).

A proteina CFHR4 (proteina 4 relacionada ao fator de complemento H) foi
quantitativamente maior em exossomos de pacientes com HF em comparagdo com o controle e
foi correlacionada positivamente com CT, LDL-c, VLDL-c, TG e Apo B (Tabela 9), o que pode
indicar associacdo com HF. Estudos anteriores corroboram nosso achado, uma vez que
mostraram que CFHR4 é associada com lipoproteinas como quilomicrons, LDL e VLDL, e
pode desempenhar um papel no metabolismo lipidico, porém sua relevancia neste contexto é
ainda desconhecida (JOZSI; MERI, 2014; JOZSI; ZIPFEL, 2008; SKERKA; ZIPFEL, 2008).

A proteina PCYOX1 (prenilcisteina oxidase 1) mostrou-se aumentada em exossomos
plasmaticos dos pacientes HF em comparacéo com o controle e correlacionada positivamente
como CT, VLDL-c, TG e Apo B. Dois estudos recentes sugeriram o papel da PCYOX1 como
um componente emergente na aterosclerose (BANFI et al., 2021a, 2021b), eles forneceram
evidéncias de que a enzima pro-oxidante PCYOX1 nas lesdes aterosclerdticas humanas, é
sintetizada localmente e transportada dentro do espaco subintimal por acimulo de lipoproteinas

pré-aterogénicas na parede arterial durante a aterogénese. A PCYOXL1 apresentou maior
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quantidade em exossomos de pacientes com HF em relagdo ao controle, sugerindo que essa
proteina em exossomos poderia ser potencialmente um biomarcador de aterosclerose nesses
pacientes. Adicionalmente, neste estudo 12% dos pacientes HF, até 0 momento da coleta dos
dados, tiveram DAC, sendo este um dado significativo quando comparado ao grupo controle.
Apesar de futuros estudos de reanalises serem necessarios, para comprovar essa hipotese, esses
resultados encontrados representam um dado promissor na buscar de novos biomarcadores em

doencas cardiometabdlicas.

A apolipoproteina D (Apo D) ocorre no complexo macromolecular com lecitina-
colesterol aciltransferase, enzima chave no transporte reverso do colesterol pela HDL.
Provavelmente estd envolvido no transporte e ligacdo da bilina (RASSART et al., 2000). A
quantidade de Apo D também foi aumentada em exossomos de pacientes com HF em
comparacao com o controle e teve correlacdo positiva com o perfil lipidico (CT, LDL-c, VLDL-
¢, TG, Apo B). Um estudo revisou a implicacdo funcional do Apo D na aterosclerose e
descreveu que o aumento da deposicdo de Apo D é detectavel em lesdes aterosclerdticas de
humanos com doenca cardiovascular estabelecida (PERDOMO; DONG, 2008). Em individuos
que sofrem de infarto do miocardio, foi identificada a presenga de Apo D em vesiculas
extracelulares circulantes e sugeriram que esta apolipoproteina poderia ser um potencial
biomarcador de dano miocardico (CHEOW et al., 2016; FEMMINO et al., 2020). Assim, Apo
D transportado por exossomos, dependendo da origem, pode ser um marcador de complicagdes

clinicas relacionadas a HF, como a doenca arterial coronariana (DAC).

A apolipoproteina F (Apo F) € uma apolipoproteina secundaria que se associa com a
LDL, inibe a atividade da proteina de transferéncia de éster de colesterol (CETP) e pode ser um
importante regulador do transporte de colesterol (LIU; MORTON, 2020). A funcdo do Apo F
esta de acordo com nossos achados pois mostramos que essa Apolipoproteina apresentou maior
guantidade em exossomos de pacientes com HF em comparacdo com o controle e mostrou

correlagéo positiva com concentracéo de CT, LDL-c, Apo B.

A proteina APMAP (proteina associada a membrana plasmatica dos adipécitos)
apresentou maior quantidade em exossomos de pacientes com HF em compara¢do com o
controle e foi positivamente correlacionada com o perfil lipidico (CT, LDL-c, VLDL-c, TG e
Apo B). A APMAP é uma espécie de proteina transmembrana que aumenta gradualmente
conforme o processo de adipogénese e altamente expressa no tecido adiposo maduro
(PESSENTHEINER et al., 2017; ZHONG et al., 2020). O adip6cito desempenha um papel

83



essencial no desenvolvimento da resisténcia a insulina e a resisténcia a insulina esta associada
a hipertenséo, hipercolesterolemia, dislipidemia (ALI et al., 2013). Portanto, o0 APMAP pode
estar contribuindo para o desenvolvimento da HF nesses pacientes. Além disso, considerando
que os pacientes com HF deste estudo apresentaram significativamente maior IMC, maior
concentracéo de triacilglicerois e maior nimero de diabeticos tipo 2, essa proteina poderia estar

contribuindo mais efetivamente com esses resultados e ndo s6 com a HF.

A proteina MBL2 (lectina 2 de ligacdo a manose) foi negativamente correlacionada com
CT e LDL-c e apresentou-se em menor quantidade nos exossomos do grupo HF em comparacao
com o grupo controle. A MBL é um importante fator de ativagdo da via da lectina do sistema
complemento (ALIPOUR et al., 2011) e as concentragdes séricas da MBL2 tém sido associadas
ao aumento e reducdo do risco de aterosclerose e doenca arterial coronariana em diferentes
populagdes (KELLER et al., 2006; VENGEN et al., 2012).

A proteina IGKV2D-24 (Variavel de imunoglobulina Kappa 2D-24) foi negativamente
correlacionada com CT e LDL-c e foi diminuido em exossomos de pacientes com HF em
comparagdo com o controle. Esta é a primeira vez que IGK2D-24 foi correlacionado com CT e
LDL-c e ndo hé relato na literatura sobre a associacdo dessa proteina com HF, portanto, mais
estudos precisam ser desenvolvidos para melhor entendimento da funcdo desta proteina. A
literatura mostra que esta proteina esta envolvida com a resposta imune e sua funcdo pode ser
afetada pela deficiéncia de cistationina B-sintase (CBS), um erro inato do metabolismo que esta
associada com o tromboembolismo vascular e pode auxiliar a explicar doencas cardiovasculares
e neuroldgicas (SIKORA et al., 2019).

A proteina PTGDS (Prostaglandina D2 sintase) foi negativamente correlacionado com
o colesterol total e LDL-c e foi reduzido em pacientes com HF em comparagéo com o controle.
Esses achados estdo de acordo com a literatura porque PTGDS é uma enzima responsavel pela
biossintese de prostaglandina D2 (PGD2), e a producao de PGD2 mediada por PTGDS promove
a sobrevivéncia dos cardiomiocitos e contribui para prevenir doengas cardiacas (OAKLEY et
al., 2013).

A proteina COLEC10 (Membro da subfamilia Collectin-10) foi negativamente
correlacionado com colesterol total e LDL-c. A COLEC10 é uma glicoproteina que pode ligar
galactose e manose. A COLEC10 tem potencial para o diagndstico de doencas, uma vez que é
secretado no sangue e sua concentracdo média e de cerca de 280-340 ng/mL no corpo humano
saudavel. A variagdo de sua concentragdo no soro pode ser til para o diagndstico de doencas
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cardiacas (YANG et al., 2015). No presente estudo, a COLEC10 foi quantitativamente maior
em exossomos do grupo controle em comparacdo com HF. Portanto, mais estudos precisam ser

realizados utilizando essa proteina para identificar seu papel na HF.

A proteina FGL1 (Proteina 1 semelhante ao fibrinogénio) foi negativamente
correlacionado com colesterol total, LDL-c e Apo B. A quantidade de FGL1 foi menor em
exossomos de pacientes com HF do que o controle, no entanto, um estudo anterior identificou
um aumento desta proteina em modelo de ratos hiperlipidémicos em compara¢do com 0
controle, sugerindo um papel importante da FGL1 na regulacdo do metabolismo lipidico (LI et
al., 2016). Mais estudos devem ser realizados utilizando essa proteina para identificar seu papel

no metabolismo lipidico.

A proteina TUBALC (Cadeia alfa-1C da tubulina) foi negativamente correlacionado
com o perfil lipidico e diminuiu em pacientes com HF em comparagdo com o grupo controle.
Estudos anteriores identificaram o TUBALC em exossomos derivados do tecido adiposo e
relacionaram o TUBALC a distarbios do sistema endocrino, doencas metabolicas e diabetes
tipo 2 (HARTWIG et al., 2019; ZBIKOWSKI et al., 2021). Este é o primeiro estudo a vincular
TUBALC a HF, portanto, mais estudos precisam ser realizados para elucidar o papel desta

proteina na dislipidemia e doencas cardiovasculares.

A proteina MASP1 (Serina protease 1 associada a manose) foi negativamente
correlacionado com LDL-c e em menor quantidade em exossomos de pacientes com HF do que
o controle. MASP1 é a protease mais abundante da via da lectina do complemento e inicia a
ativacdo da via da lectina clivando a MASP2 (DOBO et al., 2014). A interacdo entre MASP1 e
coagulacdo parece agravar os processos fisiopatoldgicos, promover o desenvolvimento de
aterosclerose e aterotrombose e levar a complicag6es mais graves (DUEHRKOP; RIEBEN,
2014; FRAUENKNECHT; SCHROEDER, 2012). Apesar de nossos achados ndo corroborarem
com a hipotese do risco associado ao aumento da MASP1 e riscos de DAC, estudos clinicos,
com foco em pacientes com DAC versus controles poderiam ser mais elucidativos para

descrever o papel desta proteina.

A andlise das proteinas e suas intera¢fes funcionais sdo importantes na pesquisa dos
mecanismos moleculares relacionados as doencas. A rede de conectividade de proteinas precisa
ser considerada para o completo entendimento do processo biologico (SZKLARCZYK et al.,

2019). Como no presente estudo, a analise da rede de interacfes de proteinas foi relacionada
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com diversas funcdes moleculares importantes que podem auxiliar no entendimento da

fisiopatologia da HF.

Apesar de nossos relevantes achados, a maior limitacdo do estudo foi 0 n amostral,
principalmente na anélise da protedmica. Um casuistica maior poderia aumentar a significancia
dos resultados estatisticos ja encontrados. Além disso, os métodos de isolamento de exossomos
foram diferentes para a analise de miRNASs e proteinas, porém, para minimizar essa limitacéo,
realizamos varias caracterizacdes dos exossomos em ambos o0s protocolos, de formar a garantir

a reprodutibilidade de ambos resultados.

Assim, nossos dados revelaram que 0 miR-122-5p apresenta uma expressao aumentada
em pacientes HF e o miR-21-5p apresentou uma expressao diferencial em pacientes HF+ em
relacdo aos HF-, sugerindo dois potenciais biomarcadores que pode estar envolvido com a
fisiopatologia da HF e com a severidade desta. Além disso, identificamos 13 proteinas
potencialmente associadas com o metabolismo do colesterol e com o risco de doencas
cardiovasculares, um dos principais agravantes da HF. Adicionalmente, as proteinas MBL2,
MASP1, CLU, Apo F e Apo D foram integradas as vias dos miRNAs identificados neste estudo,
sugerindo uma forte interacdo funcional das moléculas nas vias do metabolismo do colesterol.
Assim, na busca de novos alvos como potenciais biomarcadores de diagnéstico da HF, nossos
resultados da analise integrativa entre os miRNAs e as proteinas exossomais, além de
colaborarem aos estudos anteriores, com maior riqueza, abre novas frentes de pesquisa mais

bem direcionadas, para a validagdao desses miRNAs e proteinas exossomais.
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Tabela suplementar 1. Lista de proteinas significativas (N=239 proteinas com 2 ou mais

peptideos Unicos) entre exossomos e plasma (comparacdo de dois grupos; p<0,05 e

q<0,061).
Gene  Descricao # UniP  p-valor g-valor
Peptid rot
eos
Unicos
PIGR  Polymeric immunoglobulin receptor OS=Homo 7 P0183 1,49E-01 1,04E+00
sapiens OX=9606 GN=PIGR PE=1 SV=4 3
LGA  Galectin-3-binding protein OS=Homo sapiens 13 Q083 5,48E+02 2,13E+03
LS3B  0OX=9606 GN=LGALS3BP PE=1 SV=1 80
P
PTG Prostaglandin-H2 D-isomerase OS=Homo sapiens 2 P4122 4,44E+08 1,02E+09
DS 0X=9606 GN=PTGDS PE=1 SV=1 2
C1QC Complement C1q subcomponent subunit C OS=Homo 4 P0274 2,62E+04 8,72E+02
sapiens OX=9606 GN=C1QC PE=1 SV=3 7
C1QB Complement C1lg subcomponent subunit B OS=Homo 3 P0274 5,18E+04 1,65E+04
sapiens OX=9606 GN=C1QB PE=1 SV=3 6
FCG IgGFc-binding protein OS=Homo sapiens OX=9606 24 Q9Y6 1,91E+05 5,78E+04
BP GN=FCGBP PE=1 SV=3 R7
MYL  Myosin light polypeptide 6 OS=Homo sapiens 4 B7Z6 1,79E+04 6,31E+03
6 0X=9606 GN=MYL6 PE=1 SV=1 Z4
JCHA Immunoglobulin J chain OS=Homo sapiens OX=9606 2 P0159 3,06E+04 1,01E+05
IN GN=JCHAIN PE=1 SV=4 1
IGH Immunoglobulin heavy constant mu OS=Homo sapiens 16 P0187 2,03E+05 6,09E+04
M 0X=9606 GN=IGHM PE=1 SV=4 1
CD5L CD5 antigen-like OS=Homo sapiens OX=9606 4 0438 2,46E+03 8,42E+01
GN=CD5L PE=1 SV=1 66
IGHV  Immunoglobulin heavy variable 3-15 OS=Homo 3 AOA0 145E+05 4,42E+04
3-15 sapiens OX=9606 GN=IGHV3-15 PE=3 SVV=1 B4J1
\
IGHV  Immunoglobulin heavy variable 5-51 OS=Homo 2 AOAO0 2,08E+05 6,17E+04
5-51 sapiens OX=9606 GN=IGHV5-51 PE=3 SVV=1 C4D
H38
IGKV  Probable non-functional immunoglobulin kappa 2 AOAO0 1,46E+07 3,85E+07
2D-24  variable 2D-24 OS=Homo sapiens OX=9606 75B6
GN=IGKV2D-24 PE=5 SV=1 R9
MAS  Mannan-binding lectin serine protease 2 OS=Homo 5 0001 1,26E+07 3,38E+07
P2 sapiens OX=9606 GN=MASP2 PE=1 SV=4 87
C1QA Complement Clg subcomponent subunit A OS=Homo 5 P0274 754E+06 1,87E+08
sapiens OX=9606 GN=C1QA PE=1 SV=2 5
F5 Coagulation factor V OS=Homo sapiens OX=9606 34 AOA0 6,43E+02 2,44E+04
GN=F5 PE=1 SV=1 AOM
RJ7
FN1 Isoform 1 of Fibronectin OS=Homo sapiens OX=9606 59 P0275 2,21E+02 1,05E+03
GN=FN1 1-1
PLTP  Phospholipid transfer protein OS=Homo sapiens 9 P5505 1,39E+06 3,98E+05
0OX=9606 GN=PLTP PE=1 SV=1 8
FGG  Fibrinogen gamma chain OS=Homo sapiens OX=9606 21 C9JC 1,62E-04  2,71E-04
GN=FGG PE=1 SV=1 84
FGB  Fibrinogen beta chain OS=Homo sapiens OX=9606 27 P0267 559E-05 1,29E-03
GN=FGB PE=1 SV=2 5
LRP1  Prolow-density lipoprotein receptor-related protein 1 7 Q079 7,72E-02  4,63E-01
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=LRP1 PE=1 S\VV=2 54
A2M  Alpha-2-macroglobulin OS=Homo sapiens OX=9606 63 P0102 1,67E+03 5,97E+03
GN=A2M PE=1 SV=3 3
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F13A  Coagulation factor XIIl A chain OS=Homo sapiens 18 P0048 1,29E-04 2,42E-03

