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RESUMO 

FREITAS, R. C. C. Avaliação do perfil de microRNAs exossomais em portadores de 

hipercolesterolemia familial. 2022. 144f. Tese (Doutorado) – Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2022. 

 

A Hipercolesterolemia Familial (HF) é uma doença hereditária do metabolismo lipídico que 

causa aos portadores alta incidência de aterosclerose prematura. A HF pode ser diagnosticada 

clínica e geneticamente, entretanto, apenas cerca de 40% podem ter confirmados pelo 

diagnostico molecular. Assim, outros sistemas de diagnóstico devem ser avaliados. 

Ultimamente devido a estabilidade em fluidos biológicos, os exossomos circulantes apresentam 

grande potencial, pois carreiam um número variado de compostos e são considerados veículos 

de intercomunicação entre os tecidos. Sabe-se que vários RNAs são carreados nos exossomos, 

incluindo miRNAs, lncRNA e uma variedade de proteínas. Estes componentes podem ser 

marcadores de diagnóstico para várias doenças inclusive a HF e suas complicações 

cardiovasculares. Foram utilizadas amostras de exossomos plasmáticos provenientes de 54 

pacientes HF sem uso de estatina por, no mínimo, seis semanas, e 38 indivíduos 

normolipidêmicos para sequenciamento de miRNAs e estudo da proteômica. Os exossomos 

foram isolados utilizando dois métodos – precipitação química e cromatográfica de exclusão de 

tamanho e caraterizados utilizando: dispersão de luz dinâmica, Western blotting, rastreamento 

de nanopartículas (NanoSight), imunomarcação e microscopia eletrônica de transmissão. Os 

miRNAs e proteínas foram extraídos dos exossomos e analisados por sequenciamento de nova 

geração e espectrometria de massa, respectivamente. Os dados clínicos, biodemográficos e 

laboratoriais dos pacientes HF e controles indicaram diferenças significativas esperadas entre 

os grupos, indicando que foram selecionados adequadamente. A caracterização físico-química 

dos exossomos mostrou resultados com tamanho de ˜90nm e imunorreação positiva para 

tetraspaninas. O resultado do sequenciamento identificou acima 2000 miRNAs. Os miR-122-

5p e miR-21-5p apresentaram expressão aumentada no grupo HF (log2FC=1,79 e log2FC=1,27, 

respectivamente), e o miR-122-5p pós normalização em relação ao controle manteve 

significativo comparados ao controle (p=0,034). A análise comparativa entre exossomos e 

plasma total mostrou diferença significativa, pois foram identificadas 239 proteínas (p <0,05) 

diferentes entre exossomos e plasma. Em exossomos, 17 proteínas foram aumentadas e 21 

diminuídas em pacientes com HF em comparação com o controle (p <0,05). Destas, seis 
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proteínas foram mais abundantes em HF e sete proteínas foram menos abundantes em 

exossomos de pacientes com HF em comparação com o controle. A análise de enriquecimento 

por bioinformática mostrou que a maior parte dessas moléculas (miRNAs e proteínas) foram 

relacionadas com metabolismo lipídico, dislipidemia, aterosclerose, doença arterial 

coronariana, adipogênese. Assim, na busca de novos alvos como potenciais biomarcadores de 

diagnóstico da HF, nossos resultados da análise integrativa entre os miRNAs e as proteínas 

exossomais abre novas frentes de pesquisa mais bem direcionadas, para a validação desses 

miRNAs e proteínas exossomais. 

 

Palavras-chave: Hipercolesterolemia Familial, exossomos, miRNAs, proteínas, 

sequenciamento de nova geração, 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, lncRNA, 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. INTRODUÇÃO 

1.1. Hipercolesterolemia familial: epidemiologia e parâmetros clínicos 

As dislipidemias são alterações funcionais que ocorrem em qualquer etapa do 

metabolismo lipídico, originando anormalidades nas concentrações de lipídios plasmático que 

incluem o aumento da concentração de colesterol total (CT), de colesterol da lipoproteína de 

baixa densidade (LDL-c) e de triacilgliceróis (TG) ou a diminuição do colesterol da lipoproteína 

de alta densidade (HDL-c) (FALUDI et al., 2017; MUTHUSAMY, 2016). As dislipidemias são 

um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento de aterosclerose e, 

consequentemente, doenças cardiovasculares (DCV), as quais representam um sério problema 

de saúde pública global (FALUDI et al., 2017; MURPHY et al., 2017; WENGROFSKY; LEE; 

N. MAKARYUS, 2019).  

As DCV no Brasil e no mundo são causadora de  alta taxa de morbidade e mortalidade, 

atingindo cerca de 17,9 milhões de vidas a cada ano (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 

2022). Além disso, são responsáveis por uma notável redução na expectativa e qualidade de 

vida, com enormes custos pessoais e em alguns países aos sistemas de saúde (AMINI; ZAYERI; 

SALEHI, 2021; MALLINSON et al., 2021). Neste cenário, a detecção precoce e o tratamento 

adequado das dislipidemias são fundamentais para a prevenção correta e controle da progressão 

das DCV (MANSUR; FAVARATO, 2016; RAAL; HOVINGH; CATAPANO, 2018).  

A Hipercolesterolemia Familial (HF) é uma dislipidemia primária considerada como 

problema de saúde mundial reconhecido pela Organização Mundial de Saúde desde 1997 

(OMS, 1997). Caracterizada pelo aumento isolado de lipoproteína de baixa densidade (LDL), 

sendo associada com risco de desenvolvimento de eventos cardiovasculares prematuros 

(AKIOYAMEN et al., 2019; WILEMON et al., 2020). A prevalência geral da HF é atualmente 

desconhecida e geralmente é pouco diagnosticada e consequentemente pouco tratada em todo 

mundo (AMERIZADEH et al., 2021). Essa prevalência tem sido tradicionalmente estimada em 

1:500 na forma heterozigota e 1:1.000.000 na forma homozigota, contudo, dados sugerem que 

a frequência global pode ser maior de 1:200 e 1:160.000, respectivamente, resultando em mais 

de 30 milhões de indivíduos 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 incidência de aterosclerose prematura é uma característica da HF e o início dos 

sintomas coronários pode ocorrer na infância (no homozigotos) ou no início 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 não tratada aumenta 13 vezes o risco de aterosclerose precoce (BIANCONI; 

BANACH; PIRRO, 2021). O risco de um indivíduo com HF na forma heterozigótica sem 

tratamento de desenvolver doença arterial coronariana (DAC) ou ir a óbito chega a 50% nos 

homens e 12% nas mulheres aos 50 anos de idade. Em relação a forma homozigota, quando não 

tratados, geralmente a sobrevivência não 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 clínicos e laboratoriais, e 

geneticamente nos países onde se estabelece como diretriz. No diagnóstico fenotípico de HF é 

considerado a concentração elevada de LDL-c (≥ 190 mg/dL em adultos), a história familiar de 

dislipidemias ou DAC precoces, além da presença de sinais clínicos, como xantomas tendinosos 

e arco córneo (AMERIZADEH et al., 2021; SANTOS et al., 2012). No entanto, nem todos os 

pacientes com HF apresenta suspeita clínica, que possa indicar necessidade de consulta médica, 

dificultando o diagnóstico e tratamento precoce da HF (MYTILINAIOU et al., 2018). 

O diagnóstico fenotípico de HF pode ser confirmado por testes genéticos. Nesse contexto, 

duas formas de heranças foram relatadas: autossômica dominante e autossômica recessiva. A 

grande maioria dos casos tem o padrão de herança autossômica dominante com 90% de 

penetrância (MEHTA et al., 2016; SINGH; BITTNER, 2015). O diagnóstico genético é muito 

importante na HF, pois pacientes com antecedentes genéticos para HF apresentam risco 

consideravelmente maior de DAC, em comparação com aqueles com causa idiopática ou 

secundária para HF, e podem ser tratados de forma mais rigorosa (KHERA et al., 2016; 

ZUURBIER; DEFESCHE; WIEGMAN, 2021). 

A HF autossômica dominante geralmente resulta de uma mutação no gene do receptor de 

LDL (LDLR) que leva a perda de função da proteína ou, menos comum, pelas mutações no 

gene APOB, que resultam em perda de função por reduzir a ligação de lipoproteínas contendo 

Apo B ao receptor de LDL ou uma mutação no gene que codifica a proteína convertase 

subtilisina/kexina tipo 9 (PCSK9) que leva ganho de função da proteína PCSK9 (SARRAJU; 

KNOWLES, 2019). 

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

LDL e, portanto, se classificam segundo o fenótipo como: classe 1 - síntese nula de proteína; 

classe 2 – retenção parcial ou total do receptor no retículo endoplasmático; classe 3 - defeito de 

ligação 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 patogênicas comprometem a ligação com o LDLR, 

resultando no aumento de LDL circulante. As variantes no gene da PCSK9 podem levar a perda 

de função proteica ou ganho de função. As variantes de ganho de função estão associadas ao 

aumento plasmático do LDL-c, em consequência do aumento da degradação do LDLR 

extracelularmente, por aumento da afinidade da PCSK9 ao receptor ou intracelularmente, 

enquanto é transportado para a membrana, levando a uma redução da expressão de LDLR 

resultando no acúmulo de LDL no plasma (BENITO-VICENTE et al., 2018). 

 As formas autossômicas recessivas de HF são mais raras, podem ser causadas por 

mutações no gene que codifica a proteína adaptadora do receptor da LDL Tipo 1 (LDLRAP1) 

(NAJAM; RAY, 2015). A proteína adaptadora é responsável pela associação de receptores de 

LDL nas depressões revestidas com clatrinas, sendo necessária para a endocitose eficiente do 

LDLR nas células (como hepatócitos e linfócitos). Variantes no gene da LDLRAP1 levam a 

produção de proteína com a perda de função causando o aumento do LDL-c (BRAUTBAR et 

al., 2015; FALUDI et al., 2017). Além disso, mutações nos genes ABCG5 e ABCG8 que 

codificam proteínas transportadoras da família ABC (ATP binding cassete) causam 

sitosterolemia, uma outra forma de HF recessiva, caracterizada pelo aumento plasmático das 

concentrações de esteróis de plantas, como sitosterol e campesterol, provenientes da dieta 

(LAMIQUIZ-MONEO et al., 2017; ZUURBIER; DEFESCHE; WIEGMAN, 2021). 

É importante destacar que as variantes genéticas explicam somente cerca de 60% da 

herdabilidade da dislipidemia e da doença cardiovascular (DCV). Nesse contexto, estudos 

sugerem que modificações 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 modificações epigenéticas têm um papel crucial na regulação da expressão gênica, 

integridade genômica e desenvolvimento evolutivo. Consistem em alterações herdáveis e 

reversíveis que ocorrem através de mecanismos moleculares independentes da sequência de 

DNA, como a metilação do DNA e os RNAs não codificantes (microRNAs, RNAS longos não 

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 pós transcricional que podem contribuir na elucidação dos mecanismos 

fisiopatológicos da HF e de suas complicações. 
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1.2. miRNA na hipercolesterolemia familial 

A concentração do colesterol celular e plasmático são mantidos através de mecanismos 

bem controlados, que regulam a expressão e atividade de principais genes envolvidos no seu 

metabolismo tanto a nível transcricional como pós-transcricional. O fato da sequência de genes 

envolvidos diretamente na homeostase do colesterol explicar somente parte do mecanismo 

molecular, tem que observado que o mecanismo de controle tem grande importância, na 

expressão final da proteína, o que também não se pode explicar pela expressão genica. 

Atualmente, o mecanismo pós-transcricional tem mostrado um fator importante na síntese final 

das proteínas. Os principais mecanismos controladores desta etapa molecular estão envolvidos 

os RNAs não codificantes, incluindo miRNA, lcnRNA e RNA circulares. Portanto, torna 

importante o conhecimento mais aprofundado destes reguladores e assim associar com as   

alterações no metabolismo do colesterol e da homeostase lipídica (CITRIN; FERNÁNDEZ‐

HERNANDO; SUÁREZ, 2021; PRICE; FERNÁNDEZ-HERNANDO, 2017). 

Os miRNAs têm sido considerado importantes reguladores de genes que codificam as 

proteínas da homeostase do colesterol, tais como SREBP1 e 2, ABCA1, LDLR, HMGCR e Apo 

A1, e sua expressão alterada está altamente associada a distúrbios metabólicos, como a 

dislipidemia (JEON; OSBORNE, 2016; ROTTIERS; NÄÄR, 2012). Além disso, tem sido 

discutido seu papel como importantes reguladores da concentração das lipoproteínas 

circulantes, controlando o LDL-c através da regulação pós-transcricional de genes envolvidos 

na secreção de VLDL, biossíntese do colesterol e expressão do LDLR hepático (GOEDEKE et 

al., 2016). Há evidências que mostram que os miRNAs podem regular a expressão pós-

transcricional de genes envolvidos na patogênese da HF, incluindo LDLR, APOB, PCSK9 e 

LDLRAP1. Além disso, alguns miRNAs foram associados com concentrações anormais de 

lipídeos e lipoproteínas no plasma de humano (MOMTAZI et al., 2018). 

Os miRNAs constituem uma família de pequenos RNAs não-codificadores, os quais são 

compostas por cerca de 22 nucleotídeos, que foram descobertos pela primeira vez em 

Caenorhabditis elegans no início da década de 1990 (LEE; FEINBAUM; AMBROS, 1993). 

Os miRNAs interagem principalmente com sequências complementares nas regiões 3’ não 

traduzidas (3’ UTR – 3’ untranslated region) dos RNAs mensageiros (mRNAs) alvo e alteram 

a expressão de genes a nível pós-transcricional através da inibição da tradução ou induzindo a 

degradação do mRNA. Na última década, baseado no fato de mais de 90% do genoma humano 
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conter RNAs não-codificantes, que podem afetar outras sequências codificadoras do genoma, 

os miRNAs tem ainda sido mostrados como potenciais biomarcadores para o diagnóstico, 

terapia e monitoramento (GEBERT; MACRAE, 2019; VOSSEN et al., 2017; ZHOU et al., 

2018). 

A transcrição de miRNAs das suas sequências genômicas é controlada pelo complexo 

de RNA polimerase II e por fatores de transcrição presentes no núcleo (LUO; YANG; 

NATTEL, 2015). Os nucleotídeos dos transcritos primários dos miRNAs (pri-miRNAs) 

formam estruturas secundárias como as regiões “stem”, em que dois segmentos de RNA com 

bases complementares são pareados, e as regiões “loop”, nas quais os pares de bases não são 

complementares, constituindo, assim, alças circulares (stem-loop). Três tipos de miRNAs 

podem ser identificados de acordo com a localização genômica das suas sequências primárias 

de codificação: miRNAs intergênicos, miRNAs intrônicos e miRNAs exônicos. Os miRNAs 

intergênicos tem seus próprios promotores para a transcrição direta das suas sequências de pri-

miRNA, a transcrição de miRNAs intrônicos e exônicos é regulada pelos promotores dos seus 

genes hospedeiros (BEREZIKOV, 2011; LUO; YANG; NATTEL, 2015). 

No núcleo, os pri-miRNAs são processados por clivagem endonucleolítica gerando 

estruturas designadas como miRNA precursores (pré-miRNA). O processamento dos pré-

miRNAs para sequências de miRNAs intergênica é mediado pela ribonuclease 3 (uma RNase 

tipo III, chamada de Drosha), já o processamento de miRNAs intrônicos e exônicos geralmente 

requer a modulação adicional por splicing. Um subtipo de miRNAs intrônicos, 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 proteína transportadora exportina-5 (BRONZE-DA-ROCHA, 2014; DANGWAL; THUM, 

2012; LUO; YANG; NATTEL, 2015). 

No citoplasma, os pré-miRNAs são processados pelo complexo enzimático Dicer 

(RNase tipo III), que remove a alça na estrutura stem-loop, resultando na formação de um 

duplex de miRNA. Este dúplex de miRNA é incorporado ao Complexo de Silenciamento 

Induzido por RNA (RISC), no qual as duas fitas de miRNA são separadas. Uma destas fitas 

permanece associada ao RISC e constitui o miRNA maduro, ao passo que a fita complementar 

pode sofrer degradação (BRONZE-DA-ROCHA, 2014; DANGWAL; THUM, 2012; LUO; 

YANG; NATTEL, 2015). 
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Os miRNAs maduros são críticos para o desenvolvimento normal dos animais e atuam 

regulando uma variedade de processos biológicos, como apoptose, proliferação e diferenciação. 

A desregulação da expressão do miRNA geralmente resulta em comprometimento da função 

celular e na progressão da doença (GEBERT; MACRAE, 2019; O’BRIEN et al., 2018). 

miRNAs reconhecem e direcionam múltiplos mRNAs; portanto, investigar a desregulação do 

miRNA é uma estratégia indispensável para entender as condições patológicas e identificar 

novos alvos terapêuticos (GHANBARIAN; YILDIZ; TUTAR, 2022). 

Na hipercolesterolemia observou-se que as concentrações plasmáticas do miR-33a, 

miR-33b e miR-200c em crianças portadoras da doença apresentavam maiores em comparação 

com crianças saudáveis (D’AGOSTINO et al., 2017; MARTINO et al., 2015). Recentemente, 

o 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 comparação com seus parentes não-

FH sem evento cardiovascular. Outro estudo mostrou a associação do SNP LDLR c.*52G>A, 

localizado na região de interação com miRNAs reguladores, com hipercolesterolemia na 

população brasileira (ZAMBRANO et al., 2015). 

Apesar de alguns estudos já terem relacionado os miRNAs com a regulação da 

hipercolesterolemia familial e das doenças cardiovasculares, muitos mecanismos ainda não 

foram esclarecidos. 

A associação de miRNAs com doenças cardiovasculares foi descrita recentemente em 

uma revisão que mostrou os miRNAs como potenciais biomarcadores para diagnóstico e 

prognóstico e como potenciais alvos terapêuticos, pois estão envolvidos no desenvolvimento 

de DCV em várias etapas, como aterogênese, angiogênese, inflamação, ativação e agregação 

plaquetária, metabolismo lipídico (DOROBANTU; SIMIONESCU; POPA-FOTEA, 2021). O 

miR-214 tem surgido como um potencial biomarcador diagnóstico de DAC (AMIN; 

TREVELYAN; TURNER, 2021). O miR-29 tem demonstrado relação com DCV pois está 

envolvido na regulação da aterosclerose, sendo um potencial alvo terapêutico (LIU et al., 2021).  

Os miRNAs extracelulares são transportados no plasma de diferentes formas, incluindo 

os exossomos, micropartículas, corpos apoptóticos, proteínas de ligação a RNA, LDL e HDL 

(BOON; VICKERS, 2013; XU; YANG; AI, 2013). Na HF, apesar do perfil de expressão de 

miRNAs na HDL (VICKERS et al., 2011), bem como em exossomos (DE GONZALO-CALVO 
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et al., 2017) terem sido mostrado, evidências têm sugerido que o perfil de expressão de miRNA 

de exossomos, da HDL e da LDL são distintos (BOON; VICKERS, 2013; VICKERS et al., 

2011), emergindo a necessidade de novos estudos para uma melhor esclarecer as possíveis 

influências dos miRNAs e os mecanismos envolvidos. Sendo assim, é possível que os miRNAs 

possam ser potenciais biomarcadores de HF e doenças cardiovasculares, bem como serem alvos 

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

 

1.3.  miRNAs exossomais como potenciais biomarcadores 

Exossomos são vesículas membranosas que possuem em torno de 30 a 150 nm de diâmetro 

de origem endocítica, liberadas por uma variedade de células para o espaço extracelular (SANZ-

RUBIO et al., 2018), sendo encontrado também em diferentes fluidos corporais como, plasma 

sanguíneo, urina, saliva, leite materno, lavado bronquial, fluido cerebral, fluido amniótico 

(KALLURI; LEBLEU, 2020). Nos últimos anos, os exossomos emergiram como estruturas 

importantes para a comunicação intercelular fisiologicamente e também importantes conexões 

na fisiopatologia de várias doenças, 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 função neuronal (JANAS et al., 2016), no desenvolvimento e progressão de doenças 

hepáticas (SHEN et al., 2020), em doenças neurodegenerativas (HOWITT; HILL, 2016) e no 

câncer (KOK; YU, 2020). 

Sabe-se que os exossomos transportam diferentes ácidos nucléicos, incluindo miRNAs, 

que regulam o crescimento celular e o metabolismo pela  inibição pós-transcricional da 

expressão gênica, pois atuam como “mensageiros intercelulares”, transferindo informação e 

sinais entre células (PEGTEL; GOULD, 2019).  

Os miRNAs são incorporados seletivamente em corpos multivesiculares (exossomos), 

que se fundem com a membrana plasmática, sendo secretado como vesículas para o meio 

extracelular. Assim, os exossomos secretados podem atuar por três mecanismos para 

comunicação celular: internalização pelas células, fusão direta com a membrana plasmática e 

interação receptor-ligante. Todas as vias resultam no influxo do miRNA exossomal ao 

citoplasma da célula alvo onde irá associar-se e silenciar um mRNA alvo (HENNING, 2021; 

HESSVIK; LLORENTE, 2018). Os miRNAs incorporados nestas vesículas estão bem 

protegidos contra a degradação, realçando assim, o potencial papel dos miRNAs exossomais 

como biomarcadores (SATO et al., 2016).  
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Os miRNAs exossomais têm sido associados a promoção do silenciamento gênico 

similar aos miRNAs celulares e ainda intensificam evidências de que o envelopamento do 

miRNA exossomal ocorre de forma não randômica, baseado na expressão diferencial do 

miRNA exossomal comparado ao de células doadoras (VALADI et al., 2007; ZHANG et al., 

2015).  

Os exossomos de células cardíacas transportam proteínas, mRNA e microRNAs para 

outras células durante o processo fisiológico e patológico. Os miRNAs de exossomos cardíacos 

específicos podem regular a expressão de genes sarcoméricos, genes de canais iônicos, 

autofagia, atividade antiapoptótica e antifibrótica e angiogênese (HENNING, 2021). 

Recentemente, um estudo associou alguns miRNAs exossomais com DAC usando o 

sequenciamento. Eles identificaram oito miRNAs exossomais com expressão alterada em 

pacientes com DAC, destes quatro estavam aumentados (miR-382-3p, miR-432-5p, miR-200a-

3p e miR-3613-3p) e quatro diminuídos (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 têm se atentando em avaliar o perfil de expressão de miRNAs 

exossomais. No entanto, apesar de poucas evidências, os miRNAs exossomais tem sido descrito 

como potenciais biomarcadores de diagnóstico de aterosclerose coronariana decorrente da HF. 

Dentre os miRNAs estudados, o miR-24-3p e miR-130a-3p foram mostrados ser pouco 

expressos em exossomos derivados de células da musculatura lisa de artéria coronárias após 

exposição a lipoproteínas aterogênicas e em exossomos circulantes de pacientes com HF. Assim 

sugerindo que a carga de miRNA transmitida em microvesículas é alterada após a exposição a 

lipoproteínas aterogênicas e essas alterações são refletidas em pacientes com HF (DE 

GONZALO-CALVO et al., 2017). 

A detecção quantitativa desses miRNAs pode ser feita utilizando abordagem da PCR 

em tempo real, microarranjo ou sequenciamento de nova geração (NGS). Essa última, tem sido 

considerada o padrão-ouro para identificação do perfil de ácido nucleico, incluindo miRNAs, 

pois tem a capacidade de identificar moléculas com maior sensibilidade, especificidade e 

capazes de detectar doenças. Assim, o NGS tem sido aplicado na identificação de 

biomarcadores em várias doenças (POTLA; ALI; KAPOOR, 2021) 

 

1.4. Proteínas em exossomos como potenciais biomarcadores 
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Particularmente, muitos estudos vêm destacando a importância e as vantagens da 

proteômica, pois um dos mecanismos pelos quais o miRNA regula a expressão gênica é pela 

repressão da tradução sem degradação do mRNA (CHOI et al., 2019; EIRIN et al., 2017; 

SAMOIL et al., 2018). Além disso, a discordância entre meias-vidas de mRNAs e proteínas 

adiciona outro nível de complexidade para tirar conclusões sobre o proteoma a partir da análise 

do transcriptoma. Este problema pode ser resolvido usando abordagens proteômicas baseadas 

em espectrometria de massa em vesículas extracelulares que permitem estudar o complemento 

protéico das células de forma mais direta (HUANG; PINTO; PANDEY, 2013). A análise 

proteômica por espectrometria de massa permite avaliar um espectro bem amplo de proteínas 

aumentando a possibilidade de descoberta de proteínas diferencialmente expressos em 

situações fisiopatológicas especificas, e favorecer descrição de novos biomarcadores 

diagnósticos em doenças metabólicas e cardiovasculares (FIGUEIREDO et al., 2015; ITOU et 

al., 2014). 

A ligação entre proteínas exossomais e HF com aterosclerose associada foi descrita em 

um estudo, que mostrou que pacientes com HF com placas ateroscleróticas ricas em lipídios 

têm maior abundância de CD45/CD3 provenientes de exossomos do que aqueles em pacientes 

com placas fibrosas (SUADES et al., 2014) 

A proteômica baseada em espectrometria de massa permitiu a identificação de vários 

componentes centrais da via canônica de processamento de miRNA e suas modificações pós-

traducionais que são fundamentais nos mecanismos regulatórios de miRNA. O uso de 

estratégias proteômicas quantitativas também surgiu como uma técnica chave para 

identificação experimental de miRNAs alvos, permitindo a determinação direta de proteínas 

cujas concentrações são alteradas devido à supressão da tradução. A grande maioria dos 

experimentos proteômicos na pesquisa de miRNA empregaram abordagens proteômicas 

quantitativas baseadas em espectrometria de massa. A proteômica quantitativa surgiu como 

uma ferramenta promissora para identificar proteínas diferencialmente expressas em vários 

processos biológicos. (HUANG; PINTO; PANDEY, 2013).  

Com já citado, os exossomos também podem carregar proteínas e transferir essas 

moléculas entre as células (DE FREITAS et al., 2021). A importância do estudo da composição 

dos exossomos em várias doenças está relacionada a seu papel na fisiopatologia das mesmas e 

o seu conteúdo poder revelar sua função e consequentemente representar um biomarcador 

específico que podem refletir especificamente o fenótipo das células-mãe. Atualmente, 
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proteínas, miRNAs, mRNAs e metabólitos (ácidos orgânicos e seus derivados, nucleotídeos, 

açúcares e derivados, carnitinas, vitamina B/metabólitos relacionados e aminas) já foram 

identificados em exossomos purificados de diferentes tipos celulares e fluidos biológicos. 

Assim, exossomos e seus componentes podem ser investigados para fins de diagnóstico, pois 

são secretados na corrente sanguínea (SMOLARZ et al., 2019). Portanto, considerando que 

proteínas de exossomos de origem diferente incluem um conjunto comum de proteínas de 

membrana e citossólicas, e subconjuntos específicos de proteínas, provavelmente 

correlacionadas a funções de cada tipo de célula, e podem estar envolvidos em diversas doenças 

humanas.  

As abordagens multiômicas e a construção de redes a partir desses dados podem ajudar 

no enriquecimento das análises dos resultados obtidos (JOSHI et al., 2021). Assim, as alterações 

no perfil de miRNAs analisados por sequenciamento e na abundância de proteínas identificadas 

por espectrometria de massas entre pacientes HF e indivíduos normolipidêmicos pode auxiliar 

não apenas na compreensão de seus papéis biológicos, mas também no fornecimento de novos 

biomarcadores e alvos moleculares na busca de novas abordagens terapêuticas.  
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2. OBJETIVOS 

2.1.  Objetivo Geral 

Identificar novos alvos moleculares baseado no perfil de expressão global de miRNAs 

(miRNoma) e abundância de proteínas (proteômica) em exossomos plasmáticos de pacientes 

com hipercolesterolemia familial. 

 

2.2.    Objetivos Específicos 

• Avaliar o perfil de miRNAs em exossomos plasmáticos de pacientes com HF e 

indivíduos normolipidêmicos por sequenciamento; 

• Avaliar a abundância de proteínas em exossomos plasmáticos de pacientes com HF e 

indivíduos normolipidêmicos por espectroscopia de massa; 

• Realizar uma análise integrativa dos miRNAs diferentemente expressos e as proteínas 

mais abundantes em pacientes com HF; 

• Buscar nos alvos com potencialidade de utilização como biomarcadores moleculares da 

HF e suas complicações cardiovasculares.  

 



35 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CASUÍSTICA, MATERIAIS E MÉTODOS



36 
 

3. CASUÍSTICA, MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Casuística 

O presente estudo faz parte do projeto temático intitulado “Caracterização genética, 

epigenética e farmacogenética de pacientes portadores de hipercolesterolemia familial na 

população brasileira”, sob a coordenação do Prof. Tit. Mario Hiroyuki Hirata, concedido pela 

FAPESP em 1º de março de 2018 (processo nº 2016/12899-6). 

Todos os pacientes requeridos no estudo foram recrutados, com diagnóstico fenotípico 

de HF, segundo o critério Dutch Lipid Clinic Network (Dutch-MEDPED) (Tabela 1), definidos 

na I Diretriz Brasileira de Hipercolesterolemia Familiar (HF) (SANTOS et al., 2012) e na 

Atualização da Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevenção da Aterosclerose (FALUDI et 

al., 2017). Os pacientes foram provenientes da Seção Médica de Dislipidemia do Instituto Dante 

Pazzanese de Cardiologia (IDPC), do Programa Hipercol Brasil do Instituto do Coração 

(INCOR) da Faculdade de Medicina da USP (FM-USP) e da Universidade Federal do Rio 

Grande do Norte (UFRN). 

 

Tabela 1. Critérios diagnósticos de hipercolesterolemia familial (HF) segundo Dutch Lipid 

Clinic Network (Dutch MEDPED) e adaptado da atualização da Diretriz Brasileira de 

Dislipidemias e Prevenção da Aterosclerose. 

Parâmetros  Critérios  Pontos  

História familiar de HF  Parente de primeiro grau com doença vascular ou 

coronariana precoce (homem <55 anos, mulher <60 

anos); OU  

1 

Parente adulto com colesterol total >290 mg/dL;  1 

Parente de 1º grau portador de xantoma tendinoso e/ou 

arco corneano; OU  

2 

Parente de 1º grau com menos de 16 anos e colesterol 

total >260 mg/dL  

2 

História clínica  Paciente portador de doença coronária prematura 

(homem <55 anos, mulher <60 anos)  

2 

Paciente portador de doença arterial cerebral ou 

periférica prematura (homem <55 anos, mulher <60 

anos)  

1 
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Exame físico  Xantoma tendíneo  6 

Arco corneano antes dos 45 anos.  4 

LDL-c, mg/dL  

 

≥ 330  8 

250-329  5 

190-249  3 

155-189  1 

Análise do DNA Presença de mutação funcional nos genes LDLR, APOB 

ou PCSK9  

8 

Diagnóstico de HF Certeza >8 

Provável 6-8 

Possível 3-5 

Fonte: Retirado e adaptado da atualização da diretriz brasileira de dislipidemias e prevenção da 

aterosclerose (FALUDI et al., 2017). 

 

Destes pacientes HF recrutados, 240 tiveram suas amostras de DNA sequenciadas 

utilizando a plataforma MiSeq System (Illumina, Inc. San Diego, EUA) disponível no 

Laboratório de Investigação 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 os pacientes em portadores de variantes 

funcionais e/ou descritas na literatura como patogênicas nos três principais genes (LDLR, APOB 

e PCSK9) relacionados com a fisiopatologia da HF (pacientes com diagnóstico molecular) e 

aqueles que não possuem essas variantes (sem diagnóstico molecular). 

Destes pacientes genotipicamente conhecidos selecionou-se 54 pacientes, de ambos os 

gêneros. Esses pacientes não estavam em uso de estatina por no mínimo seis semanas ou foram 

voluntários ao protocolo no qual o uso deste medicamento foi interrompido por um período 

mínimo de seis semanas (wash-out). Para participação no wash-out, além dos critérios acima 

citados, os pacientes incluídos são de prevenção primária, maiores de 18 anos e selecionados 

juntamente com um cardiologista do IDPC. Além disso, também foram recrutados 38 

indivíduos normolipêmicos (NL, sem diagnóstico clínico de dislipidemia) para comporem o 

grupo controle deste estudo.  

Em função de serem selecionadas previamente amostras por características fenotípica e 

pelo desconhecimento do perfil epigenético dos hipercolesterolêmicos nas diversas populações, 

optou-se neste estudo pela obtenção de amostragem de conveniência, ou seja, foram incluídos 

http://www.fcf.usp.br/arquivos/Facilities.php
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todos os pacientes que atenderem aos critérios aqui descritos e que aceitaram participar, dentro 

do período de inclusão do projeto. 

Para a análise proteômica, foram selecionados 13 pacientes HF e 7 controles que 

também foram utilizados na análise de miRNAs. 

Não foram incluídos indivíduos que se recusaram a participar do estudo, que desistiram 

de participar em qualquer momento do estudo, e/ou apresentaram condições que poderia 

interferir nos resultados, sendo elas, insuficiência hepática, insuficiência renal (clearance de 

creatinina < 30 ml/min) e/ou síndrome nefrótica, neoplasias clinicamente não controladas; 

pacientes com sorologia positiva para HIV; hipotireoidismo não controlado; Síndrome de 

Cushing e mulheres grávidas. Para o protocolo wash-out, além desses critérios, também não 

foram incluídos pacientes com doença 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 Comitê de Ética em Pesquisa do IDPC, sob parecer 

2.587.235 e pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da 

Universidade de São Paulo, sob parecer 1.744.753. O protocolo wash-out foi aprovado pelo 

Comitê de Ética 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 biológicas e determinações 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, triacilgliceróis, uréia, creatinina, 

apolipoproteína AI (apoAI) e B (apoB), proteína C reativa ultrassensível, ácido úrico, hormônio 

estimulante da tireoide (TSH), tetraiodotironina livre (T4 livre) e insulina e atividades 

enzimáticas da  creatinocinase (CK), aspartato transaminase (AST), e alanina transaminase 

(ALT), que foram realizados pelo laboratório clínico do IDPC. Além disso, 5 tubos de 4 mL 

contendo anticoagulante EDTA, para análise de hemograma completo com contagem de 

plaquetas, hemoglobina glicada (HbA1c), e miRNAs e proteínas exossomais. Todos os tubos 

de coleta de procedência 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 determinações de glicose, triacilgliceróis, colesterol total e HDL-c foram realizadas 

pelo método enzimático colorimétrico. As concentrações séricas de colesterol da LDL-c foram 

calculadas segundo a fórmula de Friedewald (BAIRAKTARI; SEFERIADIS; ELISAF, 2005). 