1 0OX=9606 GN=F13A1 PE=1 S\VV=4 8

FGA  Fibrinogen alpha chain OS=Homo sapiens OX=9606 32 P0267 1,41E-02 1,21E-01
GN=FGA PE=1 SV=2 1

F13B  Coagulation factor XIII B chain OS=Homo sapiens 6 P0516 5,63E+05 1,55E+07
0X=9606 GN=F13B PE=1 SV=3 0

NID1  Nidogen-1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=NID1 2 P1454 754E+03 2,33E+05
PE=1 SV=3 3

LAM  Laminin subunit beta-1 OS=Homo sapiens OX=9606 5 G3X 2,88E-02  2,33E-01

Bl GN=LAMB1 PE=1 SV=1 Al2

FCN2  Ficolin-2 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=FCN2 4 Q154 6,23E-01  3,34E+00
PE=1 SV=2 85

HEG1 Protein HEG homolog 1 OS=Homo sapiens OX=9606 3 QUL 6,03E+03 1,90E+05
GN=HEG1 PE=1 SV=3 13

ANG  Angiopoietin-related protein 6 OS=Homo sapiens 4  Q8NI 4,16E-03  3,20E-02

PTL6 0OX=9606 GN=ANGPTL6 PE=1 SV=1 99

COL  Isoform 10 of Collectin-11 OS=Homo sapiens 3 Q9B 4,90E+00 2,45E+02

EC11 0OX=9606 GN=COLEC11 WP8-

10

MAS  Isoform 2 of Mannan-binding lectin serine protease 1 2 P4874 1,10E+03 4,50E+02

P1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=MASP1 0-2

COL6 Collagen alpha-1(VI) chain OS=Homo sapiens 3 P1210 1,44-01 8,31E-01

Al 0OX=9606 GN=COL6A1 PE=1 S\V=3 9

COL6 Collagen alpha-3(VI) chain OS=Homo sapiens 21 P1211 2,72E+01 1,38E+02

A3 0X=9606 GN=COL6A3 PE=1 SVV=5 1

COL  Collectin-10 OS=Homo sapiens OX=9606 4 Q9Y6  1,48E-02 1,23E-02

EC10 GN=COLEC10 PE=1SV=2 Z7

FCN3  Ficolin-3 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=FCN3 5 0756 152E+06 4,30E+05
PE=1 SV=2 36

PCY Prenylcysteine oxidase 1 OS=Homo sapiens OX=9606 14 Q9U 6,61E+02 2,48E+04

OX1 GN=PCYOX1 PE=1 SV=3 HG3

APO  Apolipoprotein B-100 OS=Homo sapiens OX=9606 228 P0411 4,07E+01 1,79E+03

B GN=APOB PE=1 SVv=2 4

C4BP  C4b-binding protein alpha chain OS=Homo sapiens 8 P0400 6,89E+00 3,39E+02

A 0OX=9606 GN=C4BPA PE=1 SV=2 3

PROS Vitamin K-dependent protein S (Fragment) OS=Homo 11 AOAO0  2,93E-04 2,84E-03

1 sapiens OX=9606 GN=PROS1 PE=1 SV=1 S274

L3

APO  Apolipoprotein D (Fragment) OS=Homo sapiens 6 C9JF 2,60E+08 5,78E+08

D 0X=9606 GN=APOD PE=1 SV=1 17

CFH Complement factor H-related protein 4 OS=Homo 2 Q924 6,02E+09 1,21E+10

R4 sapiens OX=9606 GN=CFHR4 PE=1 SV=3 96

CIR Complement subcomponent C1r OS=Homo sapiens 8 B4DP 1,25E+06 3,60E+05
0X=9606 GN=C1R PE=1 SV=1 Qo0

APO  Apolipoprotein M OS=Homo sapiens OX=9606 3 0954 391E+09 8,08E+09

M GN=APOM PE=1 SV=2 45

CAM  Antibacterial peptide FALL-39 OS=Homo sapiens 2 J3KN 2,51E+06 7,03E+05

P 0X=9606 GN=CAMP PE=1 SV=1 B4

APO  Apolipoprotein E OS=Homo sapiens OX=9606 20 P0264 2,54E+07 6,51E+04

E GN=APOE PE=1 SV=1 9

APO  Apolipoprotein C-1V OS=Homo sapiens OX=9606 2 P5505 1,68E+10 3,54E+10

C4 GN=APOC4 PE=1 SV=1 6

PRG4 Isoform F of Proteoglycan 4 OS=Homo sapiens 10 Q929 1,74E+10 3,66E+09
0X=9606 GN=PRG4 54-6

APO  Apolipoprotein C-111 OS=Homo sapiens OX=9606 4 BOYIl 0.000367 0.000612

C3 GN=APOC3 PE=1 SV=1 W2 55942497 59904163

APO  Apolipoprotein C-11 OS=Homo sapiens OX=9606 5 K7ER 0.000291 0.000496

C4- GN=APOC4-APOC2 PE=1 SV=1 74 04811213 10473659
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APO

C2
SSC5  Soluble scavenger receptor cysteine-rich domain- 3 AlL4 3,68E+08 8,63E+07
D containing protein SSC5D OS=Homo sapiens H1
0X=9606 GN=SSC5D PE=1 SV=30
VWF  von Willebrand factor OS=Homo sapiens OX=9606 32 P0427 1,39E+11 2,70E+10
GN=VWF PE=1 SV=4 5
TNC  Tenascin OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=TNC 24 P2482 2,46E+04 7,23E+04
PE=1 SV=3 1
OIT3  Oncoprotein-induced transcript 3 protein OS=Homo 2 Q8W  6,47E+09 1,29E+11
sapiens OX=9606 GN=0OIT3 PE=1 SV=2 Wz8
SLC4  Band 3 anion transport protein OS=Homo sapiens 3 P0273 0.000478 0.000789
Al 0OX=9606 GN=SLC4A1 PE=1 SV=3 0 87055073 34706164
COM  Cartilage oligomeric matrix protein OS=Homo sapiens 5 P4974 559E+08 1,20E+10
P 0X=9606 GN=COMP PE=1 SV=2 7
TNX  Tenascin-X OS=Homo sapiens OX=9606 GN=TNXB 11 AOA3 158E+11 3,01E+11
B PE=1 SVv=1 B3IS
X9
APO Isoform 2 of Apolipoprotein L1 OS=Homo sapiens 13 0147 5,74E+05 1,56E+07
L1 0OX=9606 GN=APOL1 91-2
HPR Isoform 2 of Haptoglobin-related protein OS=Homo 5 PO0073 6,57E+08 1,40E+10
sapiens OX=9606 GN=HPR 9-2
PCSK  Proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 4 Q8N 147E+11 2,81E+11
9 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PCSK9 PE=1 SV=3 BP7
SVEP  Sushi, von Willebrand factor type A, EGF and 6 Q4LD 5,15E+07 1,11E+10
1 pentraxin domain-containing protein 1 OS=Homo E5
sapiens OX=9606 GN=SVEP1 PE=1 SV=3
PLA2 Platelet-activating factor acetylhydrolase OS=Homo 4 Q130 1,16E+07 3,13E+07
G7 sapiens OX=9606 GN=PLA2G7 PE=1 SV=1 93
DCD  Isoform 2 of Dermcidin OS=Homo sapiens OX=9606 2 P8160 7,31E+06 1,83E+08
GN=DCD 5-2
APOF  Apolipoprotein F OS=Homo sapiens OX=9606 2 Q137 2,89E+11 5,36E+09
GN=APOF PE=1 SV=2 90
APM  Adipocyte plasma membrane-associated protein 4 Q9H 0.003798 0.005613
AP OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=APMAP PE=1 DC9 56810489 64744566
Sv=2
PON1 Serum paraoxonase/arylesterase 1 OS=Homo sapiens 11 P2716 0.004731 0.006957
0OX=9606 GN=PON1 PE=1 SV=3 9 18289583 62190563
ADIP  Adiponectin OS=Homo sapiens OX=9606 4 Q158 1,90E+11 3,59E+10
0oQ GN=ADIPOQ PE=1 SV=1 48
SERP Isoform 3 of Plasma protease C1 inhibitor OS=Homo 17 PO0515 0.000522 0.000857
ING1 sapiens OX=9606 GN=SERPING1 5-3 88188348 18341555
H4C1 Histone H4 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=H4C1 2 P6280 1,42E+11 2,73E+10
PE=1 SVv=2 5
ACT  Actin, cytoplasmic 1 OS=Homo sapiens OX=9606 5 P6070 0.013407 0.018795
B GN=ACTB PE=1 SVv=1 9 30811439 29174914
HSPA Endoplasmic reticulum chaperone BiP OS=Homo 11 P1102 9,58E+07 2,18E+09
5 sapiens OX=9606 GN=HSPA5 PE=1 SV=2 1
P4HB  Protein disulfide-isomerase OS=Homo sapiens 5 P0723 0.000354 0.000598
0X=9606 GN=P4HB PE=1 SVV=3 7 86344163 08445218
SAA2 SAA2-SAA4 readthrough OS=Homo sapiens 3 AOAO0 0.009275 0.013188
- 0OX=9606 GN=SAA2-SAA4 PE=3 SV=1 96LP 72642032 23661657
SAA4 E2 3928 4305
LPA  Apolipoprotein(a) OS=Homo sapiens OX=9606 14 P0851 0.001686 0.002581
GN=LPA PE=1 SVv=1 9 39842252 22207528
IGLV  Immunoglobulin lambda variable 8-61 OS=Homo 2 AOAO0 9,46E+10 0.000167
8-61 sapiens OX=9606 GN=IGLV8-61 PE=3 S\VV=7 75B61 99997390
0
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MBL  Mannose-binding protein C OS=Homo sapiens 6 P1122 1,14E+11 2,23E+11
2 0X=9606 GN=MBL2 PE=1 SV=2 6
HBB  Hemoglobin subunit beta OS=Homo sapiens OX=9606 6 P6887 0.001025 0.001602
GN=HBB PE=1 SV=2 1 60503492 50786706
HBA1 Hemoglobin subunit alpha OS=Homo sapiens 7 P6990 0.038349 0.049377
0X=9606 GN=HBA1 PE=1 S\VV=2 5 66259943 24798210
HBD  Hemoglobin subunit delta OS=Homo sapiens 5 P0204 3,51E+09 7,64E+08
0X=9606 GN=HBD PE=1 SV=2 2
IGHA Immunoglobulin heavy constant alpha 2 (Fragment) 4 AOA2 0.034044 0.044213
2 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=IGHA2 PE=1 SV=1 86YE 50251966 63963592
Y5 578 9586
IGKV  Immunoglobulin kappa variable 1-33 OS=Homo 2 AOA2 0.000875 0.001375
1D-33  sapiens OX=9606 GN=IGKV1D-33 PE=1 SV=1 Q2TT 61444600 31064817
Z9
IGKV  Immunoglobulin kappa variable 2D-29 OS=Homo 3 AOA5 0.001062 0.001651
2D-29 sapiens OX=9606 GN=IGKV2D-29 PE=1 SV=1 H1ZR 33745680 30174633
S9
IGKV  Immunoglobulin kappa variable 1-8 OS=Homo sapiens 2 AOAO0 0.045963 0.058018
1-8 0X=9606 GN=IGKV1-8 PE=3 SV=1 C4D 01458083 23671098
H67
IGKV  Immunoglobulin kappa variable 4-1 OS=Homo sapiens 2 P0631 2,03E+11 3,78E+10
4-1 0X=9606 GN=IGKV4-1 PE=1 SV=1 2
IGHV  Immunoglobulin heavy variable 3-7 OS=Homo sapiens 2 P0178 7,40E+09 1,46E+10
3-7 0X=9606 GN=IGHV3-7 PE=1 SV=2 0
IGHV  Immunoglobulin heavy variable 3-72 OS=Homo 2 AOA4 8,42E+09 1,65E+09
3-72 sapiens OX=9606 GN=IGHV3-72 PE=1 SV=1 w8z
XM2
IGHV  Immunoglobulin heavy variable 3-73 OS=Homo 2 AOAO0 0.000553 0.000898
3-73 sapiens OX=9606 GN=IGHV3-73 PE=3 SV=1 B4J1 91749603 24458816
V6
IGHV  Immunoglobulin heavy variable 6-1 OS=Homo sapiens 2 AOA0 192E+11 3,60E+10
6-1 0X=9606 GN=IGHV6-1 PE=3 SV=1 B4J1
u7
IGLC Immunoglobulin lambda constant 2 OS=Homo sapiens 3 PODO 0.033099 0.043173
2 0X=9606 GN=IGLC2 PE=1 SV=1 Y2 63019663 43069125
LAM  Laminin subunit alpha-2 OS=Homo sapiens OX=9606 4 P2404 0.037859 0.048956
A2 GN=LAMAZ2 PE=1 SV=4 3 6408667 43215523
LAM  Laminin subunit gamma-1 OS=Homo sapiens 8 P1104 1,19E+09 2,68E+09
C1 0X=9606 GN=LAMC1 PE=1 SV=3 7
KRT9 Keratin, type | cytoskeletal 9 OS=Homo sapiens 20 P3552 0.019809 0.027013
0OX=9606 GN=KRT9 PE=1 SV=3 7 59730621 08723575
ANPE  Aminopeptidase N OS=Homao sapiens OX=9606 6 P1514 0.000871 0.001375
P GN=ANPEP PE=1 SV=4 4 38372264 31064817
HMC  Hemicentin-1 OS=Homo sapiens OX=9606 2 Q96R 4,37E+09 8,98E+09
N1 GN=HMCN1 PE=1 SV=2 W7
FLG2 Filaggrin-2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=FLG2 2 Q5D8 0.003594 0.005338
PE=1Sv=1 62 75412848 74375518
KRT2 Keratin, type Il cytoskeletal 2 epidermal OS=Homo 18 P3590 2,68E+08 6,43E+07
sapiens OX=9606 GN=KRT2 PE=1 SV=2 8
KRT7 Keratin, type Il cytoskeletal 78 OS=Homo sapiens 2 Q8N1 0.003517 0.005249
8 0X=9606 GN=KRT78 PE=1 S\VV=2 N4 10035429 40351388
KRT5 Keratin, type Il cytoskeletal 5 OS=Homo sapiens 6 P1364 0.028714 0.038286
0X=9606 GN=KRT5 PE=1 SV=3 7 83136489 44181986
KRT1 Keratin, type Il cytoskeletal 1 OS=Homo sapiens 18 PO0426 0.029097 0.038625
0X=9606 GN=KRT1 PE=1 SV=6 4 59558288 12687994
8734 0797
PTPR Receptor-type tyrosine-protein phosphatase gamma 2 P2347 297E+10 5,47E+10
G OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=PTPRG PE=1 SV=4 0
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GP1B Platelet glycoprotein Ib alpha chain OS=Homo sapiens 3 P0735 3,15E+09 6,95E+08
A 0OX=9606 GN=GP1BA PE=1 SV=2 9
AMB  Protein AMBP OS=Homo sapiens OX=9606 6 P0276 0.015618 0.021692
P GN=AMBP PE=1 SV=1 0 85507166 85426619
FGL1 Fibrinogen-like protein 1 OS=Homo sapiens OX=9606 2 Q088 0.003442 0.005164
GN=FGL1 PE=1 SV=3 30 83261243 24891865
VCA  Vascular cell adhesion protein 1 OS=Homo sapiens 3 P1932 0.000120 0.000211
M1 0X=9606 GN=VCAM1 PE=1 SV=1 0 09582229 93380404
SPAR SPARC-like protein 1 OS=Homo sapiens OX=9606 3 Q145 0.000172 0.000300
CL1 GN=SPARCL1 PE=1 SV=2 15 21088187 36781722
CFH  Complement factor H OS=Homo sapiens OX=9606 15 P0860 0.000227 0.000392
GN=CFH PE=1 Ssv=4 3 59501302 40519487
CPN2  Carboxypeptidase N subunit 2 OS=Homo sapiens 5 P2279 0.007845 0.011261
0X=9606 GN=CPN2 PE=1 SV=3 2 59436852 61871079
HP Haptoglobin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HP 10 PO073 0.001281 0.001971
PE=1SV=1 8 51295108 55838629
LMN  Prelamin-A/C OS=Homo sapiens OX=9606 2 P0254 0.002579 0.003888
A GN=LMNA PE=1 Sv=1 5 21001329 25630145
TUB Tubulin alpha chain OS=Homo sapiens OX=9606 3 F5H5 0.007325 0.010565
AlC GN=TUBAI1C PE=1 SV=1 D3 15554084 12818390
ANX  Annexin A5 OS=Homo sapiens OX=9606 2 P0875 0.000174 0.000302
A5 GN=ANXAS5 PE=1 SV=2 8 19868609 07864640
VIM  Vimentin OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=VIM 16 P0867 0.005950 0.008708
PE=1SVv=4 0 78891661 47158529
ANX  Annexin A1 OS=Homo sapiens OX=9606 3 P0408 0.000549 0.000896
Al GN=ANXA1 PE=1 SV=2 3 91628554 60263948
MMR  Multimerin-1 OS=Homo sapiens OX=9606 4 Q132 0.046027 0.058018
N1 GN=MMRN1 PE=1 SV=3 01 80112404 23671098
CLU Isoform 2 of Clusterin OS=Homo sapiens OX=9606 13 P1090 0.000561 0.000904
GN=CLU 9-2 06357190 94124500
PRD Peroxiredoxin-2 OS=Homo sapiens OX=9606 3 P3211 0.019254 0.026376
X2 GN=PRDX2 PE=1 SV=5 9 7178920 32587949
COL1 Collagen alpha-1(XVIII) chain OS=Homo sapiens 2 P3906 0.000843 0.001339
8A1 0X=9606 GN=COL18A1 PE=1 SV=5 0 74622988 27972996
SPTA  Spectrin alpha chain, erythrocytic 1 OS=Homo sapiens 2 P0254 0.011348 0.015983
1 0OX=9606 GN=SPTA1 PE=1 SV=5 9 10781398 25044223
ACT  Actin, aortic smooth muscle OS=Homo sapiens 4 P6273 0.048942 0.061433
A2 0X=9606 GN=ACTA2 PE=1 SV=1 6 13527152 64260024
TPI1  Triosephosphate isomerase OS=Homo sapiens 2 P6017 0.023235 0.031258
0OX=9606 GN=TPI1 PE=1 SV=3 4 78918972 90922385
HSPD 60 kDa heat shock protein, mitochondrial OS=Homo 3 P1080 0.020064 0.027236
1 sapiens OX=9606 GN=HSPD1 PE=1 S\V=2 9 15295433 40672533
CPS1 Isoform 3 of Carbamoyl-phosphate synthase 22 P3132 0.014467 0.020187
[ammonia], mitochondrial OS=Homo sapiens 7-3 89212481 75645322
0OX=9606 GN=CPS1 0653 4164
ATP5  ATP synthase subunit alpha, mitochondrial OS=Homo 3 P2570 0.018470 0.025418
F1A sapiens OX=9606 GN=ATP5F1A PE=1 SV=1 5 73671825 44502512
GLU  Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial OS=Homo 6 P0036 0.016628 0.022988
D1 sapiens OX=9606 GN=GLUD1 PE=1 SV=2 7 32243081 46419007
GST Glutathione S-transferase Mu 5 OS=Homo sapiens 2 P4643 0.031801 0.041661
M5 0X=9606 GN=GSTM5 PE=1 SV=3 9 82654630 78150171
ALD  Isoform 3 of Cytosolic 10-formyltetrahydrofolate 2 0758 0.031093 0.040912
H1L1 dehydrogenase OS=Homo sapiens OX=9606 91-3 43995155 42098888
GN=ALDHI1L1 1314 3307
RGN  Regucalcin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=RGN 2 Q154 0.045525 0.057871
PE=1SV=1 93 96496874 98936704
BHM  Betaine--homocysteine S-methyltransferase 1 2 Q930 0.039331 0.050425
T OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=BHMT PE=1 SV=2 88 56435194 08250249
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AHC  Adenosylhomocysteinase OS=Homo sapiens OX=9606 4 P2352 0.009831 0.013912