As concentrações séricas de uréia, creatinina foram realizadas pelo método enzimático-

colorimetrico e pelo método de Jaffe modificado respectivamente. A determinação enzimática 

da creatinocinase (CK), aspartato transaminase (AST), e alanina transaminase (ALT), foram 

realizadas pelo método cinético no UV. Apo AI, Apo B e Proteína C Reativa ultrassensível por 

imunoturbidimetria. As dosagens de ácido úrico são realizadas pelo método de Bulger e Johns 

modificado. A concentração total de hemoglobina (Hb) e percentual de hemoglobina glicada 

(HbA1c) foram determinadas pelo método colorimétrico e imunoturbidimetria, 

respectivamente. A relação entre as duas concentrações representa o resultado percentual da 

HbA1c final [HbA1c (%)]. Todas estas determinações foram realizadas seguindo orientações 

do produto (Siemens, Munique, Alemanha) em um analisador automático - Dimension RXL. 

As determinações de hormônio estimulante da tireoide (TSH), tetraiodotironina livre (T4 livre) 

e insulina estão sendo realizadas por imunoensaio enzimático do tipo “sanduiche”, utilizando-

se kits da Siemens (Siemens, Munique, Alemanha) em um analisador automático – 

CENTAURO - Siemens, com sistema de detecção por eletroquimioluminescência. O controle 

de qualidade externo foi o da Sociedade Brasileira de Patologia Clínica. 

 

3.4. Sequenciamento de DNA - diagnóstico molecular de HF 

   O DNA genômico foi extraído e analisado conforme descrito por Borges et al. (2020) 

(BORGES et al., 2021). Resumidamente, o DNA foi extraído de amostras de sangue total 

usando o QIAamp® DNA Blood Maxi Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha), de acordo com as 

instruções do produto. A quantificação, pureza (razão A260/A280) e integridade do DNA foram 

realizadas usando o método fluorimétrico (QUBIT® 2.0, Life Technologies, Forest City, EUA), 

o método espectrofotômetro usando o NanoDrop® ND-1000 (Thermo Fisher Scientific Inc., 

Waltham, EUA), e sistema 2200 TapeStation® (Agilent Technologies, Santa Clara, EUA), 

respectivamente. 

   Para o 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 poligência (HP), farmacogenômica e doença 

arterial coronariana (DAC). A reação de sequenciamento foi realizada no equipamento MiSeq 
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utilizando kit MiSeq Reagent V2 (300 cycles; Illumina). 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 à HF (LDLR, APOB, PCSK9 e LDLRAP1), 

foram classificadas de acordo com os padrões e critérios das diretrizes do American College 

Medical Genetics (ACMG) para a interpretação de sua patogenicidade (RICHARDS et al., 

2015), considerando as variantes patogênicas e/ou provavelmente patogênicas. Os pacientes 

portadores dessas variantes foram classificados como grupo HF+ e os não portadores como 

grupo HF-. 

    

3.5. Determinação do perfil de expressão global de miRNAs (miRNoma) de exossomos 

3.5.1.  Isolamento de exossomos plasmáticos 

  Para o isolamento de exossomos plasmáticos foi utilizado um método de precipitação 

química, utilizando o conjunto de reagentes miRCURY Exosome Serum/Plasma (Cat. No. 

76603; Qiagen, Hilden, Nordrhein-Westfalen, Alemanha), seguindo o protocolo do produto. 

Resumidamente, o método consiste em uma centrifugação inicial do plasma a 10.000 x G por 

5 minutos a 4ºC, seguido por filtração do sobrenadante em coluna de 0.22 μm (Merck Millipore, 

Massachusetts, EUA). Após, foi adicionado ao plasma filtrado 6 μL de trombina (500 U/mL), 

incubado por 5 minutos a temperatura ambiente e seguido por centrifugação a 10.000 x G por 

5 minutos. O sobrenadante purificado foi usado para obtenção dos exossomos através da 

incubação com o reagente de precipitação (Precipitation Buffer A) durante 1 hora a 4ºC. 

Posteriormente a solução foi centrifugada a 500 x G por 5 minutos a temperatura ambiente para 

precipitação de exossomos. O precipitado obtido foi ressuspendido em 270 μL de tampão de 

ressuspensão (fornecido pelo kit). 

 Os métodos de isolamento de exossomos por precipitação química, não requerem etapa 

de precipitação por ultracentrifugação e tem menor tempo procedimento experimental e custo 

similar (LI et al., 2017; TANG et al., 2017).  

 

3.5.2. Caracterização de exossomos 

3.5.2.1. Caracterização de exossomos por dispersão de luz dinâmica 

 A distribuição do tamanho dos exossomos isolados foi avaliada por dispersão de luz 

dinâmica (DLS). Esse método se baseia no movimento Browniano (movimento aleatório das 

partículas suspensas em um fluido, nesse caso, em meio líquido) que faz com a luz laser que 
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incide na solução seja espalhada com intensidades diferentes, criando o que é chamado de 

flutuações de intensidade da luz espalhada. A análise dessas flutuações resulta na velocidade 

do movimento das partículas. Pela relação entre a velocidade de movimentação das partículas 

e a intensidade e a mudança de frequência da luz espalhada, é possível mensurar tanto o 

tamanho quanto a distribuição do tamanho das partículas (SZATANEK et al., 2017).  

 Resumidamente, os exossomos purificados foram diluídos 1:20 em 1 mL de tampão PBS, 

previamente filtrado em membrana 0,22 µM. Posteriormente foram transferidos para uma 

cubeta ótica e submetidos à análise de medição do tamanho das partículas, 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.  Caracterização de exossomos por Western blotting 

 Para extração de proteínas totais, 100 μL de exossomos isolados ressuspendidos foram 

homogeneizados em 100 μL de tampão de lise gelado contendo NaCl 150 mM, Tris-HCl 50 

nM (pH 8.0), SDS 0.1% Nonidet P-40 1%, desoxicolato de sódio 0,5% e inibidor de protease 

mix M (SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Alemanha). Após homogeneização, as 

amostras foram deixadas no gelo por 15 minutos e, posteriormente, centrifugadas (10 minutos, 

12.000 rpm a 4ºC). O sobrenadante (extrato proteico) foi coletado e armazenado em novo tubo 

a -30ºC. O conteúdo de proteínas do extrato proteico foi quantificado utilizando o reagente Bio-

Rad Protein Assay (Cat. #500-0006, Bio-Rad, Califórnia, EUA) seguindo as especificações do 

fabricante. De maneira resumida, adicionou-se 200 μL do reagente diluído (1:5 em água 

destilada) e 2 μL do extrato protéico (ou padrão) por poço em uma placa de 96 poços estéril. A 

leitura foi feita no comprimento de onda de 595 nm no espectrofotômetro (SpectraMax M5, 

Molecular Devices, San Jose, CA). 

O extrato proteico foi diluído em tampão de amostra contendo 9 partes de 4 x tampão 

de amostra segundo Laemmli (Cat. #161-0747, Bio-Rad) e 1 parte de 2-Mercaptoetanol (Cat. 

#M3148, Sigma-Aldrich®, Missouri, EUA) com ajuste na concentração de proteínas 

(concentração final de 3,32 μg/uL) e incubado a 95ºC por 5 minutos para então ser submetido 

à eletroforese em condições desnaturantes em gel de gradiente (4–20% Mini-PROTEAN® 

TGX™ Precast Protein Gels, 15-well, 15 µl, Cat. #4561096) por 3 horas a 80 volts (4ºC). As 

amostras aplicadas no gel foram normalizadas para a concentração de 50 μg. As proteínas 

fracionadas em gel foram transferidas por eletroforese para membrana de nitrocelulose 

utilizando o equipamento Trans-Blot® TurboTM Transfer System (100 Volts, 350 mA por 1 
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hora, Bio-Rad) com tampão Tris-glicina (Tris base 25mM, glicina 192mM, 20% metanol). A 

eficiência da transferência foi avaliada por coloração da membrana de nitrocelulose em Ponceau 

S (Cat. #P3504, Sigma-Aldrich®) a 0,1% (p/v) em 5% ácido acético por 10 minutos.  

O procedimento para a detecção das proteínas 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 ligações inespecíficas, sob agitação. Após o bloqueio, as quatro membranas foram lavadas e 

cada uma foi incubada, sob agitação com um anticorpo primário produzido em coelho anti-

humano CD63, CD9, CD81 e HSP70 (ExoAb Antibody Kit; System Biosciences – SBI, EUA, 

CA) diluídos na concentração 1:1000 em 5% de leite desnatado em tampão TBS-T overnight a 

4ºC. Após três lavagens de 10 minutos com TBS-T, as membras foram incubadas, sob agitação, 

com anticorpo secundário de cabra anti-coelho marcado com HRP (ExoAb Antibody Kit; 

System Biosciences – SBI, EUA, CA) diluídos na concentração 1:20.000 em 5% de leite 

desnatado em tampão TBS-T por 60 minutos em temperatura ambiente. Após a incubação as 

membranas foram lavadas três vezes por 10 minutos cada, com TBS-T.  

As bandas marcadas foram visualizadas por quimioluminescência usando ClarityTM 

Western ECL Substrate (Cat. #1705061, Bio-Rad), no equipamento C-Digit (LI-COR 

Biosciences, Nebraska, EUA). 

 

3.5.2.3.   Caracterização de exossomos por rastreamento de nanopartículas 

  O diâmetro da vesícula e a abundância de partículas foram determinados por análise de 

rastreamento de nanopartículas usando o equipamento NanoSight LM10 (Malvern 

Instruments, Malvern, Reino Unido). Resumidamente, as amostras de exossomos foram 

diluídas 1:400 em solução 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 padrão para cada amostra. O ganho da câmera NanoSight foi 

definido como um valor constante de 9 e o valor limite para detecção de vesículas foi definido 

como 2. O tamanho e a concentração dos dados coletados foram calculados para obter a 

distribuição em cada amostra. 

 

3.5.2.4.  Caracterização de exossomos por imunomarcação 

  Para a caracterização de exossomos também foi utilizada a imunomarcação 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 

detecção 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.  Caracterização de exossomos por microscopia eletrônica de transmissão 

  Realizou-se também a caracterização de exossomos por microscopia eletrônica de 

transmissão com o objetivo de avaliar a integridade das microvesículas (tamanho e 

morfologia). Foram adicionados 5 μL desta solução contendo exossomos fixados com 

paraformaldeído 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 absorção dos 

exossomos. Após 1 minuto do gotejamento das amostras na grade de carbono, o excesso foi 

retirado com auxílio de papel filtro e coradas com 2% de acetato de uranila por 20 segundos à 

temperatura ambiente para intensificar o contraste e permitir a visualização dos exossomos. A 

leitura das lâminas contendo o material fixado foi realizada em MET JEOL JEM 2100 de 200 

kV (ThermoFisher, Waltham, MA, USA). 

 

3.5.3. Extração de miRNAs de exossomos plasmáticos 

A extração de RNA total (incluindo miRNAs) de exossomos plasmáticos foi realizada 

utilizando o conjunto de reagentes miRNeasy Mini Kit (Qiagen), de acordo com o protocolo do 

produto. 

A quantificação e pureza do RNA total extraído de exossomos foram realizadas por 

espectrofotometria utilizando Nanodrop ND-1000 (ThermoFisher). Entretanto o método não 

se mostrou sensível o suficiente para quantificação das amostras de RNA, e a quantidade de 

amostra utilizada foi baseada em volume, conforme recomendação do produto comercial 

utilizado no preparo de biblioteca, descrita no item 3.5.4. 

 

3.5.4. Sequenciamento de miRNAs de exossomos plasmáticos 

  As bibliotecas de sequenciamento de miRNA foram preparadas usando o QIAseq 

miRNA Library Kit (Qiagen), seguindo o protocolo fornecido com o produto. Resumidamente, 

adaptadores foram ligados às extremidades 3’ e 5’ do miRNA, partindo de um volume total de 

5 uL de amostra, e então o produto de ligação 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 separação High Sensitivity D1000 ScreenTape (Agilent Technologies 

Inc., Santa Clara, EUA), a biblioteca de miRNA foi caracterizada com fragmentos de 180 bp. 

A quantificação 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 

concentração serviu de base para diluição da biblioteca para aproximadamente 4 nM. 

  Para o sequenciamento a biblioteca foi diluída e desnaturada de acordo com o protocolo 

Denature and Dilute Libraries Guide (Illumina, Inc.San Diego, EUA). A reação de 

sequenciamento por síntese foi realizada utilizando o MiSeq® Reagent Kit v3 (150 cycles) e o 

equipamento MiSeq (Illumina, Inc. San Diego, EUA), disponíveis no Laboratório de Biologia 

Molecular Aplicada ao Diagnóstico da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da USP. O 

controle do processo químico foi realizado com o produto comercial PhiXControl Kit v3 

(Illumina, SanDiego, E.U.A.) a 1% do material sequenciado, que é o DNA controle para as 

etapas de geração de cluster e sequenciamento. 

  Para iniciar o sequenciamento, 5 µL da biblioteca a 4 nM foram incubados com igual 

volume de solução de hidróxido de sódio 0,2 N para desnaturação de cDNA. Em seguida, a 

biblioteca, agora a 2 nM, foi diluída para 20 pM em tampão de hibridização (HT1) pré-

refrigerado, fornecido no kit MiSeq® Reagent Kit v3 (150 cycles) (Illumina Inc., San Diego, 

EUA), e novamente diluída com tampão HT1 para 12 pM, concentração inicial utilizada no 

sequenciamento.  

  A solução estoque da biblioteca Phix (2 µL de PhiX 10 nM) foi inicialmente diluído em 

3 µL de tampão Tris-Tween (Tris-HCl 10mM, pH 8.5 com 0,1% de Tween 20) resultando em 

uma solução de 5 µL à 4 nM, seguido de desnaturação com igual volume de NaOH 0,2 N, 

obtendo-se 10 µL uma solução a 2 nM. Após a desnaturação, a biblioteca (10 µL) foi diluída 

com o tampão HT1 (990 µL), para a concentração de 20 pM. A seguir rediluída para se obter 

a concentração final de 12,5 pM para o sequenciamento utilizando 375 µL da biblioteca de 

PhiX diluída em 225 µL de HT1. 

  Para a reação de sequenciamento, realizou-se uma combinação da biblioteca das 

amostras com o controle Phix na proporção de 1% do volume do material sequenciado. Sendo 

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

PhiX a 12,5 pM.  

 

3.5.5.  Análise dos dados de sequenciamento 

  A análise das métricas de sequenciamento foram avaliadas em todos os sequenciamentos 

seguindo as recomendações do produto para verificar a qualidade dos dados obtidos antes da 

realização das análises. Foram avaliados parâmetros 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 análise primária e secundária dos dados gerados em formato fastq. durante o 

sequenciamento na plataforma MiSeq foram realizadas utilizando o pipeline miARma-Seq, 

disponível em (http://miarmaseq.cbbio.es/installation) (ANDRÉS-LEÓN; NÚÑEZ-TORRES; 

ROJAS, 2016). Inicialmente, todos os arquivos fastq foram submetidos a avaliação de 

qualidade utilizando o software FastQC 

(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) e as sequências foram filtradas 

para contaminação do adaptador usando o Cutadapt37 e Reaper27. Após esse pré-

processamento, foi realizado uma nova análise de qualidade das sequências com o FastQC. O 

alinhamento das sequências de miRNA foi realizado usando o Bowtie and Bowtie2. A 

quantificação das sequências de miRNA foi realizada usando o FeatureCounts e novos 

miRNAs foram quantificados usando o mirDeep2. A análise de expressão diferencial foi 

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

 

3.6.  Análise global das proteínas (proteômica) 

 Para essa análise global das proteínas, foram realizadas extração de proteínas 

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

 

3.6.1.  Isolamento de exossomos plasmáticos para análise de proteínas 

 Exossomos plasmáticos foram isoladas por cromatografia de exclusão de tamanho 

(SEC) usando coluna qEVoriginal/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 µm para eliminação das partículas maiores (Merck 

Millipore, MA, EUA). Em seguida, a coluna qEVoriginal/35 nm foi lavada com PBS e 500 µL 

http://miarmaseq.cbbio.es/installation
http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
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de plasma filtrado foram aplicados no topo desta coluna de resina e as frações de 500 µL foram 

coletadas. Três frações ricas em exossomos (8-10) foram agrupadas e analisadas diretamente. 

 Para processar 20 amostras de exossomos (n=13 HF e n=7 controles), quatro 

preparações de exossomos foram processadas por dia, durante cinco dias (com randomização 

de cada grupo de pacientes). O conteúdo total de proteína dos exossomos foi medido utilizando 

o produto Pierce BCA Protein Assay (Thermo Scientific, MA, EUA).  

 

3.6.2.  Caracterização de exossomos isolados por SEC 

Para confirmar a purificação de exossomos das amostras, os exossomos purificados por 

SEC foram quantificados e visualizados usando NanoSight, ExoView, Western blotting e 

microscopia eletrônica de transmissão já descritas nos itens 3.5.2.3; 3.5.2.2; 3.5.2.5. 

respectivamente. 

 

3.6.3.  Proteólise 

 Proteólise (digestão com tripsina) de amostras de exossomos plasmáticos 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 preparação de amostra iST-BCT (PreOmics 

GmbH, Martinsried, Alemanha) automatizado na plataforma PreON (PreOmics). Foram 

utilizadas entradas de 5 μg de proteína por amostra (correspondendo a 1 uL para plasma). Os 

peptídeos eluídos foram secos a vácuo e ressuspensos em 40 μL de 5% de acetonitrila 

(OptimaTM LC-MS grade, Thermo Fisher Scientific, EUA) e 5% de ácido fórmico (Sigma-

Aldrich, EUA) preparados em OptimaTM LC-MS grade (Thermo Fisher Scientific) para 

análise subsequente. 