Y GN=AHCY PE=1 SV=4 6 81260237 94236185

GAP  Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 3 P0440 0.030873 0.040802

DH OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=GAPDH PE=1 6 76980325 33894703
SV=3 9177 856

IGKV  Immunoglobulin kappa variable 2D-28 OS=Homo 2 AOA5 3,33E+10 6,10E+10

2D-28 sapiens OX=9606 GN=IGKV2D-28 PE=1 SV=1 H1ZR

S2

TFRC Transferrin receptor protein 1 OS=Homo sapiens 3 P0278 4,42E+10 7,99E+10
0X=9606 GN=TFRC PE=1 SV=2 6

IGHV  Immunoglobulin heavy variable 1-69-2 OS=Homo 2 AOAO0 0.022430 0.030311

1-69-2 sapiens OX=9606 GN=IGHV1-69-2 PE=3 SV=2 G2JM 29841463 21407383

13 5456 1697

CRT  Cartilage acidic protein 1 OS=Homo sapiens OX=9606 7 Q9N  0.042475 0.054224

AC1 GN=CRTAC1 PE=1 SV=2 Q79 08868719 66640917

CPN1 Carboxypeptidase N catalytic chain OS=Homo sapiens 9 P1516 0.000709 0.001131
0OX=9606 GN=CPN1 PE=1 SV=1 9 20977495 71772599

ITIH1 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain HL OS=Homo 20 P1982 2,90E+10 6,03E+10
sapiens OX=9606 GN=ITIH1 PE=1 SV=3 7

ATR  Attractin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ATRN 2 0758 0.000297 0.000504

N PE=1 SV=2 82 55783407 33531198

27738 77521

F2 Prothrombin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=F2 7 P0073 1,24E-11  3,72E-09
PE=1 SV=2 4

GSN  Gelsolin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=GSN PE=1 22 P0639 2,00E-09 2,00E-07
Sv=1 6

C3 Complement C3 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=C3 85 P0102 3,15E-09 1,68E-07
PE=1 SV=2 4

ITIH4 ITIH4 protein OS=Homo sapiens OX=9606 41 B7ZK 1,85E-06 7,95E-06
GN=ITIH4 PE=1 SVv=1 J8

SERP  Thyroxine-binding globulin OS=Homo sapiens 13 P0554 3,43E-05 3,98E-05

INA7  OX=9606 GN=SERPINA7 PE=1 S\VV=2 3

GPX3 Glutathione peroxidase 3 OS=Homo sapiens OX=9606 3 P2235 4,91E-07 1,64E-05
GN=GPX3 PE=1 SV=2 2

TF Serotransferrin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=TF 30 P0278 1,07E-04 2,14E-04
PE=1 SV=3 7

HAB  Hyaluronan-binding protein 2 OS=Homo sapiens 5 Q145 1,85E-04 2,78E-05

P2 0OX=9606 GN=HABP2 PE=1 SV=1 20

HPX Hemopexin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HPX 12 P0279 8,94E-05 9,25E-05
PE=1 SV=2 0

SERP  Antithrombin-I11 OS=Homo sapiens OX=9606 20 P0100 2,39E-09 1,68E-07

INC1 GN=SERPINC1 PE=1 SV=1 8

ALB  Albumin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ALB 46 P0276 2,50E-06 9,36E-06
PE=1 SVv=2 8

SERP  Alpha-2-antiplasmin OS=Homo sapiens OX=9606 12 P0869 4,86E-05 5,40E-04

INF2  GN=SERPINF2 PE=1 SV=3 7

PLG Plasminogen OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PLG 7 PO074 2,75E-05 6,88E-05
PE=1 SV=2 7

c7 Complement component C7 OS=Homo sapiens 9 P1064 2,64E-05 3,61E-03
0X=9606 GN=C7 PE=1 SV=2 3

SERP  Alpha-1-antitrypsin OS=Homo sapiens OX=9606 4 P0100 1,82E-05 2,78E-05

INA1 GN=SERPINA1 PE=1 SV=3 9

PRO Isoform 2 of Vitamin K-dependent protein C 3 P0407 7,25E-05 7,76E-04

C OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=PROC 0-2

RBP4  Retinol-binding protein 4 OS=Homo sapiens OX=9606 4 P0275 2,21E-01 1,20E+01
GN=RBP4 PE=1 SV=3 3

AZG  Zinc-alpha-2-glycoprotein OS=Homo sapiens 8 P2531 2,03E-02 1,15E+01

P1 0OX=9606 GN=AZGP1 PE=1 SV=2 1
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TTR  Transthyretin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=TTR 9 P0276 5,28E-03  3,96E-01
PE=1SV=1 6

F10 Coagulation factor X OS=Homo sapiens OX=9606 5 P0074 3,51E-04 3,29E-02
GN=F10 PE=1 SV=2 2

Al1BG Alpha-1B-glycoprotein OS=Homo sapiens OX=9606 13 P0421 3,23E-04 3,98E-05
GN=A1BG PE=1 SV=4 7

SERP  Kallistatin OS=Homo sapiens OX=9606 10 P2962 2,78E-06 3,63E-03

INA4  GN=SERPINA4 PE=1 SV=3 2

SERP  Heparin cofactor 2 OS=Homo sapiens OX=9606 14 P0554 2,88E-04 2,84E-03

IND1 GN=SERPIND1 PE=1 SV=3 6

C6 Complement component C6 OS=Homo sapiens 17 P1367 2,29E-05 6,25E-05
0X=9606 GN=C6 PE=1 SV=3 1

SERP  Alpha-1-antichymotrypsin OS=Homo sapiens 20 PO101 3,45E-05 3,98E-05

INA3  0X=9606 GN=SERPINA3 PE=1 SVV=2 1

B4E1  C3/C5 convertase OS=Homo sapiens OX=9606 PE=1 24 BA4E1l 3,37E-09 1,68E-07

Z4 sv=1 Z4

CFlI Complement factor | OS=Homo sapiens OX=9606 7 ETET  4,14E-03 3,76E-04
GN=CFI PE=1 SV=1 HO

PGL Isoform 2 of N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase 10 Q96P 1,99E-05 2,84E-03

YRP2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PGLYRP2 D5-2

CD14 Monocyte differentiation antigen CD14 OS=Homo 3 P0857 7,88E-08 2,36E-04
sapiens OX=9606 GN=CD14 PE=1 SV=2 1

APCS  Serum amyloid P-component OS=Homo sapiens 9 PO0274 1,28E-01 9,11E-02
0OX=9606 GN=APCS PE=1 SV=2 3

C8A Complement component C8 alpha chain OS=Homo 6 PO735 8,20E-06 1,76E-04
sapiens OX=9606 GN=C8A PE=1 SV=2 7

csB Complement component C8 beta chain OS=Homo 9 PO0735 1,02E-03 9,04E-03
sapiens OX=9606 GN=C8B PE=1 SV=3 8

C5 Complement C5 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=C5 30 P0103 1,95E-02 1,30E+00
PE=1SV=4 1

KLK  Plasma kallikrein (Fragment) OS=Homo sapiens 7 HOY 9,04E-01 4,68E+01

Bl 0X=9606 GN=KLKB1 PE=1 SV=1 ACl

ITIH2 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H2 OS=Homo 23 P1982 7,00E-02 4,37E-01
sapiens OX=9606 GN=ITIH2 PE=1 SV=2 3

LDH  L-lactate dehydrogenase OS=Homo sapiens OX=9606 2 AOA5 142E-04 2,50E-04

B GN=LDHB PE=1 SV=1 F9ZH

M4

LUM  Lumican OS=Homo sapiens OX=9606 GN=LUM 10 P5188 7,26E-12  1,09E-07
PE=1 SV=2 4

SERP  Plasma serine protease inhibitor OS=Homo sapiens 8 PO0515 254E-01 1,66E+00

INA5  OX=9606 GN=SERPINAS5 PE=1 SV=3 4

HRG  Histidine-rich glycoprotein OS=Homo sapiens 9 P0419 1,19E+00 7,00E-02
0X=9606 GN=HRG PE=1 SV=1 6

VTN Vitronectin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=VTN 9 P0400 552E-01 3,52E-01
PE=1SV=1 4

CP Ceruloplasmin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CP 6 P0045 2,02E+03 8,07E+02
PE=1SVv=1 0

APO  Apolipoprotein A-I OS=Homo sapiens OX=9606 26 P0264 3,55E+01 1,59E+02

Al GN=APOA1 PE=1 SV=1 7

APO  Beta-2-glycoprotein 1 OS=Homo sapiens OX=9606 2 P0274 2,14E-01 1,19E+01

H GN=APOH PE=1 SV=3 9

APO  Apolipoprotein A-IV OS=Homo sapiens OX=9606 24 P0672 3,56E-02 2,81E-01

A4 GN=APOA4 PE=1 SV=4 7

CDH1 Isoform 4 of Cadherin-13 OS=Homo sapiens OX=9606 2 P5529 8,49E+01 3,59E+02

3 GN=CDH13 0-4

CPB2 Carboxypeptidase B2 OS=Homo sapiens OX=9606 4 Qoel 3,91E+02 1,54E+04
GN=CPB2 PE=1 SV=2 Y4

CLE Tetranectin OS=Homo sapiens OX=9606 4 P0545 1,58E-01 1,08E+00

C3B GN=CLEC3B PE=1 SV=3 2
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SERP  Pigment epithelium-derived factor OS=Homo sapiens 15 P3695 8,46E+01 3,59E+02
INF1  OX=9606 GN=SERPINF1 PE=1 SV=4 5
SERP  Protein Z-dependent protease inhibitor OS=Homo 6 G3V2 9,39E+01 3,91E+03
INA1l  sapiens OX=9606 GN=SERPINA10 PE=1 SV=1 w1
0
IGHG Immunoglobulin heavy constant gamma 1 (Fragment) 5 AOAO0 9,88E-03 7,23E-02
1 OS=Homo sapiens 0OX=9606 GN=IGHG1 PE=1 SV=1 AOM
S08
NCA  Neural cell adhesion molecule 1 OS=Homo sapiens 3 AOA0 2,58E+01 1,21E+03
M1 0X=9606 GN=NCAM1 PE=1 SV=1 87TW
V75
F7 Coagulation factor VII OS=Homo sapiens OX=9606 2 P0870 3,12E+03 1,02E+05
GN=F7 PE=1 SV=1 9
APO  Apolipoprotein A-11 OS=Homo sapiens OX=9606 4 VG 3,28E+05 9,55E+04
A2 GN=APOA2 PE=1 SV=1 YM3
AFM  Afamin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=AFM PE=1 7 P4365 4,24E+07 9,87E+07
sv=1 2
F9 Coagulation factor XX OS=Homo sapiens OX=9606 3 P0074 6,99E-01 3,68E+00
GN=F9 PE=1 SV=2 0
LCA  Phosphatidylcholine-sterol acyltransferase OS=Homo 4 P0418 7,64E-02 4,63E-01
T sapiens OX=9606 GN=LCAT PE=1 SV=1 0
GC Isoform 3 of Vitamin D-binding protein OS=Homo 10 PO277 2,99E+01 1,38E+03
sapiens OX=9606 GN=GC 4-3
AHS  Alpha-2-HS-glycoprotein OS=Homo sapiens OX=9606 6 C9V 3,38E+01 1,54E+03
G GN=AHSG PE=1 SV=1 77
BTD Isoform 2 of Biotinidase OS=Homo sapiens OX=9606 6 P4325 1,33E+02 6,44E+00
GN=BTD 1-2
Cc2 Complement C2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=C2 4 P0668 3,86E+06 9,82E+06
PE=1 SV=2 1
IGHG Immunoglobulin heavy constant gamma 2 (Fragment) 3 AOA2 294E+05 8,17E+05
2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=IGHG2 PE=1 SV=1 86YE
Y4
LCP1 Plastin-2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=LCP1 7 P1379 250E+04 8,42E+01
PE=1 SV=6 6
ORM  Alpha-1-acid glycoprotein 1 OS=Homo sapiens 6 P0276 1,53E+04 5,52E+03
1 0X=9606 GN=ORM1 PE=1 SV=1 3
C8G Complement component C8 gamma chain OS=Homo 3 PO0736 1,27E+03 5,14E+02
sapiens OX=9606 GN=C8G PE=1 SV=3 0
C1s Complement C1s subcomponent OS=Homo sapiens 11 P0987 2,21E+07 5,71E+06
0OX=9606 GN=C1S PE=1 SV=1 1
FETU Fetuin-B OS=Homo sapiens OX=9606 GN=FETUB 3 QU 7,14E+03  2,23E+05
B PE=1 SV=2 GM5
IGHG Immunoglobulin heavy constant gamma 3 (Fragment) 5 A0A2 1,31E+04 4,79E+03
3 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=IGHG3 PE=1 SV=1 86YE
S1
C1RL Complement C1r subcomponent-like protein 3 Q9Nz 7,09E+02 2,63E+04
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=C1RL PE=1 SV=2 P8
C9 Complement component C9 OS=Homo sapiens 11 P0274 4,21E+01 1,83E+03
0X=9606 GN=C9 PE=1 SV=2 8
ECM  Extracellular matrix protein 1 OS=Homo sapiens 6 Ql66  2,37E+03 8,27E+03
1 0X=9606 GN=ECM1 PE=1 SV=2 10
LRG1 Leucine-rich alpha-2-glycoprotein OS=Homo sapiens 10 PO275 2,48E+04 8,42E+01
0OX=9606 GN=LRG1 PE=1 SV=2 0
ITIH3 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H3 OS=Homo 16 Q060 1,44E+07 3,83E+06
sapiens OX=9606 GN=ITIH3 PE=1 S\VV=2 33
SELE  Selenoprotein P OS=Homo sapiens OX=9606 4 P4990 7,60E+06 1,87E+08
NOP  GN=SELENOP PE=1 SV=3 8
F12 Coagulation factor X1 OS=Homo sapiens OX=9606 2 P0074 453E+03 1,46E+05
GN=F12 PE=1 SV=3 8
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IGFA Isoform 2 of Insulin-like growth factor-binding protein 11 P3585 5,28E+07 1,21E+09
LS complex acid labile subunit OS=Homo sapiens 8-2
0X=9606 GN=IGFALS
TGFB Transforming growth factor-beta-induced protein ig-h3 8 Q155 3,12E+07 7,38E+06
| OS=Homo sapiens OX=9606 GN=TGFBI PE=1 SVV=1 82
MCA  Cell surface glycoprotein MUC18 OS=Homo sapiens 2 P4312 1,80E+07 4,70E+06
M 0X=9606 GN=MCAM PE=1 SV=2 1
EFE EGF-containing fibulin-like extracellular matrix 2 Q128 2,52E+07 6,10E+07
MP1  protein 1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=EFEMP1 05
PE=1 SV=2
CDH5 Cadherin-5 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CDH5 4 P3315 3,07E+07 7,30E+07
PE=1 SV=5 1
C4A Complement C4-A OS=Homo sapiens OX=9606 3 POCO 563E+02 2,17E+02
GN=C4A PE=1 SV=2 L4
C4B Complement C4-B OS=Homo sapiens OX=9606 3 POCO  3,39E+08 7,43E+08
GN=C4B PE=1 SV=2 L5
PON3  Serum paraoxonase/lactonase 3 OS=Homo sapiens 2 Q151 151E+06 3,69E+07
0OX=9606 GN=PON3 PE=1 SV=3 66
CFD  Adipsin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CFD PE=1 2 K7ER 6,49E+06 1,63E+08
sv=1 G9
ANG  Angiopoietin-related protein 3 OS=Homo sapiens 2 Q9Y5 6,20E+09 1,24E+11
PTL3 0OX=9606 GN=ANGPTL3 PE=1 SV=1 Cl
VASN  Vasorin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=VASN 4 Q6E 5,16E+11 9,26E+10
PE=1SVv=1 MK4
CA2 Carbonic anhydrase 2 OS=Homo sapiens OX=9606 4 P0091 5,17E+09 1,06E+11
GN=CA2 PE=1 SV=2 8
CAl Carbonic anhydrase 1 OS=Homo sapiens OX=9606 5 PO0091 1,93E+09 4,33E+09
GN=CAl PE=1 SV=2 5
IGHG Immunoglobulin heavy constant gamma 4 (Fragment) 3 AOA2 4,20E+10 7,64E+10
4 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=IGHG4 PE=1 SV=1 86YF
J8
ORM  Alpha-1-acid glycoprotein 2 OS=Homo sapiens 5 P1965 0.000280 0.000481
2 0X=9606 GN=ORM2 PE=1 SV=2 2 83259839 42731153
SHB Sex hormone-binding globulin OS=Homao sapiens 10 P0427 0.001128 0.001745
G 0OX=9606 GN=SHBG PE=1 S\VV=2 8 97023752 83026421
SERP  Corticosteroid-binding globulin OS=Homo sapiens 10 P0818 545E+09 1,11E+11
INA6  OX=9606 GN=SERPINA6 PE=1 SVV=1 5
AGT  Angiotensinogen OS=Homo sapiens OX=9606 11 PO0101 0.008532 0.012189
GN=AGT PE=1 SVv=1 9 81575114 73678734
ENPP Isoform 2 of Ectonucleotide 2 Q138 0.006923 0.010083
2 pyrophosphatase/phosphodiesterase family member 2 22-2 98061291 46691201
0OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ENPP2
YWH  14-3-3 protein zeta/delta (Fragment) OS=Homo 2 E7EX 0.023725 0.031774
AZ sapiens OX=9606 GN=YWHAZ PE=1 SV=1 29 32799776 99285415
LDH Isoform 3 of L-lactate dehydrogenase A chain 2 P0033 6,22E+10 0.000111
A OS=Homo sapiens OX=9606 GN=LDHA 8-3 07373877
4281
IGHV  Immunoglobulin heavy variable 1-24 OS=Homo 2 AOAO0 0.000140 0.000245
1-24 sapiens OX=9606 GN=IGHV1-24 PE=3 SV=1 C4AD 20892805 98057553
H33
S100 Protein S100-A9 OS=Homo sapiens OX=9606 3 P0670 0.000366 0.000612
A9 GN=S100A9 PE=1 SV=1 2 76285294 59904163
VNN1 Pantetheinase OS=Homo sapiens OX=9606 2 0954 0.002445 0.003705
GN=VNN1 PE=1 SV=2 97 79945899 75675605
QSO  Sulfhydryl oxidase 1 OS=Homo sapiens OX=9606 3 0003 0.000370 0.000614
X1 GN=QSOX1 PE=1 SV=3 91 56657551 19874395
SELL Isoform 2 of L-selectin OS=Homo sapiens OX=9606 4 P1415 0.000658 0.001056
GN=SELL 1-2 30608887 10602493
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IGKV  Probable non-functional immunoglobulin kappa 2 AOAO0 0.002262 0.003445

3-7 variable 3-7 OS=Homo sapiens OX=9606 75B6 48511094 40879839
GN=IGKV3-7 PE=5 Sv=1 H7

APO  Apolipoprotein C-I OS=Homo sapiens OX=9606 2 P0265 0.007207 0.010445

C1 GN=APOC1 PE=1 SV=1 4 63251252 84422105
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Tabela suplementar 2. Lista de proteinas significativas (N=38 proteinas com 2 ou mais

peptideos Unicos) entre controle e HF para o protedmica de exossomos (comparacéo de

dois grupos — caso e controle; p<0,05 e q<0,048).

Descricao # UniPr p-valor g-valor
Gene Peptide ot
0s
anicos
APM  Adipocyte plasma membrane-associated protein 4 Q9H 0.0283028 0.035540
AP OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=APMAP PE=1 DC9 74646841 54517290
Sv=2 378 7244
APO  Apolipoprotein B-100 OS=Homo sapiens OX=9606 228 P0411 0.0005921 0.007500
B GN=APOB PE=1 SV=2 4 61810372 71626472
722 1145
APO  Apolipoprotein D (Fragment) OS=Homo sapiens 6 C9JF1 0.0021761 0.016538
D 0X=9606 GN=APOD PE=1 SV=1 7 28733729 57837634
5405 4506
APO  Apolipoprotein F OS=Homo sapiens OX=9606 2 Q137 0.0289936 0.035540
F GN=APOF PE=1 SV=2 90 02641055 54517290
91 7244
APO  Apolipoprotein M OS=Homo sapiens OX=9606 3 0954 0.0068833 0.021797
M GN=APOM PE=1 SV=2 45 63534863 31786040
534 119
ATP  ATP synthase subunit beta, mitochondrial OS=Homo 7 P0657 0.0427081 0.043862
5F1B sapiens OX=9606 GN=ATP5F1B PE=1 SV=3 6 02985818 37603948
17 893
C4B  Complement C4-B OS=Homo sapiens OX=9606 3 POCO 0.0487401 0.048740
GN=C4B PE=1 SV=2 L5 74297796 17429779
94 694
C4B  C4b-binding protein alpha chain OS=Homo sapiens 8 P0400 0.0104085 0.023875
PA 0X=9606 GN=C4BPA PE=1 SV=2 3 48864356 80436955
486 0162
CAT Catalase OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CAT 4 P0404 0.0390719 0.042652
PE=1 SV=3 0 06007817 83953053
125 3254
CD5 CDS5 antigen-like OS=Homo sapiens OX=9606 4 0438 0.0392855 0.042652
L GN=CD5L PE=1 Sv=1 66 10093912 83953053
21 3254
CFH  Complement factor H-related protein 4 OS=Homo 2 Q924 0.0039359 0.016643
R4 sapiens OX=9606 GN=CFHR4 PE=1 SV=3 96 59859829 60386174
75 9654
CLU Isoform 2 of Clusterin OS=Homo sapiens OX=9606 13 P1090 0.0371708 0.042652
GN=CLU 9-2 25954669 83953053
78 3254
COL Collectin-10 OS=Homo sapiens OX=9606 4 Q9Y6 0.0049500 0.018810
EC1 GN=COLEC10 PE=1 SV=2 z7 90521321 34398102
0 42 1396
FET Fetuin-B OS=Homo sapiens OX=9606 GN=FETUB 3 QU 0.0030849 0.016643
uUB PE=1 SV=2 GM5 27144365 60386174
859 9654
FGL  Fibrinogen-like protein 1 OS=Homo sapiens 2 Q088 0.0157972 0.026729
1 0OX=9606 GN=FGL1 PE=1 SV=3 30 65307052 51920700
433 253
GLU Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial 6 P0036 0.0039419 0.016643
D1 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=GLUD1 PE=1 7 06177782 60386174
Sv=2 813 9654
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GPL  Phosphatidylinositol-glycan-specific phospholipase D 15 P8010 0.0004823 0.007500
D1 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=GPLD1 PE=1 8 15159278 71626472
SV=3 2434 1145
IGH  Immunoglobulin heavy constant mu OS=Homo 16 P0187 0.0079567 0.022161
M sapiens OX=9606 GN=IGHM PE=1 SV=4 1 48586865 24590154
374 27
IGH  Immunoglobulin heavy variable 3-15 OS=Homo 3 AOAO0 0.0193586 0.027245
V3-  sapiens OX=9606 GN=IGHV3-15 PE=3 SV=1 B4J1 25493568 47291687
15 VO 503 4187
IGH  Immunoglobulin heavy variable 3-49 OS=Homo 3 AOAO0 0.0151829 0.026729
V3-  sapiens OX=9606 GN=IGHV3-49 PE=3 SV=1 AOM 68150878 51920700
49 S15 263 253
IGH  Immunoglobulin heavy variable 3-73 OS=Homo 2 AOA0 0.0170583 0.026729
V3-  sapiens OX=9606 GN=IGHV3-73 PE=3 SV=1 B4J1 41296736 51920700
73 V6 05 253
IGK  Immunoglobulin kappa constant OS=Homo sapiens 11 P0183 0.0015616 0.014835
C 0X=9606 GN=IGKC PE=1 SV=2 4 40124253 58118040
37 7014
IGK  Immunoglobulin kappa variable 1-8 OS=Homo 2 AOA0 0.0265533 0.035540
V1-8 sapiens OX=9606 GN=IGKV1-8 PE=3 SV=1 CADH 14781817 54517290
67 83 7244
IGK  Probable non-functional immunoglobulin kappa 2 AOA0 0.0182310 0.026729
V2D- variable 2D-24 OS=Homo sapiens OX=9606 75B6 38265984 51920700
24 GN=IGKV2D-24 PE=5 SV=1 R9 514 253
IGK  Probable non-functional immunoglobulin kappa 2 AOA0 0.0004237 0.007500
V3-7  variable 3-7 OS=Homo sapiens OX=9606 75B6 48758024 71626472
GN=IGKV3-7 PE=5 Sv=1 H7 9938 1145
IGL  Immunoglobulin lambda constant 2 OS=Homo 3 PODO 0.0182886 0.026729
C2 sapiens OX=9606 GN=IGLC2 PE=1 SV=1 Y2 18404791 51920700
207 253
IGL  Immunoglobulin lambda-like polypeptide 5 2 AOA0 0.0106812 0.023875
L5 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=IGLL5 PE=1 B4J23 80902167 80436955
sv=1 1 177 0162
IGL  Immunoglobulin lambda variable 2-18 OS=Homo 2 AOA0 0.0285985 0.035540
V2-  sapiens OX=9606 GN=IGLV2-18 PE=3 SV=2 75B6J 69327335 54517290
18 9 753 7244
LPA  Apolipoprotein(a) OS=Homo sapiens OX=9606 14 P0851 0.0368263 0.042652
GN=LPA PE=1 SV=1 9 63144815 83953053
154 3254
MAS Isoform 2 of Mannan-binding lectin serine protease 1 2 P4874 0.0418206 0.043862
P1 OS=Homo sapiens 0OX=9606 GN=MASP1 0-2 63659028 37603948
19 893
MBL  Mannose-binding protein C OS=Homo sapiens 6 P1122 0.0161075 0.026729
2 0X=9606 GN=MBL2 PE=1 SV=2 6 14578967 51920700
37 253
P4H  Protein disulfide-isomerase OS=Homo sapiens 5 P0723 0.0140417 0.026729
B 0X=9606 GN=P4HB PE=1 SV=3 7 43174486 51920700
856 253
PCY  Prenylcysteine oxidase 1 OS=Homo sapiens 14 Q9U 0.0058589 0.020240
OX1 0X=9606 GN=PCYOX1 PE=1SV=3 HG3 51268769 01347392
0455 9428
PRO Vitamin K-dependent protein S (Fragment) 11 AO0A0 0.0029525 0.016643
S1 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=PROS1 PE=1 S274 44108398 60386174
Sv=1 L3 012 9654
PTG Prostaglandin-H2 D-isomerase OS=Homo sapiens 2 P4122 0.0082712 0.022161
DS 0X=9606 GN=PTGDS PE=1 SV=1 2 79418714 24590154
271 27
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SAA  SAA2-SAA4 readthrough OS=Homo sapiens 3 AOA0 0.0138880 0.026729

2- 0OX=9606 GN=SAA2-SAA4 PE=3 SV=1 96LP 92537217 51920700

SAA E2 225 253

4

SER  Heparin cofactor 2 OS=Homo sapiens OX=9606 14 PO0554 0.0087478 0.022161

PIN  GN=SERPIND1 PE=1 SV=3 6 60224293 24590154

D1 17 27

TUB  Tubulin alpha chain OS=Homo sapiens OX=9606 3 F5H5 0.0182827 0.026729

AlLC GN=TUBAILC PE=1SV=1 D3 73865766 51920700
662 253
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Tabela suplementar 3. Lista de proteinas significativas (N=31 proteinas com 2 ou mais

peptideos Unicos) entre controle e HF para protedmica plasmético (comparacao de dois

grupos — caso e controle; p<0,05 e q<0,461).