 

3.6.4.  Espectrometria de massa 

 Aquisição dependente de dados (DDA, amostragem imparcial de peptídeo) - para 

plasma total e exossomos, os peptídeos foram diluídos 2X e analisados usando o espectrômetro 

de massa Orbitrap Fusion Lumos Tribrid (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA) diante de uma 

fonte de íons Easy-Spray e acoplado a um Easy - Bomba HPLC nLC1000 (Thermo Fisher 

Scientific, MA, EUA). Os peptídeos foram separados usando uma configuração de coluna 
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dupla: Acclaim PepMap RSLC C18 trap, 75 µm X 20 mm; e uma coluna aquecida (45oC) 

EASY-Spray LC, 75 µm 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 ácido fórmico) por 

75 minutos, 21 a 30% de Solvente B por 15 minutos, seguido por dez minutos de uma 'lavagem 

de quebra-cabeça', alternando entre 5 e 95% de Solvente B. O Solvente A utilizado foi 0,1% de 

ácido fórmico. O instrumento foi ajustado para resolução de 120 K, e os principais íons 

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 íons, normal) foram 

submetidos a dissociação induzida por colisão (energia de colisão 30%) para sequenciamento 

de peptídeos (ou MS/MS). A exclusão dinâmica foi ativada (60 segundos). 

 

3.6.5.  Análise de dados proteômicos  

 Ambos os espectros de exossomos plasmáticos 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) 

(versão 2.2, Thermo Fisher Scientific, MA, EUA).  

  A oxidação da metionina e a acetilação n-terminal foram definidas como uma 

modificação variável, e a carbamidometilação da cisteína foi definida como uma modificação 

fixa. A enzima foi ajustada para tripsina, com um máximo de 4 clivagens perdidas, usando uma 

janela de tolerância de precursor de 10 ppm e uma janela de tolerância de fragmento de 0,06 

Da. Para quantificar os precursores peptídicos detectados no MS1, mas não sequenciados de 

amostra para amostra, ativamos o ‘Mapeador de recursos’. O alinhamento cromatográfico foi 

feito com um deslocamento máximo do tempo de retenção (RT) de 10 minutos e uma tolerância 

de massa de 10 ppm. As configurações de vinculação e mapeamento de recursos foram 

tolerância de RT mínima de 0 minutos, tolerância de massa de 10 ppm e sinal-ruído mínimo de 

cinco. 

  As abundâncias de peptídeos precursores foram baseadas em suas intensidades 

cromatográficas e a quantidade total de peptídeos foi usada para normalização. Peptídeos 

atribuídos a um determinado grupo de proteínas, e não presentes em nenhum outro grupo de 

proteínas, foram considerados únicos. Consequentemente, cada grupo de proteína é 

representado por uma única proteína mestre. Usamos peptídeos únicos por proteína para 

quantificação. Os peptídeos trípticos 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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KÄLL et al., 2008). Para as comparações de abundância de classificação relativa entre as 

proteínas EV e plasmáticas, um único arquivo de consenso mesclando ambos os proteomas foi 

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

 

3.6.6.  Análise de dados proteômicos 

Para PCAs e mapas de calor, filtrou-se os genes ou proteínas por seu valor q de 

comparações de dois grupos. O valor q é a proporção das hipóteses nulas rejeitadas que são 

erroneamente rejeitadas e é um tipo de taxa de descoberta falsa (YOAV BENJAMINI, 1995). 

O valor q foi calculado usando Qlucore Omics Explorer e os limites são indicados nas legendas 

das figuras. 

Proteínas com ≥2 peptídeos únicos foram incluídos na análise. A análise de dois grupos 

comparou proteínas de duas fontes diferentes (exossomos e plasma total) com um valor q ≤0,3. 

As variações devido a efeitos de lote de processamento de amostra (consultar, Isolamento de 

exossomos plasmáticos para análise de proteínas) foram contabilizadas na comparação de dois 

grupos (Qlucore Omics Explorer). Para representar graficamente as abundâncias relativas de 

proteínas individuais, foram utilizadas as abundâncias de proteínas PD2.2 normalizadas. 

 

3.7.  Análise Estatística 

Os testes estatísticos foram realizados utilizando o programa SPSS versão 22.0 (SPSS 

Inc., Chicago, IL, EUA) e o GraphPad Prism versão 9.0 (GraphPad Software Inc., CA, USA). 

O teste Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para avaliar a distribuição dos dados das variáveis 

contínuas.  

As variáveis categóricas foram apresentadas em porcentagem e comparadas pelo teste 

qui-quadrado ou Fisher. As variáveis contínuas são 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 comparações múltiplas ou teste de Mann-Whitney para comparação pareada. 

A análise de correlação entre as variáveis contínuas foi avaliada por meio dos testes de 

correlação de Spearman. 

Para todas as análises estatísticas realizadas, foram considerados estatisticamente 

significativos os resultados cujos níveis descritivos (valores de p) foram inferiores a 0,05. 

A análise de enriquecimento foi realizada usando STRING (SZKLARCZYK et al., 

2019) (disponível online em https://string-db.org/) e ENRICHR (CHEN et al., 2013; 

https://string-db.org/
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KULESHOV et al., 2016; XIE et al., 2021) (disponível online em 

https://maayanlab.cloud/Enrichr/). Para o STRING, os resultados foram analisados de acordo 

com a pontuação de confiança: baixa confiança - 0,150; confiança média - 0,400; alta confiança 

- 0,700; maior confiança - 0,900. 

A análise integrativa entre miRNAs diferentemente expressos e as proteínas mais 

abundantes em exossomos foram realizadas utilizando o Metacore (disponível online em  

https://portal.genego.com/).

https://maayanlab.cloud/Enrichr/
https://portal.genego.com/


50 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RESULTADOS



51 
 

4. RESULTADOS 

4.1.  Dados clínicos, biodemográficos e laboratoriais – Pacientes com estudo do miRNoma 

Os dados clínicos, biodemográficos e laboratoriais dos pacientes e controles que 

tiveram as amostras de RNA sequenciado para o perfil de miRNA de exossomos estão 

apresentados na Tabela 2. Está casuística estava sem uso de estatinas com idade e gênero 

pareados. Comparando os grupos HF e controle, o resultado da análise estatística mostraram 

os seguintes resultados: o índice de massa corpórea (p=0,005), xantelomas (p=0,020), arco 

córneo (p=0,005), hipertensão (p<0,001), diabetes (p=0,020), infarto agudo do miocárdio 

(IAM) (p=0,049), angina (p<0,001), doença arterial coronariana (DAC) (p=0,007), doença 

arterial periférica (DAP) (p=0,010) e histórico familiar de HF (p<0,001) e histórico de DAC 

(p=0,001). Os dados de etnia e tabagismo não foram encontrados diferenças significativas entre 

os grupos. 

Resultados das determinações de glicemia (p<0,001), hemoglobina glicada (p<0,001) 

e insulina (p<0,001) mostraram valores menores no grupo controle. No perfil lipídico, os 

pacientes HF apresentaram alteração em comparação com os controles, como já esperado: 

colesterol total (p<0,001), LDL-c (p<0,001), HDL-c (p=0,010), VLDL-c (p<0,001), 

triacilgliceróis (p<0,001) e Apo B (p<0,001). 

 

Tabela 2. Dados clínicos, biodemográficos e laboratoriais de pacientes HF e controles com 

resultado do perfil de miRNA de exossomos. 

Variáveis 
Grupos 

p 
HF (54) Controle (38) 

Idade, anos 50 (33-60) 36 (31-45) 0,055 

Gênero, 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 córneo 18,9 (10) 0 (0) 0,005 

Tabagismo 9,4 (5) 5,3 (2) 0,307 

Hipertensão 53,7 (29) 0 (0) <0,001 

Diabetes tipo 2 13,2 (7) 0 (0) 0,020 

Infarto agudo do miocárdio 11,3 (6) 0 (0) 0,049 

Angina 35,8 (19) 0 (0) <0,001 

Doença arterial coronariana 12,3 (7) 0 (0) 0,007 

Doença arterial periférica 20,8 (11) 0 (0) 0,010 

Histórico familiar de HF 64,8 (35) 0 (0) <0,001 

Histórico familiar de DAC 66,0 (35) 26,3 (10) 0,001 

Glicemia, mg/dL 92 (85-98) 82 (79-86) <0,001 

Hb1Ac, % 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 

Triacilgliceróis, 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 AI, 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, uIU/mL 8,0 (5,4-11,1) 5,0 (3,9-7,8) <0,001 
Nota: Número de indivíduos em parênteses. Variáveis contínuas são apresentadas como mediana e intervalo interquartil e 

foram comparadas pelo teste de Mann-Whitney. Variáveis categóricas foram comparadas por qui-quadrado. p<0,05 foi 

considerado significante. HF, Hipercolesterolemia Familial; IMC, Indice de Massa Corporal; DAC, Doença Arterial 

Coronariana; Hb1AC, Hemoglobina glicada, HDL-c: colesterol da lipoproteína de alta densidade; LDL-c: colesterol da 

lipoproteína de baixa densidade; VLDL-c: colesterol da lipoproteína de muito baixa densidade; PCRus, proteína C reativa 

ultrassensível; Apo AI: Apolipoproteína AI; Apo B: Apolipoproteína B.  

 

4.2. Diagnóstico Molecular de HF 

  Os pacientes identificados fenotipicamente como HF foram classificados de acordo 

com a presença (HF+) ou ausência (HF-) de variantes patogênicas e/ou provavelmente 

patogênicas em 4 genes relacionados à HF. Na Tabela 3 está apresentada a descrição 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 são do tipo missense, uma na região 

5’UTR e duas do tipo stop-gain. Seis variantes foram classificadas como patogênicas e quatro 

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

 

Tabela 3. Variantes conhecidas em genes relacionados à HF considerados patogênicas ou 

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

Gene dbSNP 

Código 

Variante Alteração de 

aminoácidos 

Tipo Classificação 

ACMG 

Número de casos 

(zigosidade) 

LDLR rs121908026 c.530C>T p.Ser177Leu Missense P 2 (hetero) 

LDLR rs137929307 c.1775G>A p.Gly592Glu Missense LP 2 (hetero) 

LDLR rs879254913 c.1463T>C  p.Ile488Thr Missense LP 1 (hetero) 

LDLR rs28942079 c.1291G>A p.Ala431Thr Missense P 1 (hetero) 

LDLR rs28942078 c.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 c.2043C>A p.Cys681* Stop-gain P 2 (hetero) 

LDLR rs752596535 c.501C>G p.Cys167* Stop-gain P 1 (hetero) 

Nota: P, Patogênica; LP, provavelmente patogênica 
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 Os dados clínicos, biodemográficos e laboratoriais dos pacientes HF com e sem 

diagnóstico molecular estão apresentados na Tabela 4.  

 Os dois grupos estão pareados com relação a idade, gênero e etnia. Não foram 

observadas diferenças entre os grupos para parâmetros como IMC, xantomas, xantelomas, arco 

córneo, tabagismo. O grupo HF+ apresentou maior frequência de DAP, comparado com os HF- 

(p=0,004), e para hipertensão, diabetes tipo 2, IAM, angina, DAC, não foram observadas 

diferenças entre os grupos HF+ e HF-. 

 A análise dos resultados do perfil lipídico mostrou que os valores médios foram mais 

elevados no grupo HF+ em relação ao HF- para colesterol total (p=0,003), LDL-c (p<0,001) e 

Apo B (p=0,003). As demais determinações avaliadas, não se observou diferenças 

significativas. 

 

Tabela 4. Dados clínicos, biodemográficos e laboratoriais dos pacientes com HF+ e HF-. 

Variáveis 
Grupos 

p 
HF+ (13) HF- (41) 

Idade (anos) 46 (38-59) 53 (37-62) 0,460 

Gênero, feminino 84,6 (11) 73,2 (30) 0,400 

Etnia, caucasiano 61,5 (8) 46,3 (19) 0,566 

IMC, kg/m² 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 córneo 30,8 (4) 15,0 (6) 0,207 

Tabagismo 15,4 (2) 7,5 (3) 0,451 

Hipertensão 61,5 (8) 51,2 (21) 0,516 

Diabetes tipo 2 23,1 (3) 10,0 (4) 0,226 

Infarto agudo do miocárdio 15,4 (2) 10,0 (4) 0,595 

Angina 53,8 (7) 30,0 (12) 0,239 

Doença arterial coronariana 15,4 (2) 12,5 (5) 0,406 

Doença arterial periférica 46,2 (6) 12,5 (5) 0,004 

Histórico familiar de HF 84,6 (11) 58,5 (24) 0,214 

Histórico familiar de DAC 61,5 (8) 67,5 (27) 0,579 

Glicemia, mg/dL 93 (88-98) 91 (85-97) 0,671 

Hb1Ac, % 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 

Triacilgliceróis, 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 AI, 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, IU/mL 9,05 (7,55-10,60) 7,50 (5,4-11,70) 0,640 
Nota: Número de indivíduos em parênteses. Variáveis contínuas são apresentadas como mediana e intervalo interquartil e 

foram comparadas pelo teste de Mann-Whitney. Variáveis categóricas foram comparadas por qui-quadrado. p<0,05 foi 

considerado significante. HF, Hipercolesterolemia Familial; IMC, Índice de Massa Corporal; DAC, Doença Arterial 

Coronariana; Hb1AC, Hemoglobina glicada, HDL-c: colesterol da lipoproteína de alta densidade; LDL-c: colesterol da 
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lipoproteína de baixa densidade; VLDL-c: colesterol da lipoproteína de muito baixa densidade; PCRus, proteína C reativa 

ultrassensível; Apo AI: Apolipoproteína AI; Apo B: Apolipoproteína B.  

 

4.3. Dados clínicos, biodemográficos e laboratoriais de Pacientes que tiveram as amostras 

determinadas o perfil proteômico 

Os dados demográficos, clínicos e laboratoriais dos pacientes com HF pareados por 

idade e gênero, e indivíduos de controle são mostrados na Tabela 5. Esses dados são referentes 

apenas aos pacientes analisados no estudo da análise proteômica de exossomos plasmáticos. 

Os dados clínicos do grupo HF comparados com o grupo controle mostraram aumento 

de hipertensos (p=0,003), com história familiar de HF (p=0,027) As comparações da etnia, 

índice de massa corporal, a frequência de diabetes tipo 2, a presença de arco córneo, xantoma, 

ou xantelasma, assim com ocorrência de IAM, angina, DAC, DAP, e número de tabagistas e 

história familiar de DAC tiveram resultados sem significância estatística entre os grupos. 

O grupo HF apresentou aumento da glicemia em relação 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), 

triacilgliceróis (p=0,010) e Apo B (p=0,001) mostraram mais elevados no grupo HF em 

comparação com o grupo controle. 

 

Tabela 5. Dados demográficos, clínicos e laboratoriais dos pacientes com HF e controle 

utilizados na análise proteômica. 

Variáveis 
Grupos 

p 
HF (13) Controle (7) 

Idade, anos 53 (45-60) 36 (32-45) 0,068 

Gênero, 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 

Hipertensão 69,2 (9) 0 (0) 0,003 

Diabetes tipo 2 15,4 (2) 0 (0) 0,274 

Arco córneo 23,1 (3) 0 (0) 0,168 

Xantomas 0 (0) 0 (0) - 

Xantelomas 15,4 (2) 0 (0) 0,274 

Infarto agudo do miocárdio 7,7 (1) 0 (0) 0,452 

Angina 30,8 (4) 0 (0) 0,166 

Doença arterial coronariana 7,7 (1) 0 (0) 0,452 

Doença arterial periférica 23,1 (3) 0 (0) 0,166 

Tabagismo 15,4 (2) 0 (0) 0,260 

Histórico familiar de HF 69,2 (9) 0 (0) 0,027 

Histórico familiar de DAC 61,5 (8) 14,3 (1) 0,063 

Glicemia, mg/dL 91 (86-101) 82 (80-88) 0,021 

Hb1Ac, % 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 

Triacilgliceróis, mg/dL 147 (123-215) 85 (74-116) 0,010 

Apo AI, 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: Número de indivíduos em parênteses. Variáveis contínuas são apresentadas como mediana e intervalo interquartil e foram comparadas 

pelo teste de Mann-Whitney. Variáveis categóricas foram comparadas por -quadrado. p<0,05 foi considerado significante. HF, 

Hipercolesterolemia Familial; IMC, Índice de Massa Corporal; DAC, Doença Arterial Coronariana; Hb1AC, Hemoglobina glicada, HDL-c: 

colesterol da lipoproteína de alta densidade; LDL-c: colesterol da lipoproteína de baixa densidade; VLDL-c: colesterol da lipoproteína de 
muito baixa densidade; PCR us, proteína C reativa ultrassensível; Apo AI: Apolipoproteína AI; Apo B: Apolipoproteína B.  

 

 

4.4. Perfil de expressão global de miRNAs (miRNoma) em exossomos 

4.4.1.  Caracterização de exossomos 

4.4.1.1. Dispersão de Luz Dinâmica 

Na Figura 1, é mostrado o gráfico com resultados da análise DLS de exossomos 

isolados pelo produto miRCURY Exosome Serum/Plasma. O eixo Y indica a intensidade ou 

número de moléculas (%) e o eixo X indica o tamanho das partículas na amostra (nm). Os 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Distribuição do tamanho dos exossomos plasmáticos por método de dispersão de luz dinâmica. 