Gene Descricao # UniPr  p-valor g-valor
Peptide ot
0s
anicos
APOC  Apolipoprotein C-11 OS=Homo sapiens OX=9606 5 K7ER 0.0289343 0.408123
4- GN=APOC4-APOC2 PE=1 SV=1 74 86004753 0517923
APOC 124 778
2
APOE  Apolipoprotein E OS=Homo sapiens OX=9606 20 P0264 0.0228692 0.403574
GN=APOE PE=1 SV=1 9 41206914 8448278
13 964
PRG4 Isoform F of Proteoglycan 4 OS=Homo sapiens 10 Q9295 0.0304554 0.408123
0X=9606 GN=PRG4 4-6 48724860 0517923
435 778
C4BP  C4b-binding protein alpha chain OS=Homo sapiens 8 P0400 0.0074714 0.225287
A 0X=9606 GN=C4BPA PE=1 S\V=2 3 83580613 0021712
239 739
APO Apolipoprotein M OS=Homo sapiens OX=9606 3 09544 0.0298731 0.408123
M GN=APOM PE=1 SV=2 5 62123627 0517923
73 778
ORM1 Alpha-1-acid glycoprotein 1 OS=Homo sapiens 6 PO0276 0.0128712 0.351032
0X=9606 GN=ORM1 PE=1 SV=1 3 04527501 8507500
989 5425
CFH Complement factor H OS=Homo sapiens OX=9606 15 P0860 0.0389315 0.450756
GN=CFH PE=1 Sv=4 3 77886923 9801366
224 02
PROS Vitamin K-dependent protein S (Fragment) 11 AOAO0 0.0020024 0.139124
1 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=PROS1 PE=1 S2Z4L 45971868 3699215
sv=1 3 4107 469
APOB  Apolipoprotein B-100 OS=Homo sapiens OX=9606 228 P0411 0.0001940 0.058216
GN=APOB PE=1 SV=2 4 54994188 4982565
4003 2009
ORM2 Alpha-1-acid glycoprotein 2 OS=Homo sapiens 5 P1965 0.0256950 0.408123
0X=9606 GN=ORM2 PE=1 SV=2 2 45995509 0517923
005 778
LPA Apolipoprotein(a) OS=Homo sapiens OX=9606 14 P0851 0.0405681 0.450756
GN=LPA PE=1 SV=1 9 28212294 9801366
18 02
SELL Isoform 2 of L-selectin OS=Homo sapiens OX=9606 4 P1415 0.0027027 0.139124
GN=SELL 1-2 38877524 3699215
974 469
C1RL  Complement C1r subcomponent-like protein 3 Q9NZ 0.0075095 0.225287
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=C1RL PE=1 P8 66739042 0021712
Sv=2 462 739
IGKV  Probable non-functional immunoglobulin kappa 2 AOAO0 0.0006291 0.094368
3-7 variable 3-7 OS=Homo sapiens OX=9606 75B6 21862411 2793617
GN=IGKV3-7 PE=5 SV=1 H7 9335 9003
IGHV  Immunoglobulin heavy variable 3-15 OS=Homo 3 AOAO0 0.0052298 0.204455
3-15 sapiens OX=9606 GN=IGHV3-15 PE=3 SV=1 B4J1V 02221693 3158163
0 101 5434
IGLC  Immunoglobulin lambda constant 2 OS=Homo 3 PODO 0.0178946 0.383455
2 sapiens OX=9606 GN=IGLC2 PE=1 SV=1 Y2 00528003 7256000
25 696
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IGHV  Immunoglobulin heavy variable 3-72 OS=Homo 2 AO0A4 0.0192940 0.385880
3-72 sapiens OX=9606 GN=IGHV3-72 PE=1 SV=1 W8zZX 20040815 4008163
M2 194 0387
IGKV  Immunoglobulin kappa variable 1-33 OS=Homo 2 AOA2 0.0398135 0.450756
1D-33  sapiens OX=9606 GN=IGKV1D-33 PE=1 SV=1 Q2TT 80813968 9801366
Z9 56 02
IGHG  Immunoglobulin heavy constant gamma 1 5 AOAO0 0.0312894 0.408123
1 (Fragment) OS=Homo sapiens OX=9606 AOMS 33970748 0517923
GN=IGHG1 PE=1 SV=1 08 966 778
IGKV  Immunoglobulin kappa variable 1-8 OS=Homo 2 AOAO0 0.0430721 0.459772
1-8 sapiens OX=9606 GN=IGKV1-8 PE=3 SV=1 CADH 31551004 4758586
67 05 36
IGKV  Immunoglobulin kappa variable 3-11 OS=Homo 2 P0443 0.0054521 0.204455
3-11 sapiens OX=9606 GN=IGKV3-11 PE=1 SV=1 3 41755102 3158163
782 5434
IGKV  Immunoglobulin kappa variable 2D-29 OS=Homo 3 AO0A5 0.0020734 0.139124
2D-29  sapiens OX=9606 GN=IGKV2D-29 PE=1 SV=1 H1ZR 22992795 3699215
S9 314 469
IGHV  Immunoglobulin heavy variable 6-1 OS=Homo 2 AOA0 0.0283123 0.408123
6-1 sapiens OX=9606 GN=IGHV6-1 PE=3 SV=1 B4J1U 02449083 0517923
7 73 778
ENPP  Isoform 2 of Ectonucleotide 2 Q1382 0.0215776 0.403574
2 pyrophosphatase/phosphodiesterase family member 2-2 13524613 8448278
2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ENPP2 14 964
SHBG  Sex hormone-binding globulin OS=Homao sapiens 10 P0427 0.0383954 0.450756
0X=9606 GN=SHBG PE=1 SV=2 8 50873572 9801366
72 02
VTN Vitronectin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=VTN 9 P0400 0.0171454 0.383455
PE=1SVv=1 4 67180706 7256000
916 696
OAF Out at first protein homolog OS=Homo sapiens 3 Q86U 0.0459772 0.459772
0X=9606 GN=OAF PE=2 SV=1 D1 47585863 4758586
6 36
DSG1 Desmoglein-1 OS=Homo sapiens OX=9606 3 Q0241 0.0027824 0.139124
GN=DSG1 PE=1 SV=2 3 87398430 3699215
9377 469
GPX3  Glutathione peroxidase 3 OS=Homo sapiens 3 P2235 0.0170591 0.383455
0X=9606 GN=GPX3 PE=1 SV=2 2 21705338 7256000
656 696
EPPK  Epiplakin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=EPPK1 3 P5810 0.0459139 0.459772
1 PE=1 SV=3 7 70769630 4758586
996 36
KRT1 Keratin, type | cytoskeletal 14 OS=Homo sapiens 6 P0253 0.0476701 0.461323
4 0X=9606 GN=KRT14 PE=1 SV=4 3 16114238 7043313
81 4334

116



ANEXOS

117



A. Fichado Aluno

Fanus - Sistema Administrativa da pos-Graduagio

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

FICHA DO ALUNO

9136 - 10568527/1 - Renata Caroline Costa de Freitas

Email:

Data de Nascimento:
Cédula de Identidade:
Local de Nascimento:
Macionalidade:

recarolinecf@usp.br
04/09/1992

RG -001.832.801 - RN

Estado de Rio Grande do Morte
Brasileira

Graduagédo: Farmacéutica - Universidade Federal do Rio Grande do Norte - Rio Grande do Norte -
Brasil - 2014

Mestrado: Mestre 8m Ciéncias Farmacéuticas - Area: Bioanalises e Medicamentos (1) -
Universidade Federal do Rio Grande do Norte - Rio Grande do Morte - Brasil - 2017

Curso: Doutorado

Programa: Farmacia (Fisiopatologia e Toxicolagia)

Area: Analises Clinicas

Data de Matricula:
Inicio da Contagem de Prazo:
Data Limite para o Deposito:

Crientador:

Proficiéncia em Linguas:

Data de Aprovacgdo no Exame de
Qualificagao:

Estagio no Exterior:

Data do Depésito do Trabalho:
Titulo do Trabalho:

Data Maxima para Aprovagdo da
Banca:

Data de Aprovacdo da Banca:

Data Maxima para Defesa:
Data da Defesa:
Resultado da Defesa:

Histarico de Ocorréncias:

101072017
101072017
17/06/2022

Prof(a), Dria), Mario Hiroyuki Hirata - 10/10/2017 até o presaente, Email:
mhhirata@usp.br

Inglés, 10/10/2017
Aprovado em 28/11/2019

Harvard Medical School, Estados Unidos da América - Periodo de 28/01/2020 até
270112021

Primeira Matricula em 10/10/2017

Aluno matriculado no Regimento da Pds-Graduagao USP (Resolugdo n® 6542 em vigor de 20/04/2013 até 28/03/2018).
Ultima ecorréncia: Matricula de Acompanhamento em 19/07/2021

Impresso em: 07/03/2022 13:48:29

118



Fanus - Sistema Administrativo da Pés-Graduacio

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

FICHA DO ALUNO
9136 - 10568527/1 - Renata Caroline Costa de Freitas
PSP5121- Bicestatistica (Faculdade de Satde Pablica = Pré-
115 Universidade de Sao Paulo) 20M0Z2ME  01/052018 50 . mawcula
) ) ) N Pri=
BIOS752- Bicestatistica (Instituto de Biociéncias -

31 Universidade de Sao Paulo) DU02018 2106218 40 - mavicula
FBCOT92" Topicos em Fisiopatologia e Toxicologia Il 0510312018 1900612018 15 7% A Concluida
MCMS5880=- Bioestatistica | (Faculdade de Medicina -

4N Universidade de S0 Paulo) 0B/03/2018  30/04/2018 120 100 A Concluida
VESET17- Preparagdo Pedagdgica (Faculdade de

72 Medicina Veterindria e Zootecnia - 12032018  25/03/2018 30 a3 A Concluida

Universidade de Séo Paulo)
TIcsnz1- Gendtica em Cardialagia (Instituto Dante
i Pazzanese de Cardiokgia = Universidade de  16/04/2018  06/05/2018 a0 100 A Concluida
Sao Paulo)
FB%‘?;%' Tépicos em Fisiopalologia e Toxicologia IV 07/08/2018  19/11/2018 15 BT A Concluida
FBC??.T 09- Bialogia Molecular em Andlises Clinicas 120092018 10102018 &0 100 A Concluida
FB%?;OB' Farmacogendmica Cardiovascular 15102018  26M1/2018 90 - c;‘ﬂ:da
MER5835- Principios de Andlise de Dados e de
3 Bioestatistica (Faculdade de Medicina - 11032019 24032019 60 100 A Concluida
Universidade de Sao Paulo)
Disciplinas: 0 20 26
Estagios:
Total: 0 20 26

Créditos Atribuidos a Tese: 167

Observacdes:

1) Curso com validade nacional, de acordo com o disposto na Portaria MEC n® 1.077, de 31.08.2012.

Conceito a partir de 02/01/1997:

A - Excelente, com direito a crédito; B - Bom, com direito a crédito, C - Regular, com direito a crédito; R - Reprovado; T -

Transferéncia.

Um(1) crédito equivale a 15 horas de atividade programada.

Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 19/07/2021

Impresso em: 07/03/2022 13:48:29

119



B. Curriculum Vitae

Renata Caroline Costa de Freitas
Curriculum Vitae

Abril/2021

120



Renata Caroline Costa de Freitas

Curriculum Vitae

Nome civil

Nome

Renata Caroline Costa de Freitas

Dados pessoais

Filiagao Carlos Ailton Freire de Freitas e Maria Cristina Costa
Nascimento 04/09/1992 - Mossoro/RN - Brasil

Carteira de Identidade 001832801 ITEP - RN - 15/01/2010
CPF 099.684.124-57

Endereco residencial Rua Marselha, 1101, Apto 71

Jaguaré - Sao Paulo
05332000, SP - Brasil
Telefone: 11 970446559
Celular 84 998186559

Endereco profissional Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

Avenida Professor Lineu Prestes, 580
Butanta - Sao Paulo

05508000, SP - Brasil

Telefone: 11 30913660

Endereco eletronico

E-mail para contato : renata_karoline@hotmail.com
E-mail alternativo recarolinecf@gmail.com

Formacao académicaltitulagao

2017

2015 - 2017

2010 - 2014

Doutorado em Farmacia (Fisiopatologia e Toxicologia).

Universidade de Sao Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil

Titulo: Avaliagao do Perfil de miRNAs exossomais em Portadores de Hipercolesterolemia
Familial

Orientador: Prof. Tit. Mario Hiroyuki Hirata

Bolsista do(a): Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo

Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas.

Universidade Federal do Rio Grande do Norte, UFRN, Natal, Brasil

Titulo: AVALIACAO DA EXPRESSAO DE miRNAs EXOSSOMAIS NA TOXICIDADE
HEPATICA INDUZIDA PELO CLOPIDOGREL EM CELULAS HepG2, Ano de obtengao:
2017

Orientador: André Ducati Luchessi

Bolsista do(a): Coordenagao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior

Graduagdo em Farmacia.

Universidade Federal do Rio Grande do Norte, UFRN, Natal, Brasil

Titulo: PREVALENCIA DE SINDROME METABOLICA E RESISTENCIA A INSULINA EM
PACIENTES COM SINDROME DOS OVARIOS POLICISTICOS

Orientador: Telma Maria Araujo Moura Lemos

Formacao complementar
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2014 - 2014 Extensdo universitaria em PREVALENCIA DA SINDROME METABOLICA EM
ESTUDANTES D. (Carga horaria: 25h).
Universidade Federal do Rio Grande do Morte, UFRN, Natal, Brasil

2014 - 2014 Extensdo universitiia em ATIVIDADES INTEGRATIVAS EM SAUDE E CIDADANIA
-2014. (Carga horaria: 8h).
Universidade Federal do Rio Grande do Morte, UFRN, Natal, Brasil

2013 - 2013 Extensao universitaria em EXPERIENCIAS EXITOSAS EM SACI/PQOTI 2013.2. (Carga
horaria: 8h).
Universidade Federal do Rio Grande do Morte, UFRN, Natal, Brasil

2013 - 2013 Extensdo universitaria em X SEMINARIO DE INICIACACQ A DOCENCIA E Wi
EMCONTRO. (Carga horaria: 20h).
Universidade Federal do Rio Grande do Morte, UFRN, Natal, Brasil

2013 - 2013 Extensdo universitaia em | SIMPOSIO DE MEDICAMENTOS INJETAVEIS: DA
PRESCRIC. (Carga horaria: 8h).
Universidade Federal do Rio Grande do Morte, UFRN, Natal, Brasil

2012 - 2013 Extensdo universitiria em PROGRAMA SAUDE PRISIONAL DO RN: CUIDANDO
PARA REIN. (Carga horaria: 260h).
Universidade Federal do Rio Grande do Morte, UFRN, Natal, Brasil

2013 - 2013 Extensdo universitiria em SEMANA ACADEMICA DO CURSO DE FARMACIA:
DEFESAS DOS. (Carga horaria: 16h).
Universidade Federal do Rio Grande do Morte, UFRN, Natal, Brasil

2013 - 2013 Extensdo universitaria em USO RACIOMNAL DE MEDICAMENTOS. (Carga horaria: 8h).
Universidade Federal do Rio Grande do Morte, UFRN, Natal, Brasil

Areas de atuagdo

1. Farmacia

Projetos
Projetos de pesquisa

2016 - Atual Biomarcadores moleculares da cardiomiopatia diabética: Estudo in vitro de
cardiomidcitos de ratos

Descricdo: O Diabetes mellitus (DM) ¢ um grupo de distarbios metabélicos heterogéneos
caracterizado por um quadro de hiperglicemia crénica, na qual é decorrente de defeitos na agéo
elou secrecdo de insulina. A hiperglicemia do DM esta associada ao desenvolvimento de
processos inflamatdérios em diversos tecidos e ¢rgaos do individuo diabético, conduzindo a uma
série de complicages cronicas micro e macrovasculares que incluem: retinopatia, nefropatia,
neurapatia periférica e doengas cardiovasculares (DCV). Especialmente para as DCV no diabetes,
diversos estudos tém sido realizados, visio que esta representa uma complicagdo com alta
incidéncia e prevaléncia no ambito mundial. Dentre as DCV, a cardiomiopatia diabética vem sem
amplamente estudada, uma vez que é uma complicagdo muscular cardiaca, onde a capacidade
do coragdo em circular o sangue através do corpo de forma efetiva estara afetada. Os sinais que a
caracterizam envolvem uma dilatagdo e hipertrofia do miocardio, além da diminuigdo na fungao
sistélica e diastdlica do ventriculo esquerdo. Porém, apesar dos avangos meédicos, as bases
moleculares da fisiopatologia da cardiomiopatia diabética ndo estio totalmente elucidadas. Nesse
contexto, estudos moleculares em culturas celulares de cardiomidcitos de ratos mantidos em meio
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hiperglicémico podem auxiliar no melhor entendimento do envolvimento génico nas alteragbes
funcionais destas células. Assim, o objetivo do presente estudo sera avaliar a expressdo do
RNAmM PLAZ2G2A e dos miRNAs miR-122 e miR-214, que foram previamente selecionados em
andlise in silico, e assim avalia-los de forma inédita em um estudo utilizando cultura de células
primarias de tecido cardiaco de roedores, mantidas em estado hiperglicémico. Os resultados
obtidos neste estudo poderdo contribuir no processo de validagdo de novos potenciais
biomarcadores precoces desta complicagdo do DM.. Situagdo: Em andamento; Natureza:
Pesquisa

Situagdo: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Mestrado académico (1);

Integrantes: Renata Caroline Costa de Freitas; Vivian Nogueira Silbiger; Raul Hernandes
Bortolin; Mariana Borges Lopes; Andre Ducati Luchessi (Responsavel); Adriana Augusto de
Rezende

2014 - Atual Biomarcador farmacogendmico baseados na tecnologia de miRNA exossomais
Descrigdo: A resisténcia & agao de antiagregantes plaquetarios, como o bissulfato de clopidogrel,
contribui para a evolugdo desfavoravel da trombose arterial em pacientes submetidos a
angioplastia. MNeste contexto, o presente projeto tem como objetivo principal buscar o
aprimoramento da terapéutica, do diagndstico e progndstico das doencgas cardiovasculares,
através da identificagdo de novos biomarcadores de resposta terapéutica baseados em
estratégias biotecnolégicas utilizando miRMA e exossomos. Assim o objetivo principal deste
projeto € realizar um estudo in vitro, para identificagio de particulas exossomais, utilizando o kit
ExoQuick-TC (System Bioscience) de cultura de célula HepG2 com e sem tratamento com
clopidogrel, através da deteccdo de anticorpos especifico da fragdo exossomal da cultura celular
por Western blot e posteriormente determinar o perfil de miRNA presentes nestas particulas pela
PCR em tempo real (Applied Biosystems). Dessa forma, considerando o grande potencial de
aplicacdo da farmacogendmica no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas,
diagnastico, progndstico, o presente projeto visa estabelecer quais sdo as influéncias da genémica
individualizada na variagao da resposta terapéutica, culminado em novas propostas de medicina
personalizada, principalmente com a identificacdo da expressdo de miRNA celular, e através do
estudo in vitro utilizando modelos em cultura celular

Situagao: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa

Integrantes: Renata Caroline Costa de Freitas; Vivian MNogueira Silbiger; Raul Hernandes
Bortolin; Andre Ducati Luchessi (Responsavel); Mario H Hirata; Luiz Antonio Salazar
Mavarrete ; Alvaro Danilo Cerda Maureira; Ivanise Marina Moretti Rebecchi ; Ananilia
Medeiros Gomes da Silva

2013 - 2014 Sindrome dos ovarios policisticis: Estudo comparative entre narcadres inflamatdtios e
resisténcia a insulina

Descrigdo: Aluna de Inicagio Cientifica com carga horéria total de 300 horas

Situagao: Concluido Natureza: Projetos de pesquisa

Integrantes: Renata Caroline Costa de Freitas (Responsavel); ; TM A M Lemos; A C S Santos;
N P Soares

Projeto de extensdo

2015 - 2015 DIA D DA CARDIOPATIA CONGENITA MA UFRN

Situagdo: Concluido Natureza: Projeto de extensio

Integrantes: Renata Caroline Costa de Freitas (Responsavel); ; GISELE CORREIA PACHECO
LEITE

2015 - Atual Atendimento & comunidade de Brasilia Teimosa: avaliagdo e orientagdo dos fatores de
risco para doengas cardiovasculares

Situagdo: Em andamento Natureza: Projeto de extensao

Integrantes: Renata Carcoline Costa de Freitas (Responsavel); ; Vivian Nogueira Silbiger
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2011 - 2012 Projeto Satde Prisional do RN: Cuidando para Reintegrar

Descrigdo: Aluna de IC do projeto de extensao, cunprindo uma carga horaria de 1000 horas
Situacdo: Concluido Natureza: Projeto de extenséo

Integrantes: Renata Caroline Costa de Freitas (Responsavel); ; TM A M Lemos; A C S Santos;
N P Soares

Idiomas
Inglés Compreende Razoavelmente , Fala Razoavelmente , Escreve Bem, L& Bem
Portugués Compreende Bem , Fala Bem, Escreve Bem ,h L& Bem

Prémios e titulos

2019 2019 Best Abstract Award Outstanding Research in Lipoproteins and Vascular Diseases,
American Association for Clinical Chemistry, Lipoproteins and Vascular Diseases Division

Produciao

Produgéao bibliografica
Artigos completos publicados em periodicos

1. SCHLOTTER, FLORIAN; DE FREITAS, RENATA C.C.; ROGERS, MAXIMILLIAN A.; BLASER, MARK C.;
WU, PIN-JOU; HIGASHI, HIDEYUKI, HALU, ARDA; IQBAL, FARWAH; ANDRASKI, ALLISON B.; RODIA,
CAYLA N.; KURAOKA, SHIORI; WEN, JENNIFER R.; CREAGER, MICHAEL; PHAM, TAN; HUTCHESON,
JOSHUA D.; BODY, SIMON C.; KOHAN, ALISON B.; SACKS, FRANK M.; AIKAWA, MASANORI; SINGH,
SASHA A AIKAWA, ELENA

ApoC-lll is a novel inducer of calcification in human aortic valves. JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY.
, v.296, p.100193 -, 2021.

2. DE FREITAS, RENATA CAROLINE COSTA; HIRATA, ROSARIO DOMINGUEZ CRESPO; HIRATA,
MARIO HIROYUKI; AIKAWA, ELENA

Circulating Extracellular Vesicles As Biomarkers and Drug Delivery Vehicles in Cardiovascular Diseases.
BIOMOLECULES. , v.11, p.388 -, 2021.

3. DAGLI-HERNANDEZ, CAROLINA; DE FREITAS, RENATA CAROLINE COSTA; MARCAL,
ELISANGELA DA SILVA RODRIGUES; GONCALVES, RODRIGO MARQUES; FALUDI, ANDRE ARPAD;
BORGES, JESSICA BASSANI; BASTOS, GISELE MEDEIROS; LOS, BRUNA; MORI, AUGUSTO AKIRA;
BORTOLIN, RAUL HERNANDES; FERREIRA, GLAUCIO MONTEIRO; DE OLIVEIRA, VICTOR
FERNANDES; HIRATA, THIAGO DOMINGUEZ CRESPO; HIRATA, MARIO HIROYUKI; HIRATA,
ROSARIO DOMINGUEZ CRESPO

Late response to rosuvastatin and statin-related myalgia due to SLCO1B1, SLCO1B3, ABCE11, and
CYP3AS5 variants in a patient with Familial Hypercholesterolemia: a case report. Annals of Translational
Medicine. , v.9, p.76 - 76, 2021.

4. COSTA DE FREITAS, RENATA CAROLINE: BORTOLIN, RAUL HERNANDES; VECCHIA GENVIGIR,
FABIANA DALLA; BONEZI, VIVIAN, CRESPO HIRATA, THIAGO DOMINGUEZ; FELIPE, CLAUDIA
ROSS0; TEDESCO-SILVA, HELIO; MEDINA-PESTANA, JOSE OSMAR; CERDA, ALVARO; DOI, SONIA
QUATELI; HIRATA, MARIO HIROYUKI; CRESPO HIRATA, ROSARIO DOMINGUEZ
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Differentially expressed urinary exo-miRs and clinical outcomes in kidney recipients on short-term tacrolimus
therapy: a pilot study. Epigenomics. , v.12, p.2019 - 2034, 2020.

5. PEGO, AMF.; LEYTON, V.: MIZIARA, I.D.; BORTOLIN, R.H.; FREITAS, R.C.C.; HIRATA, M.; TOMAZ,
P.R.X.; SANTOS, J.R.; SANTOS, P.C.J.L.; YONAMINE. M.

SNPs from BCHE and DRD3 genes associated to cocaine abuse amongst violent individuals from Sao
Paulo, Brazil. FORENSIC SCIENCE INTERMATIONAL. |, v.317, p.110511 -, 2020.

6. MEDEIROS, JEANE FRAMCO PIRES; DE OLIVEIRA BORGES, MICHELLE VASCOMCELOS,; SOARES,
ALINE ALVES; DOS SANTOS, JESSICA CAVALCANTE; DE OLIVEIRA, ANA BEATRIZ BEZERRA; DA
COSTA, CONCEICAD HORRANA BELO; CRUZ, MARINA SAMPAIO; BORTOLIN, R. H.; FREITAS, R. C.
C.; DANTAS, PAULO MOREIRA SILVA; HIRATA, MARIO HIROYUKI; SILBIGER, VIVIAN NOGUEIRA;
LUCHESSI, ANDRE DUCATI

The impact of vitamin D supplementation on VDR gene expression and body composition in monozygotic
twins: randomized controlled trial. Scientific Reports. , v.10, p.11943 - |, 2020.

7. SILVA, ANANILIA MEDEIROS GOMES DA; ARAUJO, JESSICA MNAYARA GOES DE; FREITAS,
RENATA CAROLINE COSTA DE; SILBIGER, VIVIAN NOGUEIRA

Circulating MicroRNAs as Potential Biomarkers of Atrial Fibrillation. BioMed Research International. , v.2017,
p.1-7,2017.

8. FREITAS, RENATA C. COSTA DE; BORTOLIN, RAUL H.; LOPES, MARIANA B., TAMBORLIN,
LETICIA; MENEGUELLO, LETICIA; SILBIGER, VIVIAN N_; HIRATA, ROSARIO D. C; HIRATA, MARIO H;
LUCHESSI, AUGUSTO D.; LUCHESSI, ANDRE D.

Modulation of miR-26a-5p and miR-15b-5p Exosomal Expression Associated with Clopidogrel-Induced
Hepatotoxicity in HepG2 Cells. Frontiers in Pharmacology. , v.8, p.906 - , 2017.

9. LOPES, MARIANA BORGES; FREITAS, R. C. C.; HIRATA, M. H.; HIRATA, R. D. C; SILBIGER, V. N;
BORTOLIN, R. H.; LUCHESSI, ANDRE DUCATI

mRMA-miRNA integrative analysis of diabetes-induced cardiomyopathy in rats. Frontiers in Bioscience. , v.9,
p.194 - 229, 2017.

10. DE FREITAS, RENATA CAROLINE COSTA; BORTOLIN, RAUL HERMANDES; LOPES, MARIANA
BORGES; HIRATA, MARIO HIROYUKI; HIRATA, ROSARIO DOMINGUEZ CRESPO; SILBIGER, VIVIAN
NOGUEIRA; LUCHESSI, ANDRE DUCATI

Integrated analysis of miRNA and mRMA Gene expression microarrays: Influence on platelet reactivity,
clopidogrel response and drug-induced toxicity. GEME. , v.593, p.172 - 178, 2016.
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syndrome. Epigenomics. , 2021.

3. BORGES, JESSICA BASSANI; OLIVEIRA, VICTOR FERNANDES DE; FERREIRA, GLAUCIO
MONTEIRO; LOS, ERUNA; BARBOSA, THAIS KRISTINI ALMENDROS AFONSO; MARCAL, ELISANGELA
DA SILVA RODRIGUES; DAGLI-HERNANDEZ, CAROLINA; DE FREITAS, RENATA CAROLINE COSTA,;
BORTOLIN, RAUL HERNANDES:; MORI, AUGUSTO AKIRA; HIRATA, THIAGO DOMINGUEZ CRESPO;
MNAKAYA, HELDER TAKASHI IMOTO; BASTOS, GISELE MEDEIROS; THUROW, HELENA STRELOW:
GONCALVES, RODRIGO MARQUES, ARAUJO, DANIEL BRANCO DE; ZATZ, HENRY PAULO;
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BERTOLAMI, ADRIANA; FALUDI, ANDRE ARPAD; BERTOLAMI, MARCELO CHIARA; SOUSA, AMANDA
GUERRA DE MORAES REGO; FRANCA, JOAO ITALO DIAS; JANNES, CINTHIA ELIM; PEREIRA,
ALEXANDRE DA COSTA; NAKAZOMNE, MARCELO ARRUDA; SOUZA, DOROTEIA ROSSI SILVA;
CARMO, TAYANNE SILVA; SAMPAIO, MARCELO FERRAZ; GORJAO, RENATA; PITHON-CURI, TANIA
CRISTINA; MORIEL, PATRICIA; SILBIGER, VIVIAN NOGUEIRA; LUCHESSI. ANDRE DUCATI; DE
ARAUJO, JESSICA NAYARA GOES; NASLAVSKY, MICHEL SATYA; WANG, JAQUELINE YU TING;
KROMNENBERGER, THALES; CERDA, ALVARD; LIN-WANG, HUI TZU; GAROFALO, ADRIANA REGINA;
FAJARDO, CRISTINA MORENO; HIRATA, ROSARIO DOMINGUEZ CRESPO; HIRATA, MARIO HIROYUKI
Genomics, epigenomics and pharmacogenomics of Familial Hypercholesterolemia (FHBGEPR): A study
protocol. Research in Social & Administrative Pharmacy. , 2020.

Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo)

1. BORTOLIN, R.H.; BRAGA, AECIO A; GRACIANO-SALDARRIAGA, MAGDA E; HIRATA, THIAGO DC;
MAUREIRA, A D. C; FREITAS, R. C. C.; LIN-WANG, HUI TZU; BORGES, J. B.; FRANGA, JOAO ID;
MASI, LAUREANE N; CURI, RUI; PITHON-CURI, TANIA C; SAMPAIO, MARCELO F; CASTRO, LARA R;
BASTOS, G. M.; HIRATA, R. D. C.; HIRATA, M. H.
Circulating miR-421 expression is associated with insulin resistance in metabolic syndrome patients In: 71st
AACC Annual Scientific Meeting & Clinical Lab Expo, 2019, Anahein.

T1st AACC Annual Scientific Meeting & Clinical Lab Expo. ., 2019.

2. FAJARDO, CRISTINA MORENO; BORTOLIN, R.H.; MAUREIRA, A. D. C.; FREITAS, R. C. C.; Oliveira,
R; Moraes, T. |.; Malaguias, V.B.; HIRATA, M. H.; HIRATA, R. D. C.
IRS2 rs1865434 variant is associated with adiposity and insulin resistance in Brazilian subjects In: 71st
AACC Annual Scientific Meeting & Clinical Lab Expo, 2019, Anahein.

T1st AACC Annual Scientific Meeting & Clinical Lab Expo. , 2019.