Eixo Y: intensidade ou número de partículas em %. Eixo x: tamanho das partículas em nm. Equipamento 

Nanosizer ZS90 (Malvern Panalytical Ltd, Malvern, UK). 

 

4.4.1.2. Western blotting 

  Detectou-se a presença das proteínas CD63 (50kDa), CD81 (25kDa) e HSP70 (70kDa) 

por Western blotting das vesículas isolados do plasma (Figura 2A). Os resultados obtidos 

foram semelhantes àqueles apresentados pelo fabricante (controle de reação) dos anticorpos 

utilizados (Figura 2B; ExoAb Antibody Kit; System Biosciences – SBI), indicando a presença 

das microvesículas de interesse em nossa amostra de estudo. 
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Figura 2. Caracterização de exossomos plasmáticos por Western blotting. 

A: Imunomarcação das amostras de EVs plasmático obtidos no estudo. B: Imunomarcação dos exosomos séricos 

fornecida pelo fabricante dos anticorpos utilizados (ExoAb Antibody Kit; System Biosciences – SBI). 

 

4.4.1.3.  Rastreamento de nanopartículas 

   Na Figura 3 está apresentado o gráfico de resultados da caracterização de exossomos 

usando o NanoSight LM10. O eixo Y indica a concentração das partículas e o eixo X indica o 

tamanho das partículas na amostra (nm). Observa-se que a distribuição do tamanho das 

partículas é homogênea na amostra e o tamanho delas foi em média 95 nm, que está dentro do 

esperado (50-150 nm). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Distribuição do tamanho de exossomos plasmáticos por método de análise de rastreamento de 

nanopartículas. 

Eixo Y: concentração das partículas. Eixo x: tamanho das partículas em nm. Barras de erro vermelhas indicam ± 

erro padrão da média. Equipamento NanoSight LM10 (Malvern Panalytical Ltd, Malvern, UK). 

 

4.4.1.4. Imunomarcação - ExoView 
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   Os resultados da avaliação da amostra para tetraspaninas usando o ExoView 

demonstrou que o método utilizado para o isolamento de exossomos é adequado pois resultou 

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

 

 

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 Eletrônica de Transmissão 

   As vesículas tiveram a integridade e o tamanho esperados (50-150 nm) na análise de 

microscopia eletrônica de transmissão (Figura 5). 
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Figura 5. Microscopia eletrônica de transmissão (TEM) de exossomos com coloração negativa. 

Ampliação: 30000x (barra de escala = 100 nm). 

 

4.4.2. Sequenciamento de miRNAs de exossomos 

4.4.2.1. Controle de qualidade do preparo de biblioteca 

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

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

miRNAs. 

 

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

controles utilizadas no sequenciamento de miRNAs de exossomos. 

Amostra 
Quantificação 

(ng/µL) 
Amostra 

Quantificação 

(ng/µL) 
Amostra 

Quantificação 

(ng/µL) 

HF01C 4,7 HF55C 13,7 HFW20 10,6 

HF03C 12,9 HF57C 0,352 HFW21 14,6 

HF05C 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 22,6 HF72C 20 HFW32 13,4 

HF159 27 HF73C 11,9 HFW34 13,1 

HF177 15,9 HF9C 8,6 HFW35 17,6 

HF22C 4,54 HFW01 7,5 HFW36 10,5 

HF23C 8,4 HFW02 5,6 HFW37 12,9 

HF24C 8,1 HFW03 12 HFW38 12 

HF26C 8,7 HFW04 14,9 HFW39 7,68 

HF27C 6,1 HFW05 11,1 HFW40 9,6 

HF28C 20,6 HFW06 14,7 HFW41 8,46 

HF30C 13,7 HFW07 15,4 HFW42 15,2 

HF31C 20,4 HFW08 15,8 HFW43 16,4 

HF33C 22,4 HFW09 2,7 HFW44 11 

HF34C 17,7 HFW10 17,7 HFW45 11,5 

HF35C 13,5 HFW11 17,8 HFW46 13,9 

HF36C 11,5 HFW12 16 HFW48 13,5 

HF40 3,9 HFW14 16,9 HFW49 10,5 

HF46C 7,34 HFW15 1,63 HFW50 17,9 

HF49C 8,74 HFW16 3,26 HFW51 7,38 

HF50C 18,2 HFW17 18,6 HFW52 14,9 

HF52C 10,2 HFW18 3,66 HFW53 16,5 

HF53C 14,1 HFW19 23,8   

Nota: Quantificação das bibliotecas concluídas e utilizadas para o sequenciamento. Realizou-se a quantificação 

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

EUA). Os valores serviram de base para diluição 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): padrão de peso molecular; A1: amostra de biblioteca de miRNA com a maioria dos 

fragmentos entre 173 pb e 181 pb. 

 

Tabela 7. Parâmetros de qualidade da reação de sequenciamento. 

Biblioteca Q30 (%) Densidade 

(K/mm2) 

Clusters PF 

(%) 

Reads (M) Reads PF 

(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 31,4 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: Milhões; PF: Pass Filter. 

 

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

A análise 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 

análise, o miR-122-5p (p=0,003) e o miR-16-5p (p=0,04) (Figura 7A) foram diferentemente 

expressos. Ambos os miRNAs foram regulados positivamente nos pacientes HF em relação ao 

controle (log2 FC=1,79 e log2 FC=0,42, respectivamente). Salienta-se que o miR-122-5p 

continuou significativo (p=0,034) após o ajuste do valor de p (Figura 7B).  

A segunda comparação realizada foi entre o grupo HF+ e HF-. Na Figura 7C estão 

apresentados os top 10 miRNAs identificados nesta análise. O miR-21-5p apresentou expressão 

aumentada no grupo HF+ em relação ao grupo HF- (p=0,044; log2 FC=1,27) (Figura 7D). Esse 

miRNA não continuou significativo após o ajuste do valor de p, porém isso pode ser devido ao 

número amostral. 
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Figura 7. Perfil de expressão de miRNAs de exossomos. 

A) Análise de agrupamento hierárquica mostrando os 10 miRNAs exossomais mais variáveis entre os grupos HF 

e controle; B) Perfil de expressão diferencial do hsa-miR-122-5p; C) Análise de agrupamento hierárquica 

mostrando os 10 miRNAs exossomais mais variáveis entre os grupos HF+ e HF-; D) Perfil de expressão diferencial 

do hsa-miR-21-5p. 

 

   Realizou-se a comparação entre pacientes HF+ e HF- em relação ao controle (Figura 

8). Na Figura 8A, está apresentada a análise hierárquica entre o grupo HF+ e o grupo controle. 

Novamente o hsa-miR-21-5p apresentou expressão aumentada no grupo HF+ (p=0,033; log2 

FC=1,37) (Figura 8B), indicando que este miRNA pode ser um potencial biomarcador de 

diagnóstico molecular positivo para HF. Na Figura 8C, está apresentada o heatmap indicando 

os top 10 miRNA mais variáveis na comparação entre o grupo HF- e o grupo controle. Nessa 

análise, o hsa-miR-122-5p foi significantemente aumentado (log2 FC=1,87) no HF- (p=0,002), 

continuando significativo após o ajuste do valor de p (p=0,029) (Figura 8D), indicando que 

este miRNA em exossomos pode ser um importante biomarcador para o diagnóstico de HF, 

inclusive em pacientes com diagnóstico molecular negativo. 

 



63 
 

 

Figura 8. Perfil de expressão de miRNAs de exossomos entre pacientes HF+ e HF- comparado ao controle. 

A) Análise de agrupamento hierárquica mostrando os 10 miRNAs exossomais mais variáveis entre os grupos HF+ 

e controle; B) Perfil de expressão diferencial do hsa-miR-21-5p; C) Análise de agrupamento hierárquica mostrando 

os 10 miRNAs exossomais mais variáveis entre os grupos HF- e controle; D) Perfil de expressão diferencial do 

hsa-miR-122-5p. 

  

A análise de correlação foi realizada utilizando miRNAs diferentemente expressos nos 

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

 

Tabela 8. Análise de correlação de Spearman dos miRNAs diferentemente expressos nos 

exossomos e o perfil lipídico. 

miRNAs Correlação Colesterol 

total 

LDL-c HDL-c VLDL-c Triacilg

liceróis 

Apo AI Apo B 

hsa-miR-

122-5p 

r 0,217 0,180 -0,239 0,396 0,406 -0082 0,280 

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-

21-5p 

p-valor 0,002 <0,001 0,004 0,016 0,017 0,029 0,002 

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

lipoproteína de muito baixa densidade; Apo AI: Apolipoproteína AI; Apo B: Apolipoproteína B. 

 

O hsa-miR-122-5p foi positivamente correlacionado com VLDL-c (r = 0,396; p = 

0,004), triacilgliceróis (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), triacilgliceróis (r = 

0,332; p = 0,017) e Apo B (r = 0,441; p = 0,002) e foi negativamente correlacionado com HDL-

c (r = -0,405; p = 0,004) e Apo AI (r = -0,307; p = 0,029). 

 

4.5.  Proteômica 

4.5.1. Caracterização de exossomos isolados por SEC 

   A caracterização 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 análise de microscopia também mostrou 

que as partículas possuem tamanho e integridade dentro da qualidade adequados (Figura 9). 
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Figura 9. Caracterização de exossomos plasmáticos isolados por cromatografia de exclusão de tamanho 

(SEC). 

A) Análise de rastreamento de nanopartículas de tamanho (nm) e concentração de exossomos humanos em 

amostras de plasma usadas para proteômica. Barras de erro vermelhas indicam ± erro padrão da média. B) Western 

blotting. C) Microscopia eletrônica de transmissão; 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 IgG-, respectivamente. 

 

4.5.2. Análise Proteômica 

   A análise proteômica identificou 300 proteínas nas amostras analisadas de ambos, 

pacientes HF e controles. Destas 300 proteínas identificadas, um montante de 284 estão 

presentes tanto em exossomos isolados, quanto no plasma total. Adicionalmente, deste 
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montante de 284 proteínas, 11 proteínas foram exclusivamente identificadas no plasma e 5 em 

exossomos (Figura 10A). Porém, a quantidade observada, de grande parte das 284 proteínas 

identificada, foi diferente entre as amostras de plasma e exossomos (Figura 10B). Além disso, 

através de uma análise do perfil quantitativo entre amostras de plasma e de exossomos, foram 

identificadas 239 proteínas significantemente diferentes entre estas amostras (p<0,05 e 

q≤0,061) (Figura 10C). A lista de todas as proteínas desta análise está apresentada na Tabela 

suplementar 1. 

 

 

Figura 10. Análise proteômica comparando os exossomos e plasma total. 

A) Diagrama de Venn comparando proteômica de plasma e exossomos dos mesmos pacientes. n = 300 proteínas 

com 2 ou mais peptídeos únicos. B) Gráficos de PCA usando todas as 300 proteínas coloridas com base na amostra 

(plasma ou exossomos) ou grupo de estudo (HF ou controle). C) Análise de agrupamento hierárquico usando uma 

comparação de dois grupos: exossomos plasmáticos versus proteína plasmática total (n = 239 proteínas com p 

<0,05 e q≤0,061 que diferenciam os dois grupos). Inserido, é uma visão ampliada de proteínas que são 

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 análise diferencial das proteínas, tanto em plasma e quanto em exossomos, entre os 

grupos HF e controle (Figura 11).  

   Em exossomos, foram identificadas 38 proteínas 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 proteínas 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 proteínas com perfil quantitativo e significantemente diferentes entre os grupos 

HF e controle foram comparadas com o objetivo de identificar a presença mútua 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 proteínas atenderam o critério apenas 

no plasma, 9 proteínas simultaneamente no plasma e nos exossomos e um total de 29 atenderam 

os critérios apenas nos exossomos (Figura 11B). 

   Na Figura 11C, estão apresentados dois gráficos, um para pacientes HF e outro para 

controles, onde foram mostradas análises comparativas entre a quantidade de proteínas no 

plasma total e exossomos para os grupos estudados, respectivamente.  
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Figura 11. Análise de enriquecimento diferencial de proteínas do plasma e exossomos em HF versus 

controle. 

A) Análise de agrupamento hierárquico usando uma comparação de dois grupos do estudo: HF e controle. 1- 

Exossomos: n = 38 proteínas; p <0,05 e q≤0,048. 2- Plasma: n = 31 proteínas; p <0,05 e q≤0,461. B) Diagrama de 

Venn comparando as proteínas mostradas em A. C) Gráficos comparando as quantidades de proteínas no plasma 

total e em exossomos mostradas em B para os grupos HF e controle. 

 

Das 38 proteínas dos exossomos com perfil quantitativo diferente entre HF e controle 

(p<0,05; q≤0,048; 22 em exossomos; 9 em exossomos e plasma), dezoito proteínas 

apresentaram maior quantidade nos exossomos em comparação com o plasma (Figura 12), 

indicando que essas proteínas são transportadas por exossomos e não são contaminantes do 

plasma. Destas, oito proteínas (SAA2-SAA4, P4HB, CFHR4, PCYOX1, Apo D, Apo F, 

APMAP, CLU) apresentam maior quantidade e dez proteínas (MBL2, IGHM, CD5L, IGHV3-

73, IGKV2D-24, PTGDS, COLEC10, FGL1, TUBA1C, MASP1) apresentaram menor 

quantidade em pacientes com HF em comparação com o controle. 
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Figura 12. Proteínas (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: Proteína 4 relacionada ao Fator 

H; PCYOX1: Prenilcisteína Oxidase 1; Apo D: Apolipoproteína D; Apo F: Apolipoproteína F; APMAP: Proteína Associada à 

Membrana do Plasma Adipócito; CLU: Clusterin; MBL2: Lectina 2 de ligação à manose; IGHM: Immunoglobulin Heavy 

Constant Mu; CD5L: semelhante à molécula de CD5; IGHV3-73: Variável pesada de imunoglobulina 3-73; IGKV2D-24: 

Variável de imunoglobulina Kappa 2D-24; PTGDS: Prostaglandina D2 Sintase; COLEC10: Membro da subfamília Collectin-

10; FGL1: Proteína 1 semelhante ao fibrinogênio; TUBA1C: Cadeia alfa-1C da tubulina; MASP1: Serina protease 1 associada 

à manose. 

 

A análise de correlação foi realizada utilizando as proteínas com maior quantidade nos 

exossomos (apresentadas na Figura 12) e as concentrações de colesterol em lipoproteínas e 

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

 

Tabela 9. Análise de correlação de Spearman das proteínas com maior quantidade nos 

exossomos e o perfil lipídico. 

Proteínas Correlação Colesterol 

total 

LDLc- HDL-c VLDL-c Triacilg

liceróis 

Apo AI Apo B 

SAA2-

SAA4 

r 0,737 0,716 -0,141 0,583 0,590 -0,167 0,765 

p-valor <0,001 <0,001 0,554 0,007 0,006 0,495 <0,00

1 

P4HB 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 0,816 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-

73 

r -0,263 -0,245 -0,092 -0,150 -0,147 0,226 -0,381 

p-valor 0,262 0,297 0,700 0,527 0,535 0,353 0,108 

IGKV2D

-24 

r -0,548 -0,553 -0,103 -0,221 -0,226 0,139 -0,403 

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

0 

r -0,458 -0,579 0,065 -0,226 -0,221 0,252 -0,441 

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 

TUBA1C 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 0,431 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 lipoproteína de baixa densidade; HDL-c: colesterol da lipoproteína de alta densidade; VLDL-c: colesterol da 

lipoproteína de muito baixa densidade; Apo AI: Apolipoproteína AI; Apo B: Apolipoproteína B; SAA2-SAA4: SAA2-SAA4 Readthrough; 

P4HB: Subunidade Beta da Prolil 4-Hidroxilase; CFHR4: Proteína 4 relacionada ao Fator H; PCYOX1: Prenilcisteína Oxidase 1; APOD: 

Apolipoproteína D; APO F: Apolipoproteína F; APMAP: Proteína Associada à Membrana do Plasma Adipócito; CLU: Clusterin; MBL2: 

Lectina 2 de ligação à manose; IGHM: Immunoglobulin Heavy Constant Mu; CD5L: semelhante à molécula de CD5; IGHV3-73: Variável 

pesada de imunoglobulina 3-73; IGKV2D-24: Variável de imunoglobulina Kappa 2D-24; PTGDS: Prostaglandina D2 Sintase; COLEC10: 

Membro da subfamília Collectin-10; FGL1: Proteína 1 semelhante ao fibrinogênio; TUBA1C: Cadeia alfa-1C da tubulina; MASP1: Serina 

protease 1 associada à manose. 

 

SAA2-SAA4 (do inglês 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), triacilgliceróis (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), triacilgliceróis (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), triacilgliceróis (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 ligação à 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). TUBA1C 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 análise de enriquecimento por bioinformática utilizando as proteínas com maior 

quantidade em exossomos, significantemente diferentes entre os grupos HF e controle e 

significativamente correlacionadas com o perfil lipídico foi mostrada na Figura 13. Essas 

proteínas são as proteínas de entrada (input) no STRING (n=13). A associação dessas proteínas 

e a pontuação de confiança foram mostradas na Figura 13A. Todas as pontuações variam de 0 

a 1, sendo 1 a de maior confiança possível.  

A rede de predição construída pelo STRING utilizando as proteínas de entrada 

identificadas neste estudo foi expandida com mais 10 proteínas (C4A, C4B, CRP, C3, FCN2, 

FCN3, PTX3, CETP, TUBA1B, MASP) que possuíram associação com alta pontuação de 

confiança (0,700) (Figura 13B). Com isso, um maior número de associações proteína-proteína 

foi identificado e que contribuiu para interpretar as funções moleculares das proteínas 

identificadas neste estudo.  

Interessantemente, essas proteínas, de acordo com análise do ENRICHR, foram 

associadas com algumas funções moleculares relacionadas ao metabolismo do colesterol, tais 
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como: ligação ao colesterol, LDL e esterol, atividade de arilesterase e atividade de transferência 

de colesterol (Figura 13C). 

 

 

Figura 13. Análise de enriquecimento usando as proteínas mais abundantes em exossomos e correlacionadas 

com o perfil lipídico. 

A) Uma rede em STRING para mostrar associações proteína-proteína e a pontuação de confiança usando as 

proteínas identificadas neste estudo. B) A rede expandida pelo STRING por um adicional de 10 proteínas 

relacionadas com as proteínas identificadas neste estudo e com alta confiança (0,700). Linha verde – evidência de 
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proximidade; Linha azul - evidência de ocorrência simultânea; Linha roxa - evidência experimental de associação; 

Linha azul clara – predição em banco de dados; Linha preta - evidência de co-expressão. Pontuação de confiança: 

baixa confiança - 0,150; confiança média - 0,400; alta confiança - 0,700; maior confiança - 0,900. C) Funções 

metabólicas das proteínas estudadas. SAA2-SAA4: SAA2-SAA4 Readthrough; P4HB: Subunidade Beta da Prolil 

4-Hidroxilase; CFHR4: Proteína 4 relacionada ao Fator H; PCYOX1: Prenilcisteína Oxidase 1; APOD: 

Apolipoproteína D; APO F: Apolipoproteína F; APMAP: Proteína Associada à Membrana do Plasma Adipócito; 

CLU: Clusterin; MBL2: Lectina 2 de ligação à manose; IGHM: Immunoglobulin Heavy Constant Mu; CD5L: 

semelhante à molécula de CD5; IGHV3-73: Variável pesada de imunoglobulina 3-73; IGKV2D-24: Variável de 

imunoglobulina Kappa 2D-24; PTGDS: Prostaglandina D2 Sintase; COLEC10: Membro da subfamília Collectin-

10; FGL1: Proteína 1 semelhante ao fibrinogênio; TUBA1C: Cadeia alfa-1C da tubulina; MASP1: Serina protease 

1 associada à manose. 

 

4.6. Análise integrativa entre miRNAs e proteínas exossomais 

A análise integrativa entre os miRNAs e as proteínas exossomais identificou algumas 

vias comuns relacionadas ao metabolismo do colesterol, conforme observado na Figura 14. Os 

miRNAs e proteínas dessa via metabólica foram analisados quanto aos processos em que estão 

envolvidos utilizando o programa MetaCore. Estas moléculas foram relacionadas com a 

homeostase do colesterol, regulação da atividade da lipoproteína lipase, regulação do processo 

metabólico dos ácidos graxos e regulação do transporte de colesterol.  
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Figura 14. Análise integrativa do miR-122-5p e miR-21-5p e proteínas (MBL2, MASP1, CLU, Apo F e Apo 

D) identificados em exossomos e analisados neste estudo. 

Os miRNAs e proteínas, provenientes de exossomos, significativamente identificadas neste estudo foram 

analisadas no programa MetaCore e resultou nesta rota de interação relacionada com o metabolismo do colesterol. 

APOD: Apolipoproteína D; APO F: Apolipoproteína F; CLU: Clusterin; MBL2: Lectina 2 de ligação à manose; 

MASP1: Serina protease 1 associada à manose. 
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5.  DISCUSSÃO 

  Os resultados referentes aos dados clínicos, biodemográficos e laboratoriais 

(bioquímicos) dos pacientes HF e controles indicaram variabilidade, como esperado, 

significativa entre os grupos de pacientes com hipercolesterolemia não caracterizada 

genotipicamente e controles. Os valores de IMC, do perfil lipídico e glicídico, bem como o 

número de hipertensos e indivíduos com histórico familiar de HF foi maior no grupo HF total 

(pacientes com e sem diagnóstico molecular) quando comparado ao grupo de indivíduos 

normolipidêmicos. Além disso, ambos os grupos foram pareados pela idade, gênero e não uso 

de estatinas, estabelecendo critérios para menor erro entre os parâmetros, que possam interferir 

no perfil de miRNAs e proteínas 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 casuística, sugerindo uma alta probabilidade de 

reprodutibilidade dos dados, frente a consistência da casuística avaliada  (BATAIS et al., 2019; 

SUN et al., 2018). 

  O grupo fenotipicamente caracterizado como HF foi subdividido em dois subgrupos de 

acordo com a presença (HF+) ou ausência (HF-) de variantes genotípicas relacionadas com o 

diagnóstico molecular da HF. Variantes patogênicas ou provavelmente patogênicas presentes 

em genes do grupo  sub classificado como HF+ expressam proteínas que afetam a 

funcionalidade dos genes, ou seja, interferem nas interações 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 

regulatório que altera a função ou estrutura das proteínas (SUN; YU, 2019). Assim, a análise 

das diferenças entre esses dois grupos pode contribuir numa melhor interpretação e no 

entendimento dos mecanismos relacionados com a HF. 

  Nesse estudo, os grupos HF+ e HF- mostraram similaridade em relação aos dados 

clínicos e biodemográficos, corroborando com um estudo anterior que também utilizou 

pacientes brasileiros como casuística (LORENZO et al., 2017). Em relação aos dados 

laboratoriais, observa-se que as concentrações de colesterol total, LDL-c e Apo B foram 

significativamente maiores em pacientes HF+, sugerindo maior risco aterogênico. Resultados 

semelhantes foram mostrados em um estudo anterior com indivíduos do leste da Ásia (CHAN 

et al., 2019). 
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  Com o objetivo contribuir na melhoria do diagnóstico e na elucidação 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 

vesículas circulantes isolados a partir de plasma de pacientes HF e normolipidêmicos 

(controles).  

A escolha dos exossomos se justifica devido ser estas vesículas ser constituídas de uma 

membrana externa metabolicamente ativa, que protege o conteúdo interno e funcionam como 

mediadores integrais da comunicação célula a célula presentes em vários tecidos e/ou fluidos 

corporais e participam de processos fisiológicos e patológicos, tornando-os potenciais 

carreadores de biomarcadores com valor diagnóstico (HUTCHESON; AIKAWA, 2018; NEW; 

AIKAWA, 2013). 

  Para o isolamento das vesículas extracelulares, foram utilizadas duas metodologias 

diferentes – precipitação química e cromatografia por exclusão de tamanho - sendo ambas 

recomendadas na literatura (CHEN et al., 2022; YANG et al., 2020). Os dois métodos 

apresentaram resultados de caracterização similares, observou-se que a distribuição do 

tamanho das partículas foi homogênea nas amostras (~95 nm), a presença de marcadores como 

CD63, CD9 e CD81 e as vesículas estavam íntegras na análise de microscopia eletrônica. Essas 

caracterizações confirmaram que as vesículas isoladas eram exossomos, pois de acordo com a 

literatura, exossomos são partículas liberadas naturalmente das células que são delimitadas por 

uma bicamada lipídica que possuem de 50-150 nm de tamanho e são positivas para 

tetraspaninas (CD63, CD9, CD81) (DE FREITAS et al., 2021; SANZ-RUBIO et al., 2018; 

THÉRY et al., 2018). 

A avaliação do perfil de expressão 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 está sendo utilizadas cada vez mais para identificação de mecanismo de 

controle por miRNAs em biofluidos ou tecidos, em diversas condições patológicas (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 complicações 

cardiovasculares. 

  O miR-122-5p apresentou elevado valor nos exossomos dos pacientes HF em relação 

ao controle e no grupo HF- em relação ao controle. O miR-122 tem sido amplamente associado 

como mediador do metabolismo da lipoproteína, e sua expressão é aumentada no fígado 

(HAYES; CHAYAMA, 2016; WEN; FRIEDMAN, 2012). Estudos in vivo identificaram o 
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miR-122 como um regulador crucial da síntese de colesterol e ácidos graxos e, portanto, da 

homeostase de lipoproteínas. Notavelmente, a função miR-122 parece ser amplamente 

necessário para a expressão de genes específicos do hepatócito, ao invés do direcionamento 

específico das vias do metabolismo lipídico (FEINBERG; MOORE, 2016).  

  Neste contexto, ele foi descrito como importante participante no metabolismo do 

colesterol e TG no fígado, regulando direta ou indiretamente a biossíntese e excreção destes. 

A diminuição do miR-122 no fígado foi relacionada com a diminuição das concentrações 

séricas de colesterol total, LDL-c, HDL-c e TG (WEN; FRIEDMAN, 2012). Na HF, ocorre um 

acúmulo 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 o miR-122 está aumentado nos exossomos plasmáticos de 

pacientes com HF total em comparação com o controle, o que é sugestivo de uma expressão 

aumentada também nos hepatócitos, que potencialmente resultou na maior secreção desse 

miRNA através dos exossomos, porém mais estudos funcionais in vitro ou in vivo devem ser 

realizados para melhor elucidação desta hipótese. No entanto, nossa hipótese relacionada a 

associação do perfil de expressão tecidual vs. circulante corrobora com estudo anterior 

indicando que a desregulação no tecido (fígado) reflete na circulação (MJELLE et al., 2019).  

  Outro estudo prévio usando modelo animal (camundongos) mostrou que a inibição 

temporária do miR-122 reduziu o colesterol sérico através da regulação 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 hepatócitos murinos 

primários, as concentrações 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), reforçando a 

importância do wash-out realizado nesse estudo. Assim, o aumento desse miR-122 em 

exossomos em pacientes HF (com e sem diagnóstico molecular de HF) deste estudo, pode estar 

associado com o aumento do LDL-c na circulação. A correlação positiva encontrada entre 

LDL-c e o miR-122 fortalece nossa hipótese do papel do miRNA no metabolismo de lipídios 

na HF. 

   Na HF, o miR-122 tem sido estudado como potencial alvo terapêutico e atingiu a fase 2 

de desenvolvimento de ensaio clínico (MOMTAZI et al., 2018). Interessantemente, o 

tratamento de camundongos com três doses intravenosas de 80 mg/kg de antagonista de miR-

122 resultou na diminuição de alvos diretos do miR-122 no fígado com consequente redução 
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de 40% da concentração sérica de colesterol (KRÜTZFELDT et al., 2005; ROOIJ; 

KAUPPINEN, 2014). 

   O miR-122-5p também foi relacionado com complicações cardiovasculares. Recente 

estudo mostrou que o miR-122-5p em exossomos do soro pode ser útil como biomarcador para 

diagnóstico de infarto agudo do miocárdio e angina instável, e o aumento desse miRNA sérico 

pode ser usado para prever a gravidade das lesões coronarianas (LING et al., 2020).  

Assim, miR-122-5p pode representar um potencial biomarcador que pode contribuir 

com diagnóstico precoce da HF, bem como suas complicações cardiovasculares associadas ao 

perfil lipídico da HF, contribuindo para a melhor compreensão das bases moleculares da doença 

e potencialmente indicando novos mecanismos moleculares que explicam as diversas 

manifestações fenotípicas da hipercolesterolemia. Além disso, o miR-122 tem surgido como 

um potencial alvo terapêutico para a HF (MOMTAZI et al., 2018). 

  O miR-21-5p mostrou-se aumentado em pacientes com diagnóstico molecular de HF 

(HF+) comparado tanto com os pacientes sem diagnóstico molecular de HF (HF-) e com 

controles. O grupo HF+ apresentam o fenótipo mais severo da doença e consequentemente, 

maior risco de desenvolvimento de doenças cardiovasculares, particularmente aquelas 

associadas a formação de placas ateroscleróticas (SUN; YU, 2019). 

  O aumento do miR-21 tem sido relacionado com condições inflamatórias crônicas e 

várias doenças cardiovasculares, incluindo aterosclerose (SHEEDY, 2015). Um estudo prévio 

observou que o miR-21 pode ser exportado do tecido para a circulação através de exossomos 

com uma correlação positiva consistente entre as duas origens da amostra (MJELLE et al., 

2019).  

  A expressão 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 hiperlipidêmicos. A disfunção endotelial na hiperlipidemia é um fator importante 

que está relacionado com muitas doenças cardiovasculares, como por exemplo, aterosclerose, 

acidente vascular cerebral e doença coronariana. Além disso, foi observada uma inibição da 

expressão do miR-21-5p após tratamento com atorvastatina (ZHANG et al., 2018). 

  A expressão do miR-21 foi reportada como aumentada em camundongos ApoE−/−, um 

modelo de estudo para hipercolesterolemia e aterosclerose. Os autores observaram que a 

inibição do miR-21 protegeu parcialmente contra o desenvolvimento precoce de aterosclerose, 

eles sugeriram que o miR-21 inibiria o influxo de macrófagos derivados de monócitos na lesão 

em formação e limitaria o a apoptose de macrófagos, protegendo assim contra a formação 
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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 terapêutico. 

Os exossomos também carreiam proteínas que podem estar envolvidas em várias 

doenças, incluindo HF (DE FREITAS et al., 2021; ROGERS et al., 2020; ZHANG et al., 2016). 

A proteômica quantitativa surgiu como uma ferramenta promissora para identificar proteínas 

diferencialmente expressas em vários processos biológicos. O conhecimento da proteômica de 

exossomos pode contribuir não só na sua função fisiológica, mas também serem novos 

biomarcadores, ou potenciais alvo molecular em novas abordagens terapêutica. Identificamos 

potenciais proteínas em exossomos que podem estar relacionadas ao HF neste estudo, pois 

foram correlacionadas com o perfil lipídico e funções moleculares relacionadas ao metabolismo 

lipídico (Figura 13). 

A proteína SAA2-SAA4 (do inglês: SAA2-SAA4 Readthrough) mostrou-se elevada nos 

exossomos dos pacientes com HF em comparação com o controle e teve uma correlação 

positiva com CT, LDL-c, VLDL-c, TG e Apo B (Tabela 9), sugerindo um possível 

envolvimento dessa proteína no metabolismo do colesterol. O SAA2-SAA4 foi previamente 

identificado em VLDL / LDL / HDL de humanos, porém sua função permanece desconhecida 

(LIN et al., 2021). 

A proteína CFHR4 (proteína 4 relacionada ao fator de complemento H) foi 

quantitativamente maior em exossomos de pacientes com HF em comparação com o controle e 

foi correlacionada positivamente com CT, LDL-c, VLDL-c, TG e Apo B (Tabela 9), o que pode 

indicar associação com HF. Estudos anteriores corroboram nosso achado, uma vez que 

mostraram que CFHR4 é associada com lipoproteínas como quilomícrons, LDL e VLDL,  e 

pode desempenhar um papel no metabolismo lipídico, porém sua relevância neste contexto é 

ainda desconhecida (JÓZSI; MERI, 2014; JÓZSI; ZIPFEL, 2008; SKERKA; ZIPFEL, 2008). 

A proteína PCYOX1 (prenilcisteína oxidase 1) mostrou-se aumentada em exossomos 

plasmáticos dos pacientes HF em comparação com o controle e correlacionada positivamente 

com o 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 

evidências de que a enzima pró-oxidante PCYOX1 nas lesões ateroscleróticas humanas, é 

sintetizada localmente e transportada dentro do espaço subintimal por acúmulo de lipoproteínas 

pró-aterogênicas na parede arterial durante a aterogênese. A PCYOX1 apresentou maior 
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quantidade em exossomos de pacientes com HF em relação ao controle, sugerindo que essa 

proteína em exossomos poderia ser potencialmente um biomarcador de aterosclerose nesses 

pacientes. Adicionalmente, neste estudo 12% dos pacientes HF, até o momento da coleta dos 

dados, tiveram DAC, sendo este um dado significativo quando comparado ao grupo controle. 

Apesar de futuros estudos de reanalises serem necessários, para comprovar essa hipótese, esses 

resultados encontrados representam um dado promissor na buscar de novos biomarcadores em 

doenças cardiometabólicas.  

A apolipoproteina D (Apo D) ocorre no complexo macromolecular com lecitina-

colesterol aciltransferase, enzima chave no transporte reverso do colesterol pela HDL. 

Provavelmente está envolvido no transporte e ligação da bilina (RASSART et al., 2000). A 

quantidade de Apo D também foi aumentada em exossomos de pacientes com HF em 

comparação com o controle e teve correlação positiva com o perfil lipídico (CT, LDL-c, VLDL-

c, TG, Apo B). Um estudo revisou a implicação funcional do Apo D na aterosclerose e 

descreveu que o aumento da deposição de Apo D é detectável em lesões ateroscleróticas de 

humanos com doença cardiovascular estabelecida (PERDOMO; DONG, 2008). Em indivíduos 

que sofrem de infarto do miocárdio, foi identificada a presença de Apo D em vesículas 

extracelulares circulantes e sugeriram que esta apolipoproteína poderia ser um potencial 

biomarcador de dano miocárdico (CHEOW et al., 2016; FEMMINÒ et al., 2020). Assim, Apo 

D transportado por exossomos, dependendo da origem, pode ser um marcador de complicações 

clínicas relacionadas à HF, como a doença arterial coronariana (DAC). 