3. FREITAS, R. C. C.; BORTOLIN, R.H.; BORGES, J. B, LOS, B.; HEENANDEZ, C. D.; MORI, AUGUSTO

AKIRA; OLIVEIRA, VICTOR FERMANDES DE; FERREIRA, GLAUCIO MONTEIRO; MARCAL,

ELISANGELA DA SILVA RODRIGUES; BASTOS, G. M.; FAJARDO, CRISTINA MORENO; GONCALVES,

R.M.; FALUDI, A. A; LUCHESSI, A. D.; HIRATA, ROSARIO D. C.; HIRATA, MARIO H

miRNA Predictive Profile Based on LDLR, APOB and PCSK9 3JUTR Variants as Potential Biomarker for

Familial Hypercholesterolemia In: 71st AACC Annual Scientific Meeting & Clinical Lab Expo, 2019, Anahein.
T1st AACC Annual Scientific Meeting & Clinical Lab Expo. , 2019.

4. BORTOLIN, R.H.: FREITAS, R. C. C.: VECCHIA GENVIGIR, FABIANA DALLA; BONEZI, V.; FELIPE,
CLAUDIA ROSSO; TEDESCO-SILVA, HELIO; MEDINA-PESTANA, JOSE OSMAR; MAUREIRA, A. D. C;;
HIRATA, M. H.; HIRATA, ROSARIO D. C.
Tacrolimus-based therapy modifies expression of microRMNAs in urinary exosome of kidney transplant
recipients In: XX Congresso Farmacéutico de Sao Paulo, 2019, S50 Paulo.

XX Congresso Farmacéutico de Sao Paulo. , 2019.

5. BORGES, J. B.; THUROW, H.; HERNANDEZ, C. D.; FREITAS, R. C. C.; BASTOS, G. M_; GONCALVEZ,
R.; FALUDI, A.; HIRATA, R. D. C.; HIRATA, M. H.
Characterization of the Most Frequent Variants in a Brazilian Population with Familial Hypercholesterolemia
In: ACMG - Annual Clinical Genetics Meeting, 2018, Charlotte.

ACMG - Annual Clinical Genetics Meeting. . 2018.

6. HERNANDEZ, C. D.; LOS, B.; BORGES, J. B.; FREITAS, R. C. C.; BASTOS, G. M.; GONCALVES, R. M.;
FALUDI, A. A.; HIRATA, R. D. C; HIRATA, M. H.
INFLUENCIA DA VARIANTE APOAS C.56G>C NO PERFIL LIFIDICO DE INDIVIDUOS COM
HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIAL In: 73° Congresso Brasileiro de Cardiologia, 2018, Brasilia/DF.

Anais do 73° Congresso Brasileiro de Cardiologia. , 2018.

7. LOS, B.; FREITAS, R. C. C.; BORTOLIN, R. H; HERNANDEZ, C. D.; BORGES, J. B.; BONEZI, V.;
HIRATA, R. D. C_; HIRATA, M. H.

mRMA-microRMA integrated analysis in Familial Hypercholesterclemia using Watson platform and
microarray datasets In: X-meeting 2018 - 14th International Conference of the AB3C, 2018, Sao Pedro.
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Anais do X-meeting 2018 - 14th International Conference of the AB3C. , 2018.

8. FREITAS, R. C. C.; BORTOLIN, R. H.; MENEGUELLO, L.; TAMBORLIN, L.; LOPES, M. B.; SILEIGER, V.
N.; HIRATA, R. D. C.; HIRATA, M. H.; LUCHESSI, A. D.; LUCHESSI, A. D.
miR-26a and miR-15b expression profiles as a potential early biomarker for clopidogrel-induced
hepatotoxicity In: 69th AACC Annual Scientific Meeting & Clinical Lab Expo, 2017, San Diego.

Anais da 69th AACC Annual Scientific Meeting & Clinical Lab Expo. , 2017.

9. FREITAS, R. C. C.; BORTOLIN, R. H_; TAMBORLIN, L.; MENEGUELLO, L.; PEREIRA, K. D_; SILBIGER,
V. N_; LUCHESSI, A. D; LUCHESSI, A D.
Clopidegrel Toxicity Measuring by Flow cytometry: A pilot study in HepG2 cell line In: 45a Reuniac Anual da
Sociedade Brasileira de Bioguimica e Biologia Molecular, 20186, Natal.

Anais da 45a Reunidao Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular. , 20186.

10. FREITAS, R. C. C.; BORTOLIN, R. H.; LOPES, M. B.: HIRATA, M. H.; HIRATA, R. D. C.; SILBIGER, V.

N.; LUCHESSI, A. D.

In Silico Analysis of miRNA and mRMNA Gene Expression profiles: Interaction Gene-Toxicity of Antiplatelet

Therapy In: 45a Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular, 2016, Natal.
Anais da 45a Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioguimica e Biologia Molecular. , 2016.

11. LOPES, M. B.; FREITAS, R. C. C.; HIRATA, M. H.; HIRATA, R. D. C.; REZENDE, A. A.; SILBIGER, V.
M.; BORTOLIN, R. H.; LUCHESSI, A. D.
Integrative in Silico Analysis of miRNA and mRNA Expression Profiles in Left Ventricle of Diabetic Rats In:
45a Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioguimica e Biologia Molecular, 2016, Matal.

Anais da 45a Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioguimica e Biologia Molecular. , 20186.

Apresentagdo de trabalho e palestra

1. LUCHESSI, A. D.; BRION, M.; SILBIGER, V. N.; BORTOLIN, R. H.; FREITAS, R. C. C.; INIGUEZ, A
BRAVO, M.; BASTOS, G.; HIRATA, R. D. C.; CARRACEDQO, A.; HIRATA, M. H.

VARIAGOES GENETICAS NA CYP2C19, CYP2C9, CYP5A1 E ITGAZ ASSOCIADAS COM A FALTA DE
RESPOSTA AO CLOPIDOGREL, 2017. (Congresso Apresentagdo de Trabalho)
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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 gue ndo necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

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

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

DADOS DO PARECER

Niamero do Parecer: 2.587.235

Apresentagdo do Projeto:

N® DO PROTOCOLO DO CEP:4398/ 2013

A hipercolesterolemia familial (HF) &€ uma doenga autosstmica dominante com bases genéticas ainda ndo
totalmente esclarecidas. O presente

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

com HF diagnosticada fenctipicamente, em seis centros de pesguisa de diferentes regies 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 PCSK9 por citometria de fluxo, com estudo de
interagio com receptores de LOL em

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

de miRNAs circulantes em amostras de plasma por PCR array; (iv) perfil de metilagio dos genes LDLR,
APOB e PCSKY em leucocitos por

Enderago: Av. Dr. Dante Pazzanese N.° 500, Torre 6° andar

Bairro: |birapuera CEP: 04.012-908
UF: SP Municiplo: SAO PAULO
Telefone: (11)5085-6040 Fax: (11)5085-6040 E-mall: cep@dantepazzanese.org.br
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pirosseguenciamento; (v) analise farmacogendmica incluindo genes envolvidos no metabolismo e na
resposta a hipolipemiantes. As analises de

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

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

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

pacientes afetados, e possibilitar a criag8o de um banco nacional de dados gendmicos que auxilie na
orientagdo da conduta diagndstica molecular

para pacientes com fendtipo HF e seus familiares. Contribuira para a formagao de recursos humanos,
consolidagio da pesquisa e integracio das

instituigdbes envolvidas.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

|dentificar 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 polimorficas em pacientes

com diagnostico 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 LOLR in vitro pelo perfil de captagao 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 captagio de LOL oriunda de
portadores de HF, em células HepG2 e

HUVEC,

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

funcionalidade independente da presenca de outras variantes.

Enderago: Av. Dr. Dante Pazzanese N.° 500, Torre 6° andar

Bairro: Ibirapuera CEP: 04.012-509
UF: SP Municiplo: SAO PAULO
Telefone: (11)5085-6040 Fax: (11)5085-6040 E-mall: cep@dantepazzanese.org.br
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+ Avaliar o perfil de expressao diferencial de miRNAs circulantes entre os diferentes padrdes fenotipicos de
HF encontrados em nossa populagio;

« Avaliar o perfil de metilagdo 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.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os participantes deste estudo nio se submeterdo a procedimentos adicionais, exceto a coleta de material
biologico 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 guando coletam
sangue, mas os sintomas desaparecem

guando a pessoa se deita.

Beneficios:

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

importantes para melhorar o diagnostico, progndstico e a prevengio dos eventos cardiovasculares em
pacientes com dislipidemias primarias.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Sem restrigbes do ponto de vista de ética em pesqguisa

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

1_Inclusao de 4 centros participantes;

uUsp

HC de porto alegre

UNICAMP

Cruzeiro do sul educacional s.a

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Sem restricdes do ponto de vista de ética em pesquisa

Enderego: Av. Dr. Dante Pazzanese N.® 500, Torre 6° andar

Bairro: Ibirapuera CEP: 04.012-900
UF: 5P Municiplo: SAD PAULO
Telefone: (11)5085-6040 Fax: (11)5085-6040 E-mall: cep@dantepazzanese.org.br
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Consideracoes Finais a critério do CEP:

g

mo

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

com as atribuigbes definidas na Resolugio 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 aprovagio da emenda.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo

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

Informagdes Basicas|PB_INFORMAGCOES_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 Detalhade / |HF_CEP_ultima_versao.pdf 30/06/2016 |Jessica Bassani Aceito

Brochura 16:00:32 |Borges

Investigador

TCLE / Termos de  |HF_TCLEZ2 pdf 30/06/2016 |Jéssica Bassani Aceito

Assentimento / 15:58:44 |Borges

Justificativa de

Auséncia

Declaragao de Justificativa_ CEPIDPC _vinculo_Instituci | 11/12/2015 |Jéssica Bassani Aceito

Pesguisadores 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 mudanga 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

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Enderego: Av. Dr. Dante

Bairro: |birapuera
UF: 5P
Telefone: (11)5085-6040

Pazzanese N.° 500, Torre 6° andar
CEP: (04.012-909

Municiplo: SAD PAULD

Fax: (11)5085-6040

E-mall:

cep@dantepazzanese.org.br
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SAO PAULO, 09 de Abril de 2018

Assinado por:
Pedro Silvio Farsky
(Coordenador)

Endereco: Av. Dr. Dante Pazzanese N.° 500, Torre 6° andar

Bairro: |birapuera CEP: 04.012-909
UF: SP Municiplo: SAO PAULO
Telefone: (11)5085-6040 Fax: (11)5085-6040 E-mall: cep@dantepazzanese.org.br
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Projeto wash-out
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Perfil epigendmico na hipercolesterclemia familial: contribuicdo ac estudo de
biomarcadores e terapia personalizada

Pesquisador: RODRIGO MARQUES GONCALVES

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

Versdo: 2

CAAE: 05234918.4.0000.5462

Instituigdo Proponente: Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia - SP

Patrocinador Principal: FUNDACAQ DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 3.179.465

Apresentagao do Projeto:

N® DO PROTOCOLO DO CEP:4914/2019

N® DE PARTICIPANTES DA PESQUISA:310

Este estudo se trara de uma pesquisa prospectiva longitudinal de intervengio. Para este estudo sero
selecionados 210 pacientes com HF

selecionados considerando uma variabilidade da expressdo de miRNAs de aproximadamente 4, poder de
95% e margem de erro () de 5%. Os

pacientes selecionados s3o de prevengio primaria, maiores de 18 anos, de ambos os géneros incluidos no
estudo principal, em uso de sinvastatina

(20-80 mg) ouatorvastatina (20-80 mg), provenientes da Segdo Médica de Dislipidemias do Instituto Dante
Pazzanese de Cardiologia. A selegio dos

pacientes sera realizada juntamente com um cardiologista dessa Se¢do Médica que avaliara a possibilidade

Enderego: Av. Dr. Dante Pazzanese N.° 500, Torre 6° andar

Bairro: |birapuera CEP: 04.012-909
UF: SP Municiplo: SAD PAULO
Telefona: {11)5085-6040 Fax: (11)5085-6040 E-mall: cep@dantepazzanese org.be
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de participarem do estudo e terem sua

medicagio hipolipemiante interrompida por 6 semanas (wash-out). Também serdo selecionados 100
individuos normolipidémicos (ML, sem

diagnéstico clinico de dislipidemia). O grupo NL sera utilizado como controle do estudo, possibilitando
identificar potenciais biomarcadores de estadometabdlico, uma vez quepossuem perfil lipidico normal em
comparagao com o HF. Serdo excluidos os

individuos que n3o aceitarem participar do

protocolo ou que apresentem as seguintes condigBes clinicas: insuficiéncia hepatica, insuficiéncia renal
(depuragao de creatinina menor que 30ml/min) e/ou sindrome nefrética,

neoplasias,anticorpos anti-HIV, disfungao tirecideana e sindrome de Cushing. Também serdo excluidas
mulheres gravidas e individuos que

desistirem da participag@o em gualguer momento do estudo.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

|dentificar potenciais biomarcaderes de estado metabdlico e de resposta terapéutica a estatinas pela
avaliagao do perfil epigendmico de pacientes

com Hipercolesterclemia Familial.

Objetivo Secundario:

Descrever o perfil de miRs circulantes em pacientes com HF e comparar com o de individuos
normolipidémicos. Identificagdo in silico de genes

alvos dos miRs diferencialmente expressos e analisar sua expressio em sangue periférico dos pacientes
com HF e individuos normolipidémicos.

Descrever o perfil de metilagao de genes relacionados com a homeostase do colesterol e a resposta a
estatinas em pacientes com HF e comparar

com o de individuos normolipidémicos; Avaliar a influéncia de estatinas no perfil de miRs

Enderego:  Av. Dr. Dante Pazzanese N.° 500, Torre 6° andar

Bairro: |birapuera CEP: 04.012-809
UF: 5P Municiplo: SAOQ PAULO
Telefone: (11)5085-6040 Fax: (11)5085-6040 E-mall: cep@dantepazzanese.org.br
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circulantes de

pacientes com HF; Analisar a influéncia de

estatinas no perfil de metilagdo de genes relacionados a homeostase do colesterol e a resposta a estatinas.
|dentificar biomarcadores epigendmicos

com potencial aplicago na avaliagdo de estado metabdlico de pacientes com HF; Identificar miRs
circulantes associados com a resposta terapéutica

e eventos adversos relacionados com estatinas.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Riscos aos pacientes selecionados: algum desconforto durante a coleta de sangue ou durante a entrevista
que demora aproximadamente 20

minutos. Também pode ter risco de problemas causados pela pungdo venosa periférica (coleta de

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:
O projeto preenche os requisitos fundamentais da Resolugdo CNS 466 de 12 de Dezembro de 2012, sobre
as Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisa Envolvendo Seres Humanos, do Conselho Macional

de Saude / Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria e as Boas Praticas de Pesquisa Clinica do ICH-GCP.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

1)Fazer o TCLE dos dois grupos, um para cada grupo (Pendéncia Atendida)

2)Esclarecer o orgamento referente aos exames que estao fora da rotina e que nao estio sendo informado
no orgamento;{Pendéncia Atendida)

3)Informar e esclarecer critérios de exclusdo referentes pacientes com diabetes e doengas

coronarianas.(Pendéncia Atendida)

Recomendagdes:

Infarmar imediatamente:

Relatorio sobre qualguer evento adverso ocorrido.

Comunicar qualguer alteragao no projeto efou no TCLE atraves de emenda. Elaborar e enviar via Plataforma
Brasil ac CEP relatdrios:

Semestrais sobre o andamento da pesquisa e o Relatorio Final do Estudo.

Endarago: Av. Dr. Dante Pazzanese N.° 500, Torre 6° andar

Bairro: Ibirapuera CEP: 04.012-009
UF: 5P Municipio: SAD PAULO
Telefone: (11)5085-6040 Fax: (11)5085-6040 E-mall: cep@dantepazzanese.org.br
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Continuagio do Parecer: 3.170.465

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Nao foram observados dbices éticos.