A apolipoproteina F (Apo F) é uma apolipoproteína secundária que se associa com a 

LDL, inibe a atividade da proteína de transferência de éster de colesterol (CETP) e pode ser um 

importante regulador do transporte de colesterol (LIU; MORTON, 2020). A função do Apo F 

está de acordo com nossos achados pois mostramos que essa Apolipoproteína apresentou maior 

quantidade em exossomos de pacientes com HF em comparação com o controle e mostrou 

correlação positiva com concentração de CT, LDL-c, Apo B. 

A proteína APMAP (proteína associada à membrana plasmática dos adipócitos) 

apresentou maior quantidade em exossomos de pacientes com HF em comparação com o 

controle e foi positivamente correlacionada com o perfil lipídico (CT, LDL-c, VLDL-c, TG e 

Apo B). A APMAP é uma espécie de proteína transmembrana que aumenta gradualmente 

conforme o processo de adipogênese e altamente expressa no tecido adiposo maduro 

(PESSENTHEINER et al., 2017; ZHONG et al., 2020). O adipócito desempenha um papel 
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essencial no desenvolvimento da resistência à insulina e a resistência à insulina está associada 

à hipertensão, hipercolesterolemia, dislipidemia (ALI et al., 2013). Portanto, o 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 

concentração de triacilgliceróis e maior número de diabéticos tipo 2, essa proteína poderia estar 

contribuindo mais efetivamente com esses resultados e não só com a HF. 

A proteína MBL2 (lectina 2 de ligação à manose) foi negativamente correlacionada com 

CT e LDL-c e apresentou-se em menor quantidade nos exossomos do grupo HF em comparação 

com o grupo controle. A MBL é um importante fator de ativação da via da lectina do sistema 

complemento (ALIPOUR et al., 2011) e as concentrações séricas da MBL2 têm sido associadas 

ao aumento e redução do risco de aterosclerose e doença arterial coronariana em diferentes 

populações (KELLER et al., 2006; VENGEN et al., 2012). 

A proteína IGKV2D-24 (Variável de imunoglobulina Kappa 2D-24) foi negativamente 

correlacionada com CT e LDL-c e foi diminuído em exossomos de pacientes com HF em 

comparação com o controle. Esta é a primeira vez que IGK2D-24 foi correlacionado com CT e 

LDL-c e não há relato na literatura sobre a associação dessa proteína com HF, portanto, mais 

estudos precisam ser desenvolvidos para melhor entendimento da função desta proteína. A 

literatura mostra que esta proteína está envolvida com a resposta imune e sua função pode ser 

afetada pela deficiência de cistationina β-sintase (CBS), um erro inato do metabolismo que está 

associada com o tromboembolismo vascular e pode auxiliar a explicar doenças cardiovasculares 

e neurológicas (SIKORA et al., 2019). 

A proteína PTGDS (Prostaglandina D2 sintase) foi negativamente correlacionado com 

o colesterol total e LDL-c e foi reduzido em pacientes com HF em comparação com o controle. 

Esses achados estão de acordo com a literatura porque PTGDS é uma enzima responsável pela 

biossíntese de prostaglandina D2 (PGD2), e a produção de PGD2 mediada por PTGDS promove 

a sobrevivência dos cardiomiócitos e contribui para prevenir doenças cardíacas (OAKLEY et 

al., 2013). 

A proteína COLEC10 (Membro da subfamília Collectin-10) foi negativamente 

correlacionado com colesterol total e LDL-c. A COLEC10 é uma glicoproteína que pode ligar 

galactose e manose. A COLEC10 tem potencial para o diagnóstico de doenças, uma vez que é 

secretado no sangue e sua concentração média é de cerca de 280–340 ng/mL no corpo humano 

saudável. A variação de sua concentração no soro pode ser útil para o diagnóstico de doenças 
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cardíacas (YANG et al., 2015). No presente estudo, a COLEC10 foi quantitativamente maior 

em exossomos do grupo controle em comparação com HF. Portanto, mais estudos precisam ser 

realizados utilizando essa proteína para identificar seu papel na HF. 

A proteína FGL1 (Proteína 1 semelhante ao fibrinogênio) 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 proteína em modelo de ratos hiperlipidêmicos em comparação com o 

controle, sugerindo um papel importante da FGL1 na regulação do metabolismo lipídico (LI et 

al., 2016). Mais estudos devem ser realizados utilizando essa proteína para identificar seu papel 

no metabolismo lipídico. 

A proteína TUBA1C (Cadeia alfa-1C da tubulina) foi negativamente correlacionado 

com o perfil lipídico e diminuiu em pacientes com HF em comparação com o grupo controle. 

Estudos anteriores identificaram o TUBA1C em exossomos derivados do tecido adiposo e 

relacionaram o TUBA1C a distúrbios do sistema endócrino, doenças metabólicas e diabetes 

tipo 2 (HARTWIG et al., 2019; ŻBIKOWSKI et al., 2021). Este é o primeiro estudo a vincular 

TUBA1C a HF, portanto, mais estudos precisam ser realizados para elucidar o papel desta 

proteína na dislipidemia e doenças cardiovasculares. 

A proteína MASP1 (Serina protease 1 associada à 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 

ativação da via da lectina clivando a MASP2 (DOBÓ et al., 2014). A interação entre MASP1 e 

coagulação parece agravar os processos fisiopatológicos, promover o desenvolvimento de 

aterosclerose e aterotrombose e levar a complicações mais graves (DUEHRKOP; RIEBEN, 

2014; FRAUENKNECHT; SCHROEDER, 2012). Apesar de nossos achados não corroborarem 

com a hipótese do risco associado ao aumento da MASP1 e riscos de DAC, estudos clínicos, 

com foco em pacientes com DAC versus controles poderiam ser mais elucidativos para 

descrever o papel desta proteína. 

A análise das proteínas e suas interações funcionais são importantes na pesquisa dos 

mecanismos moleculares relacionados às doenças. A rede de conectividade de proteínas precisa 

ser considerada para o completo entendimento do processo biológico (SZKLARCZYK et al., 

2019). Como no presente estudo, a análise da rede de interações de proteínas foi relacionada 
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com diversas funções moleculares importantes que podem auxiliar no entendimento da 

fisiopatologia da HF. 

Apesar de nossos relevantes achados, a maior limitação do estudo foi o n amostral, 

principalmente na análise da proteômica. Um casuística maior poderia aumentar a significância 

dos resultados estatísticos já encontrados. Além disso, os métodos de isolamento de exossomos 

foram diferentes para a análise de miRNAs e proteínas, porém, para minimizar essa limitação, 

realizamos várias caracterizações dos exossomos em ambos os protocolos, de formar a garantir 

a reprodutibilidade de ambos resultados. 

Assim, nossos dados revelaram que o miR-122-5p apresenta uma expressão aumentada 

em pacientes HF e o miR-21-5p apresentou uma expressão diferencial em pacientes HF+ em 

relação aos HF-, sugerindo dois potenciais biomarcadores que pode estar envolvido com a 

fisiopatologia da HF e com a severidade desta. Além disso, identificamos 13 proteínas 

potencialmente associadas com o metabolismo do colesterol e com o risco de doenças 

cardiovasculares, um dos principais agravantes da HF. Adicionalmente, as proteínas MBL2, 

MASP1, CLU, Apo F e Apo D foram integradas as vias dos miRNAs identificados neste estudo, 

sugerindo uma forte interação funcional das moléculas nas vias do metabolismo do colesterol. 

Assim, na busca de novos alvos como potenciais biomarcadores de diagnóstico da HF, nossos 

resultados da análise integrativa entre os miRNAs e as proteínas exossomais, além de 

colaborarem aos estudos anteriores, com maior riqueza, abre novas frentes de pesquisa mais 

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

peptídeos únicos) entre exossomos e plasma (comparação de dois grupos; p<0,05 e 

q≤0,061). 

Gene Descrição # 

Peptíd

eos 

únicos 

UniP

rot 

p-valor q-valor 

PIGR Polymeric immunoglobulin receptor OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=PIGR PE=1 SV=4 

7 P0183

3 

1,49E-01 1,04E+00 

LGA

LS3B

P 

Galectin-3-binding protein OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=LGALS3BP PE=1 SV=1 

13 Q083

80 

5,48E+02 2,13E+03 

PTG

DS 

Prostaglandin-H2 D-isomerase OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=PTGDS PE=1 SV=1 

2 P4122

2 

4,44E+08 1,02E+09 

C1QC Complement C1q subcomponent subunit C OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=C1QC PE=1 SV=3 

4 P0274

7 

2,62E+04 8,72E+02 

C1QB Complement C1q subcomponent subunit B OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=C1QB PE=1 SV=3 

3 P0274

6 

5,18E+04 1,65E+04 

FCG

BP 

IgGFc-binding protein OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=FCGBP PE=1 SV=3 

24 Q9Y6

R7 

1,91E+05 5,78E+04 

MYL

6 

Myosin light polypeptide 6 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=MYL6 PE=1 SV=1 

4 B7Z6

Z4 

1,79E+04 6,31E+03 

JCHA

IN 

Immunoglobulin J chain OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=JCHAIN PE=1 SV=4 

2 P0159

1 

3,06E+04 1,01E+05 

IGH

M 

Immunoglobulin heavy constant mu OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=IGHM PE=1 SV=4 

16 P0187

1 

2,03E+05 6,09E+04 

CD5L CD5 antigen-like OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=CD5L PE=1 SV=1 

4 O438

66 

2,46E+03 8,42E+01 

IGHV

3-15 

Immunoglobulin heavy variable 3-15 OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=IGHV3-15 PE=3 SV=1 

3 A0A0

B4J1

V0 

1,45E+05 4,42E+04 

IGHV

5-51 

Immunoglobulin heavy variable 5-51 OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=IGHV5-51 PE=3 SV=1 

2 A0A0

C4D

H38 

2,08E+05 6,17E+04 

IGKV

2D-24 

Probable non-functional immunoglobulin kappa 

variable 2D-24 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=IGKV2D-24 PE=5 SV=1 

2 A0A0

75B6

R9 

1,46E+07 3,85E+07 

MAS

P2 

Mannan-binding lectin serine protease 2 OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=MASP2 PE=1 SV=4 

5 O001

87 

1,26E+07 3,38E+07 

C1QA Complement C1q subcomponent subunit A OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=C1QA PE=1 SV=2 

5 P0274

5 

7,54E+06 1,87E+08 

F5 Coagulation factor V OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=F5 PE=1 SV=1 

34 A0A0

A0M

RJ7 

6,43E+02 2,44E+04 

FN1 Isoform 1 of Fibronectin OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=FN1 

59 P0275

1-1 

2,21E+02 1,05E+03 

PLTP Phospholipid transfer protein OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=PLTP PE=1 SV=1 

9 P5505

8 

1,39E+06 3,98E+05 

FGG Fibrinogen gamma chain OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=FGG PE=1 SV=1 

21 C9JC

84 

1,62E-04 2,71E-04 

FGB Fibrinogen beta chain OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=FGB PE=1 SV=2 

27 P0267

5 

5,59E-05 1,29E-03 

LRP1 Prolow-density lipoprotein receptor-related protein 1 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=LRP1 PE=1 SV=2 

7 Q079

54 

7,72E-02 4,63E-01 

A2M Alpha-2-macroglobulin OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=A2M PE=1 SV=3 

63 P0102

3 

1,67E+03 5,97E+03 
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F13A

1 

Coagulation factor XIII A chain OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=F13A1 PE=1 SV=4 

18 P0048

8 

1,29E-04 2,42E-03 

FGA Fibrinogen alpha chain OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=FGA PE=1 SV=2 

32 P0267

1 

1,41E-02 1,21E-01 

F13B Coagulation factor XIII B chain OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=F13B PE=1 SV=3 

6 P0516

0 

5,63E+05 1,55E+07 

NID1 Nidogen-1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=NID1 

PE=1 SV=3 

2 P1454

3 

7,54E+03 2,33E+05 

LAM

B1 

Laminin subunit beta-1 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=LAMB1 PE=1 SV=1 

5 G3X

AI2 

2,88E-02 2,33E-01 

FCN2 Ficolin-2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=FCN2 

PE=1 SV=2 

4 Q154

85 

6,23E-01 3,34E+00 

HEG1 Protein HEG homolog 1 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=HEG1 PE=1 SV=3 

3 Q9UL

I3 

6,03E+03 1,90E+05 

ANG

PTL6 

Angiopoietin-related protein 6 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=ANGPTL6 PE=1 SV=1 

4 Q8NI

99 

4,16E-03 3,20E-02 

COL

EC11 

Isoform 10 of Collectin-11 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=COLEC11 

3 Q9B

WP8-

10 

4,90E+00 2,45E+02 

MAS

P1 

Isoform 2 of Mannan-binding lectin serine protease 1 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=MASP1 

2 P4874

0-2 

1,10E+03 4,50E+02 

COL6

A1 

Collagen alpha-1(VI) chain OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=COL6A1 PE=1 SV=3 

3 P1210

9 

1,44E-01 8,31E-01 

COL6

A3 

Collagen alpha-3(VI) chain OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=COL6A3 PE=1 SV=5 

21 P1211

1 

2,72E+01 1,38E+02 

COL

EC10 

Collectin-10 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=COLEC10 PE=1 SV=2 

4 Q9Y6

Z7 

1,48E-02 1,23E-02 

FCN3 Ficolin-3 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=FCN3 

PE=1 SV=2 

5 O756

36 

1,52E+06 4,30E+05 

PCY

OX1 

Prenylcysteine oxidase 1 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=PCYOX1 PE=1 SV=3 

14 Q9U

HG3 

6,61E+02 2,48E+04 

APO

B 

Apolipoprotein B-100 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=APOB PE=1 SV=2 

228 P0411

4 

4,07E+01 1,79E+03 

C4BP

A 

C4b-binding protein alpha chain OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=C4BPA PE=1 SV=2 

8 P0400

3 

6,89E+00 3,39E+02 

PROS

1 

Vitamin K-dependent protein S (Fragment) OS=Homo 

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

11 A0A0

S2Z4

L3 

2,93E-04 2,84E-03 

APO

D 

Apolipoprotein D (Fragment) OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=APOD PE=1 SV=1 

6 C9JF

17 

2,60E+08 5,78E+08 

CFH

R4 

Complement factor H-related protein 4 OS=Homo 

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

2 Q924

96 

6,02E+09 1,21E+10 

C1R Complement subcomponent C1r OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=C1R PE=1 SV=1 

8 B4DP

Q0 

1,25E+06 3,60E+05 

APO

M 

Apolipoprotein M OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=APOM PE=1 SV=2 

3 O954

45 

3,91E+09 8,08E+09 

CAM

P 

Antibacterial peptide FALL-39 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=CAMP PE=1 SV=1 

2 J3KN

B4 

2,51E+06 7,03E+05 

APO

E 

Apolipoprotein E OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=APOE PE=1 SV=1 

20 P0264

9 

2,54E+07 6,51E+04 

APO

C4 

Apolipoprotein C-IV OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=APOC4 PE=1 SV=1 

2 P5505

6 

1,68E+10 3,54E+10 

PRG4 Isoform F of Proteoglycan 4 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=PRG4 

10 Q929

54-6 

1,74E+10 3,66E+09 

APO

C3 

Apolipoprotein C-III OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=APOC3 PE=1 SV=1 

4 B0YI

W2 

0.000367

55942497 

0.000612

59904163 

APO

C4-

Apolipoprotein C-II OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=APOC4-APOC2 PE=1 SV=1 

5 K7ER

74 

0.000291

04811213 

0.000496

10473659 
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APO

C2 

SSC5

D 

Soluble scavenger receptor cysteine-rich domain-

containing protein SSC5D OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=SSC5D PE=1 SV=3o 

3 A1L4

H1 

3,68E+08 8,63E+07 

VWF von Willebrand factor OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=VWF PE=1 SV=4 

32 P0427

5 

1,39E+11 2,70E+10 

TNC Tenascin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=TNC 

PE=1 SV=3 

24 P2482

1 

2,46E+04 7,23E+04 

OIT3 Oncoprotein-induced transcript 3 protein OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=OIT3 PE=1 SV=2 

2 Q8W

WZ8 

6,47E+09 1,29E+11 

SLC4

A1 

Band 3 anion transport protein OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=SLC4A1 PE=1 SV=3 

3 P0273

0 

0.000478

87055073 

0.000789

34706164 

COM

P 

Cartilage oligomeric matrix protein OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=COMP PE=1 SV=2 

5 P4974

7 

5,59E+08 1,20E+10 

TNX

B 

Tenascin-X OS=Homo sapiens OX=9606 GN=TNXB 

PE=1 SV=1 

11 A0A3

B3IS

X9 

1,58E+11 3,01E+11 

APO

L1 

Isoform 2 of Apolipoprotein L1 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=APOL1 

13 O147

91-2 

5,74E+05 1,56E+07 

HPR Isoform 2 of Haptoglobin-related protein OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=HPR 

5 P0073

9-2 

6,57E+08 1,40E+10 

PCSK

9 

Proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PCSK9 PE=1 SV=3 

4 Q8N

BP7 

1,47E+11 2,81E+11 

SVEP

1 

Sushi, von Willebrand factor type A, EGF and 

pentraxin domain-containing protein 1 OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=SVEP1 PE=1 SV=3 

6 Q4LD

E5 

5,15E+07 1,11E+10 

PLA2

G7 

Platelet-activating factor acetylhydrolase OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=PLA2G7 PE=1 SV=1 