Consideragbes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, O Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia, de acordo
com as atribuigbes definidas na Resolugao CNS n® 466 de 2012, resolugio 510/96 e da Norma Operacional
n® 001 de 2013 do CNS, apos analise das pendéncias em reunido ordinaria de 27/09/2019 manifesta-se pela
aprovacgio do estudo.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situagao
Informacdes Basicas|PE_INFORMACOES_BASICAS DO _P | 19/02/2019 Aceito
do Projeto ROJETO 1275244 pdf 13:00:05
Orgcamento Orcamento.pdf 19/02/2019 |RODRIGO Aceito
12:38:21  |MARQUES

Outros Carta_Pendencias_pdf 19/02/2019 |RODRIGO Aceito
12:38:03 |MARQUES

TCLE / Termos de | TCLE_controle_final.pdf 19/02/2019 |RODRIGO Aceito

Assentimento / 09:34:40 |MARQUES

Justificativa de GONCALVES

Auséncia

TCLE / Termos de | TCLE_pacientes_com_alteracoes_final. | 19/02/2019 |RODRIGO Aceito

Assentimento / pdf 09:34:34 |MARQUES

Justificativa de GONCALVES

Auséncia

Projeto Detalhado / |Projeto_Pendencias_com_alteracoes_finl 19/02/2019 |RODRIGO Aceito

Brochura al.pdf 09:34:24 |MARQUES

Investigador GONCALVES

Outros Declaracoes.pdf 18/02/2019 |RODRIGO Aceito
12:19:49  |MARQUES

Folha de Rosto folha_de_rosto_assinadafinal.pdf 21M12/2018 |RODRIGO Aceito
12:15:03  |MARQUES

Cronograma Cronograma_de_atividades.pdf 12/12/2018 |RODRIGO Aceito
16:40:06  |MARQUES

Situagao do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciacao da CONEP:
MNao

Enderago: Av. Dr. Dante Pazzanese M.* 500, Torre 6° andar

Balrre: Ibirapuera CEP: 04.012-909
UF: 5P Municiple: SAD PAULO
Telefone: (11)5085-6040 Fax: (11)5085-6040 E-mall: cep@dantepazzanese.org.be
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Besttata DANTE SATTANEU

Continuagio do Parecer: 3.170.465

SAO PAULO, 01 de Margo de 2019

Assinado por:
Pedro Silvio Farsky
(Coordenador(a))

Endereco: Av. Dr. Dante Pazzanese N.° 500, Torre 6° andar

Bairro: |birapuera CEP: 04.012-009
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)5085-6040 Fax: (11)5085-6040 E-mail: cep@dantepazzanese.org.br
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SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
Coordenadoria de Servigos de Salde
INSTITUTO DANTE PAZZANESE DE CARDIOLOGIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

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

CENTRO: INSTITUTO DANTE PAZZANESE DE CARDIOLOGIA

INVESTIGADOR: JESSICA BASSANI BORGES

NUMERO DO PACIENTE:

INICIAIS DO PACIENTE:

OBJETIVO DESTE ESTUDO

Vocé esta sendo convidado para participar deste estudo que ira avaliar as alteragdes
genéticas que podem ser causadoras de dislipidemia primaria ou afetar o seu tratamento. As
informacdes obtidas deste estudo serdo importantes para melhorar o diagndstico, prognéstico
e a prevencdo dos eventos cardiovasculares em pacientes com dislipidemias primarias
(gorduras no sangue alteradas de origem genética).

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Caso vocé concorde em participar deste estudo, vocé recebera o mesmo cuidado que
hoje & aplicado nesta instituicdo a todos os pacientes que passam no Departamento de
Dislipidemias. Sera necessario que vocé responda algumas perguntas sobre habitos de vida,
histdrico de doengas, 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. Pode ser necessario uma nova coleta de sangue para
testes adicionais, caso isto acontega o senhor (a) sera convidado a uma nova visita onde

Rubricas Av. Dr. Dante Pazzanese, 500, Prédio da Administrag&io, 1° andar » Ibirapuera » S80 Paulo — SP « CEP: 04012-00% »
Paciente Laboratdnio de Biologia Molecular (LIMC) « Fone: (11) 5085-6086 - E-mail: thisgodch@gmail com
Investigador FORM 001IDPC Mar/09 rev.1
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serdo coletados mais 16ml de sangue. Se o (a) senhor (a) concordar, seu material sera

conservado e guardado no Laboratério de Investigagdo 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 analises clinicas que serio realizados:

a. Hemograma completo i. Insulina

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

d. ApoB . CPK

e. Colesterol Total e fragdes m. TSH, T4

f. Triglicérides n. Uréia

g. Glicemia o. Creatinina

h. Hemoglobina glicada

RISCOS E DESCONFORTOS

Os participantes deste estudo ndo terdo riscos além das intercorréncias inerente a
pungdo venosa periférica (coleta de amostra de sangue) como formagdo de hematomas,
flebite, breve dor, que sdo raras e sem maiores complicagdes clinicas. Algumas pessoas tém

vertigens guando coletam sangue, mas os sintomas desaparecem guando a pessoa se deita.
BENEFICIOS POTENCIAIS
VVocé ndo recebera qualquer beneficio direto ou pagamento por sua participacéo, pois

se frata de um estudo desenhado para determinagio dos processos fisiopatoldgicos visando

ao incremento do conhecimento sobre o tema.

Rubricas Av. Dr. Dante Pazzanese, 500, Prédio da Administragéo, 1% andar « Ibirapuera » S3o Paulo — SP « CEP: 04012-009 »
Paciente Laboratdrio de Biologia Molecular (LIMC) « Fone: (11) 50856086 « E-mail: thisgodchi@amail.com
Investigador FORM 001IDPC Mar/09 rev.1
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Caso seja de seu interesse, serdo disponibilizados os resultados dos exames

laboratoriais e dos testes genéticos no final da pesquisa.

ALTERNATIVAS A PARTICIPACAO

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

CONFIDENCIALIDADE

Assinando o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido vocé estad 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 serd mantida em segredo gquando 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 ndo. A coleta e analise de
dados de estudos médicos sdo consideradas pessoais protegidas por leis nacionais e
internacionais. Seu médico sera informado de sua participagdo 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 voluntdria. Vocé pode se recusar a participar ou
pode desistir, a qualquer momento durante o estudo, sem ter que dar explicagdes. Isso

Rubricas Av. Dr. Danta Pazzanese, 500, Prédio da Administragio, 17 andar » Ibirapuera « Sa0 Paulo — SP « CEP: 04012-009 «
Paciente Laboratdno de Biologia Molecular (LIMC) « Fone: (11) 5085-6086 « E-mail: thisgodchi@gmail.com
Investigador FORM 001IDPC Mar/08 rev.1
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néomudaré a qualidade de atendimento que vocé estara recebendo muito menos em

qualquer tipo de penalidade.

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

continuara sendo feito pelo seu medico.
SOLICITAGAO DE INFORMAGOES ADICIONAIS

O pesquisador Mario Hiroyuki Hirata, Jéssica Bassani Borges efou Thais Kristini
Almendros Afonso, tel. (011) 5085-6086 ou (011) 5085-6574 ira responder todas as duvidas
que vocé possa ter sobre sua participagdo neste estudo. Em caso de dulvidas ou
preocupacdes 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 copia deste termo sera entregue para vocé.

Li e compreendi este termo de consentimento e todas as minhas davidas 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 tambem 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
Rubricas Av. Dr. Dante Pazzanesa, 500, Prédio da Administragio. 1° andar « Ibirapuera » S80 Paulo — SP = CEP: 04012-009 -
Paciente Laboratino de Biologia Molecular (LIMC) » Fone: (11) 50858088 - E-mail: thisgodeh@gmail.com
Investigador FORM 001IDPC Mari09 rev.1
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SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
Coordenadoria de Servigos de Salde
INSTITUTO DANTE PAZZANESE DE CARDIOLOGIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TITULO DO ESTUDO: PERFIL EPIGENOMICO NA HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIAL: CONTRIBUIGAO
AQ ESTUDO DE BIOMARCADORES E TERAPIA PERSONALIZADA

Namero do Participante da Pesquisa:
Iniciais do Participante da Pesquisa:

1) INTRODUGAO

Antes de concordar em participar deste procedimento, & importante que vocé leia e entenda as
explicacbes a seguir. O Comité de Etica em Pesquisa deste hospital revisou os objetivos e a conducdo proposia
para o estudo, tendo sido aprovado e recebeu parecer favoravel a sua realizagdo.

2) CONVITE

Convidamos o(a) Sr(a) para
participar de um procedimento da pesquisa intitulada “Perfil epigenémico na hipercolesterolemia familial:
contribuicdo ao estudo de biomarcadores e terapia personalizada”, desenvolvida pelo Dr. Rodrigo Marques
Gongalves.

3) FINALIDADE

‘océ esta sendo convidado para participar deste estudo que ira fazer analises de biologia molecular
para avaliar as alteracdes no perfil de metilagdo de DNA (alteragdes que ndo modificam o DNA) e expressao
de miRNAs (pequenas moléculas que sao alteradas pelas doengas) que podem ser causadoras de dislipidemia
primaria ou afetar o seu tratamento. As informacgdes obtidas deste estudo serdo importantes para descobrir
doencas do coragdo e ajudar no tratamento.

Critérios Inclusao:

Pacientes com Hipercolesterolemia Familial em prevengdo primaria, com idade maior de 18 anos,
homens efou mulheres, em uso de sinvastatina (20-80 mg) ou atorvastatina (20-80 mg), indicados pelo médico
participante do estudo.

Critérios de Exclusao:

Pacientes que ndo aceitarem participar do protocolo ou apresentarem condigdes que possam interferir
nos resultados, sendo elas, doenga arterial coronariana, diabetes tipo 2 (com dois exames de glicemia em
jejum superiores a 126 mg/dL), insuficiéncia hepatica, insuficiéncia renal (depuragdo de creatinina 30ml/min)
e/ou sindrome nefrética, neoplasias, anticorpos anti-HIV, disfungdo tirecidiana e sindrome de Cushing,
mulheres gravidas. Também serdo excluidos os pacientes gue desistirem da participagdo em qualgquer
momento do estudo.

Rubrica do Participante da Pesquisa:

RUERICA DO PESQUISADOR:
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4) DURAGAO ESPERADA PARA A PARTICIPAGAO

Sua participagdo, na pesquisa, sera de 12 semanas e vocé tera que comparecer a Se¢do Médica de
Dislipidemias do IDPC trés vezes para passar por consultas médicas, responder questionarios e fazer exames
de laboratdrio. Os detalhes de sua participagdo na pesquisa estdo indicados no item de Procedimentos,
indicados a seguir.

5) PROCEDIMENTOS

Caso vocé concorde em participar deste estudo, vocé recebera o mesmo cuidado que hoje € aplicado
nesta instituicdo a todas as pessoas atendidas na Secdo Médica de Dislipidemias do IDPC. Vocé sera
entrevistado para responder algumas perguntas sobre habitos de vida, doencgas que teve, historico familiar e
tratamentos que fez. Também vamos ver seu prontuario para ver os resultados dos seus exames laboratoriais.

Na primeira consulta, seu médico vai orientar vocé a parar de tomar a medicagdo para o colesterol
durante 6 semanas. Nesse dia, vao ser coletadas amosiras de sangue para os exames que vocé ja faz no
laboratério e também amostras para andlises de biclogia molecular.

Na segunda consulta, depois de 6 semanas que vocé parar de tomar a medicagdo para o colesterol, seu
médico vai fazer uma avaliagdo e dar uma receita de estatina que & um medicamento para o colesterol que
vocé vai tomar durante 6 semanas. No dia da segunda consulta, v3o ser coletadas amostras de sangue para
os exames que vocé ja faz no laboratério e também amostras para analises de biologia molecular.

Na terceira e ultima consulta, vocé sera reavaliado pelo médico, serdo coletadas amostras de sangue
para os exames de rotina e para analises de biologia molecular e vocé sera novamente entrevistado para
responder algumas perguntas sobre o seu tratamento.

Com a participag@o desta pesquisa, vocé podera ter algum desconforto durante a coleta de sangue.
Também pode ter algum desconforto durante a entrevista que demora aproximadamente 20 minutos. Com a
pesguisa vocé podera ter risco de aumento do colesterol quando parar a medicagdo para o colesterol, mas o
risco sera diminuido pelo acompanhamento do médico. Vocé também pode ter risco de problemas causados
pela pungio venosa periférica (coleta de amostra de sangue), tais como formacgao de hematomas, flebite, breve
dor, que sdo raras e sem maiores complicagdes clinicas. Algumas pessoas tém vertigens quando coletam
sangue, mas os sintomas desaparecem quando a pessoa se deita.

6) SUAS RESPONSABILIDADES

Em caso de apresentar qualgquer sintoma ou desconforto vocé devera contatar o médico do estudo
imediatamente. O médico perguntard o que vocé estd sentindo e agendard uma visita. Se vocé decidir
interromper a medicagdo, serd pedido que vocé retorne para uma visita e passe por uma avaliagdo médica para
a sua propria seguranca.

Rubrica do Participante da Pesquisa: RUBRICA DO PESQUISADOR:
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7) CONTATO EM CASO DE EMERGENCIA/CONTATO COM O CEP

Em qualguer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para
esclarecimento de eventuais ddvidas. O pesquisador responsavel pelo estudo, Dr. Rodrigo Marques Gongalves,
podera ser encontrado no enderego Avenida Dr. Dante Pazzanese, 500 — Setor de Dislipidemias — CEP 04012-
180 — S&o0 Paulo — SP - Telefones 11 5085-6086. Vocé também podera entrar em contato com as auxiliares do
estudo: Carolina Dagli Hernandez (11 97255-2715), Elisangela da Silva Rodrigues Marcal (11 96524-1963) e
Renata Caroline Costa de Freitas (11 97044-6559).

Se vocé tiver alguma duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o CEP — Comité de Etica
em Pesquisa do Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia — Av. Dr. Dante Pazzanese, 500 - Prédio | - CEP
04012-909 — Telefone 11 5085-6040. O CEP & um grupo formado por profissionais capacitados que fazem a
revisdo ética inicial e continua do estudo de pesquisa para manter sua seguranga e proteger seus direitos.

Se vocé procurar por atendimento emergencial em outro hospital ou se for necessaria internagao, avise
o médico que vocé faz parte de um estudo de pesquisa realizado pelo Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia.

8) PARTICIPAGAO VOLUNTARIA/DESCONTINUAGAO

Vocé pode optar por ndo participar por qualquer razdo sem penalidade ou perda dos beneficios aos
quais tem direito e sem qualquer efeito sobre seu tratamento futuro. O médico podera interromper ou reintroduzir
a medicagdo pelas seguintes razdes: se o tratamento aparentar ser prejudicial a vocé, se vocé ndo seguir as
instrugoes.

Vocé tem garantida a liberdade de recusar sua participagdo ou retirar seu consentimento em qualgquer
fase deste procedimento, sem penalizagao, tendo assegurado o anonimato e a privacidade durante a realizagdo
da pesquisa.

Rubrica do Participante da Pesquisa: RUEBRICA DO PESQUISADOR:
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9) DECLARAGAO DE CONSENTIMENTO — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Fui informado (a) de todos os detalhes relacionados com os efeitos conhecidos e imprevisiveis, efeitos
colaterais e riscos referentes ao estudo.

Fui esclarecido (a) sobre meu direito a tratamento e as terapias alternativas que sera mantido.

Ao assinar este termo de consentimento de forma voluntaria ndo estarei abrindo mao de meus direitos
legais.

Recebi uma via rubricada e assinada em todas as paginas deste Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido

Li e entendi as informacgdes apresentadas nesse Termo de Consentimento Livre e Esclarecidas. Pude
fazer perguntas e todas minhas dlvidas foram esclarecidas.

Nome do paciente:

DATA: | |

Assinatura do Paciente

Nome da Testemunha (se necessario):

DATA [ |

Assinatura da Testemunha

Nome do Pesquisador:
(Nome da Pessoa Autorizada da Equipe do Estudo que esta Obtendo o Consentimento Livre e Esclarecido)

DATA | |

Assinatura do Pesquisador

Rubrica do Participante da Pesquisa: RUBRICA DO PESQUISADOR:
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