4 Q130

93 

1,16E+07 3,13E+07 

DCD Isoform 2 of Dermcidin OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=DCD 

2 P8160

5-2 

7,31E+06 1,83E+08 

APOF Apolipoprotein F OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=APOF PE=1 SV=2 

2 Q137

90 

2,89E+11 5,36E+09 

APM

AP 

Adipocyte plasma membrane-associated protein 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=APMAP PE=1 

SV=2 

4 Q9H

DC9 

0.003798

56810489 

0.005613

64744566 

PON1 Serum paraoxonase/arylesterase 1 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=PON1 PE=1 SV=3 

11 P2716

9 

0.004731

18289583 

0.006957

62190563 

ADIP

OQ 

Adiponectin OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=ADIPOQ PE=1 SV=1 

4 Q158

48 

1,90E+11 3,59E+10 

SERP

ING1 

Isoform 3 of Plasma protease C1 inhibitor OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=SERPING1 

17 P0515

5-3 

0.000522

88188348 

0.000857

18341555 

H4C1 Histone H4 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=H4C1 

PE=1 SV=2 

2 P6280

5 

1,42E+11 2,73E+10 

ACT

B 

Actin, cytoplasmic 1 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=ACTB PE=1 SV=1 

5 P6070

9 

0.013407

30811439 

0.018795

29174914 

HSPA

5 

Endoplasmic reticulum chaperone BiP OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=HSPA5 PE=1 SV=2 

11 P1102

1 

9,58E+07 2,18E+09 

P4HB Protein disulfide-isomerase OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=P4HB PE=1 SV=3 

5 P0723

7 

0.000354

86344163 

0.000598

08445218 

SAA2

-

SAA4 

SAA2-SAA4 readthrough OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=SAA2-SAA4 PE=3 SV=1 

3 A0A0

96LP

E2 

0.009275

72642032

3928 

0.013188

23661657

4305 

LPA Apolipoprotein(a) OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=LPA PE=1 SV=1 

14 P0851

9 

0.001686

39842252 

0.002581

22207528 

IGLV

8-61 

Immunoglobulin lambda variable 8-61 OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=IGLV8-61 PE=3 SV=7 

2 A0A0

75B6I

0 

9,46E+10 0.000167

99997390 
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MBL

2 

Mannose-binding protein C OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=MBL2 PE=1 SV=2 

6 P1122

6 

1,14E+11 2,23E+11 

HBB Hemoglobin subunit beta OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=HBB PE=1 SV=2 

6 P6887

1 

0.001025

60503492 

0.001602

50786706 

HBA1 Hemoglobin subunit alpha OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=HBA1 PE=1 SV=2 

7 P6990

5 

0.038349

66259943 

0.049377

24798210 

HBD Hemoglobin subunit delta OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=HBD PE=1 SV=2 

5 P0204

2 

3,51E+09 7,64E+08 

IGHA

2 

Immunoglobulin heavy constant alpha 2 (Fragment) 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=IGHA2 PE=1 SV=1 

4 A0A2

86YE

Y5 

0.034044

50251966

578 

0.044213

63963592

9586 

IGKV

1D-33 

Immunoglobulin kappa variable 1-33 OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=IGKV1D-33 PE=1 SV=1 

2 A0A2

Q2TT

Z9 

0.000875

61444600 

0.001375

31064817 

IGKV

2D-29 

Immunoglobulin kappa variable 2D-29 OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=IGKV2D-29 PE=1 SV=1 

3 A0A5

H1ZR

S9 

0.001062

33745680 

0.001651

30174633 

IGKV

1-8 

Immunoglobulin kappa variable 1-8 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=IGKV1-8 PE=3 SV=1 

2 A0A0

C4D

H67 

0.045963

01458083 

0.058018

23671098 

IGKV

4-1 

Immunoglobulin kappa variable 4-1 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=IGKV4-1 PE=1 SV=1 

2 P0631

2 

2,03E+11 3,78E+10 

IGHV

3-7 

Immunoglobulin heavy variable 3-7 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=IGHV3-7 PE=1 SV=2 

2 P0178

0 

7,40E+09 1,46E+10 

IGHV

3-72 

Immunoglobulin heavy variable 3-72 OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=IGHV3-72 PE=1 SV=1 

2 A0A4

W8Z

XM2 

8,42E+09 1,65E+09 

IGHV

3-73 

Immunoglobulin heavy variable 3-73 OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=IGHV3-73 PE=3 SV=1 

2 A0A0

B4J1

V6 

0.000553

91749603 

0.000898

24458816 

IGHV

6-1 

Immunoglobulin heavy variable 6-1 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=IGHV6-1 PE=3 SV=1 

2 A0A0

B4J1

U7 

1,92E+11 3,60E+10 

IGLC

2 

Immunoglobulin lambda constant 2 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=IGLC2 PE=1 SV=1 

3 P0DO

Y2 

0.033099

63019663 

0.043173

43069125 

LAM

A2 

Laminin subunit alpha-2 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=LAMA2 PE=1 SV=4 

4 P2404

3 

0.037859

6408667 

0.048956

43215523 

LAM

C1 

Laminin subunit gamma-1 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=LAMC1 PE=1 SV=3 

8 P1104

7 

1,19E+09 2,68E+09 

KRT9 Keratin, type I cytoskeletal 9 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=KRT9 PE=1 SV=3 

20 P3552

7 

0.019809

59730621 

0.027013

08723575 

ANPE

P 

Aminopeptidase N OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=ANPEP PE=1 SV=4 

6 P1514

4 

0.000871

38372264 

0.001375

31064817 

HMC

N1 

Hemicentin-1 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=HMCN1 PE=1 SV=2 

2 Q96R

W7 

4,37E+09 8,98E+09 

FLG2 Filaggrin-2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=FLG2 

PE=1 SV=1 

2 Q5D8

62 

0.003594

75412848 

0.005338

74375518 

KRT2 Keratin, type II cytoskeletal 2 epidermal OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=KRT2 PE=1 SV=2 

18 P3590

8 

2,68E+08 6,43E+07 

KRT7

8 

Keratin, type II cytoskeletal 78 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=KRT78 PE=1 SV=2 

2 Q8N1

N4 

0.003517

10035429 

0.005249

40351388 

KRT5 Keratin, type II cytoskeletal 5 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=KRT5 PE=1 SV=3 

6 P1364

7 

0.028714

83136489 

0.038286

44181986 

KRT1 Keratin, type II cytoskeletal 1 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=KRT1 PE=1 SV=6 

18 P0426

4 

0.029097

59558288

8734 

0.038625

12687994

0797 

PTPR

G 

Receptor-type tyrosine-protein phosphatase gamma 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PTPRG PE=1 SV=4 

2 P2347

0 

2,97E+10 5,47E+10 
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GP1B

A 

Platelet glycoprotein Ib alpha chain OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=GP1BA PE=1 SV=2 

3 P0735

9 

3,15E+09 6,95E+08 

AMB

P 

Protein AMBP OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=AMBP PE=1 SV=1 

6 P0276

0 

0.015618

85507166 

0.021692

85426619 

FGL1 Fibrinogen-like protein 1 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=FGL1 PE=1 SV=3 

2 Q088

30 

0.003442

83261243 

0.005164

24891865 

VCA

M1 

Vascular cell adhesion protein 1 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=VCAM1 PE=1 SV=1 

3 P1932

0 

0.000120

09582229 

0.000211

93380404 

SPAR

CL1 

SPARC-like protein 1 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=SPARCL1 PE=1 SV=2 

3 Q145

15 

0.000172

21088187 

0.000300

36781722 

CFH Complement factor H OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=CFH PE=1 SV=4 

15 P0860

3 

0.000227

59501302 

0.000392

40519487 

CPN2 Carboxypeptidase N subunit 2 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=CPN2 PE=1 SV=3 

5 P2279

2 

0.007845

59436852 

0.011261

61871079 

HP Haptoglobin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HP 

PE=1 SV=1 

10 P0073

8 

0.001281

51295108 

0.001971

55838629 

LMN

A 

Prelamin-A/C OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=LMNA PE=1 SV=1 

2 P0254

5 

0.002579

21001329 

0.003888

25630145 

TUB

A1C 

Tubulin alpha chain OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=TUBA1C PE=1 SV=1 

3 F5H5

D3 

0.007325

15554084 

0.010565

12818390 

ANX

A5 

Annexin A5 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=ANXA5 PE=1 SV=2 

2 P0875

8 

0.000174

19868609 

0.000302

07864640 

VIM Vimentin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=VIM 

PE=1 SV=4 

16 P0867

0 

0.005950

78891661 

0.008708

47158529 

ANX

A1 

Annexin A1 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=ANXA1 PE=1 SV=2 

3 P0408

3 

0.000549

91628554 

0.000896

60263948 

MMR

N1 

Multimerin-1 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=MMRN1 PE=1 SV=3 

4 Q132

01 

0.046027

80112404 

0.058018

23671098 

CLU Isoform 2 of Clusterin OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=CLU 

13 P1090

9-2 

0.000561

06357190 

0.000904

94124500 

PRD

X2 

Peroxiredoxin-2 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=PRDX2 PE=1 SV=5 

3 P3211

9 

0.019254

7178920 

0.026376

32587949 

COL1

8A1 

Collagen alpha-1(XVIII) chain OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=COL18A1 PE=1 SV=5 

2 P3906

0 

0.000843

74622988 

0.001339

27972996 

SPTA

1 

Spectrin alpha chain, erythrocytic 1 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=SPTA1 PE=1 SV=5 

2 P0254

9 

0.011348

10781398 

0.015983

25044223 

ACT

A2 

Actin, aortic smooth muscle OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=ACTA2 PE=1 SV=1 

4 P6273

6 

0.048942

13527152 

0.061433

64260024 

TPI1 Triosephosphate isomerase OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=TPI1 PE=1 SV=3 

2 P6017

4 

0.023235

78918972 

0.031258

90922385 

HSPD

1 

60 kDa heat shock protein, mitochondrial OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=HSPD1 PE=1 SV=2 

3 P1080

9 

0.020064

15295433 

0.027236

40672533 

CPS1 Isoform 3 of Carbamoyl-phosphate synthase 

[ammonia], mitochondrial OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=CPS1 

22 P3132

7-3 

0.014467

89212481

0653 

0.020187

75645322

4164 

ATP5

F1A 

ATP synthase subunit alpha, mitochondrial OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=ATP5F1A PE=1 SV=1 

3 P2570

5 

0.018470

73671825 

0.025418

44502512 

GLU

D1 

Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=GLUD1 PE=1 SV=2 

6 P0036

7 

0.016628

32243081 

0.022988

46419007 

GST

M5 

Glutathione S-transferase Mu 5 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=GSTM5 PE=1 SV=3 

2 P4643

9 

0.031801

82654630 

0.041661

78150171 

ALD

H1L1 

Isoform 3 of Cytosolic 10-formyltetrahydrofolate 

dehydrogenase OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=ALDH1L1 

2 O758

91-3 

0.031093

43995155

1314 

0.040912

42098888

3307 

RGN Regucalcin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=RGN 

PE=1 SV=1 

2 Q154

93 

0.045525

96496874 

0.057871

98936704 

BHM

T 

Betaine--homocysteine S-methyltransferase 1 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=BHMT PE=1 SV=2 

2 Q930

88 

0.039331

56435194 

0.050425

08250249 



107 
 

AHC

Y 

Adenosylhomocysteinase OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=AHCY PE=1 SV=4 

4 P2352

6 

0.009831

81260237 

0.013912

94236185 

GAP

DH 

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=GAPDH PE=1 

SV=3 

3 P0440

6 

0.030873

76980325

9177 

0.040802

33894703

856 

IGKV

2D-28 

Immunoglobulin kappa variable 2D-28 OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=IGKV2D-28 PE=1 SV=1 

2 A0A5

H1ZR

S2 

3,33E+10 6,10E+10 

TFRC Transferrin receptor protein 1 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=TFRC PE=1 SV=2 

3 P0278

6 

4,42E+10 7,99E+10 

IGHV

1-69-2 

Immunoglobulin heavy variable 1-69-2 OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=IGHV1-69-2 PE=3 SV=2 

2 A0A0

G2JM

I3 

0.022430

29841463

5456 

0.030311

21407383

1697 

CRT

AC1 

Cartilage acidic protein 1 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=CRTAC1 PE=1 SV=2 

7 Q9N

Q79 

0.042475

98868719 

0.054224

66640917 

CPN1 Carboxypeptidase N catalytic chain OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=CPN1 PE=1 SV=1 

9 P1516

9 

0.000709

20977495 

0.001131

71772599 

ITIH1 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H1 OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=ITIH1 PE=1 SV=3 

20 P1982

7 

2,90E+10 6,03E+10 

ATR

N 

Attractin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ATRN 

PE=1 SV=2 

2 O758

82 

0.000297

55783407

27738 

0.000504

33531198

77521 

F2 Prothrombin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=F2 

PE=1 SV=2 

7 P0073

4 

1,24E-11 3,72E-09 

GSN Gelsolin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=GSN PE=1 

SV=1 

22 P0639

6 

2,00E-09 2,00E-07 

C3 Complement C3 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=C3 

PE=1 SV=2 

85 P0102

4 

3,15E-09 1,68E-07 

ITIH4 ITIH4 protein OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=ITIH4 PE=1 SV=1 

41 B7ZK

J8 

1,85E-06 7,95E-06 

SERP

INA7 

Thyroxine-binding globulin OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=SERPINA7 PE=1 SV=2 

13 P0554

3 

3,43E-05 3,98E-05 

GPX3 Glutathione peroxidase 3 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=GPX3 PE=1 SV=2 

3 P2235

2 

4,91E-07 1,64E-05 

TF Serotransferrin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=TF 

PE=1 SV=3 

30 P0278

7 

1,07E-04 2,14E-04 

HAB

P2 

Hyaluronan-binding protein 2 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=HABP2 PE=1 SV=1 

5 Q145

20 

1,85E-04 2,78E-05 

HPX Hemopexin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HPX 

PE=1 SV=2 

12 P0279

0 

8,94E-05 9,25E-05 

SERP

INC1 

Antithrombin-III OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=SERPINC1 PE=1 SV=1 

20 P0100

8 

2,39E-09 1,68E-07 

ALB Albumin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ALB 

PE=1 SV=2 

46 P0276

8 

2,50E-06 9,36E-06 

SERP

INF2 

Alpha-2-antiplasmin OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=SERPINF2 PE=1 SV=3 

12 P0869

7 

4,86E-05 5,40E-04 

PLG Plasminogen OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PLG 

PE=1 SV=2 

7 P0074

7 

2,75E-05 6,88E-05 

C7 Complement component C7 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=C7 PE=1 SV=2 

9 P1064

3 

2,64E-05 3,61E-03 

SERP

INA1 

Alpha-1-antitrypsin OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=SERPINA1 PE=1 SV=3 

4 P0100

9 

1,82E-05 2,78E-05 

PRO

C 

Isoform 2 of Vitamin K-dependent protein C 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PROC 

3 P0407

0-2 

7,25E-05 7,76E-04 

RBP4 Retinol-binding protein 4 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=RBP4 PE=1 SV=3 

4 P0275

3 

2,21E-01 1,20E+01 

AZG

P1 

Zinc-alpha-2-glycoprotein OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=AZGP1 PE=1 SV=2 

8 P2531

1 

2,03E-02 1,15E+01 
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TTR Transthyretin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=TTR 

PE=1 SV=1 

9 P0276

6 

5,28E-03 3,96E-01 

F10 Coagulation factor X OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=F10 PE=1 SV=2 

5 P0074

2 

3,51E-04 3,29E-02 

A1BG Alpha-1B-glycoprotein OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=A1BG PE=1 SV=4 

13 P0421

7 

3,23E-04 3,98E-05 

SERP

INA4 

Kallistatin OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=SERPINA4 PE=1 SV=3 

10 P2962

2 

2,78E-06 3,63E-03 

SERP

IND1 

Heparin cofactor 2 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=SERPIND1 PE=1 SV=3 

14 P0554

6 

2,88E-04 2,84E-03 

C6 Complement component C6 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=C6 PE=1 SV=3 

17 P1367

1 

2,29E-05 6,25E-05 

SERP

INA3 

Alpha-1-antichymotrypsin OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=SERPINA3 PE=1 SV=2 

20 P0101

1 

3,45E-05 3,98E-05 

B4E1

Z4 

C3/C5 convertase OS=Homo sapiens OX=9606 PE=1 

SV=1 

24 B4E1

Z4 

3,37E-09 1,68E-07 

CFI Complement factor I OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=CFI PE=1 SV=1 

7 E7ET

H0 

4,14E-03 3,76E-04 

PGL

YRP2 

Isoform 2 of N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PGLYRP2 

10 Q96P

D5-2 

1,99E-05 2,84E-03 

CD14 Monocyte differentiation antigen CD14 OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=CD14 PE=1 SV=2 

3 P0857

1 

7,88E-08 2,36E-04 

APCS Serum amyloid P-component OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=APCS PE=1 SV=2 

9 P0274

3 

1,28E-01 9,11E-02 

C8A Complement component C8 alpha chain OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=C8A PE=1 SV=2 

6 P0735

7 

8,20E-06 1,76E-04 

C8B Complement component C8 beta chain OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=C8B PE=1 SV=3 

9 P0735

8 

1,02E-03 9,04E-03 

C5 Complement C5 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=C5 

PE=1 SV=4 

30 P0103

1 

1,95E-02 1,30E+00 

KLK

B1 

Plasma kallikrein (Fragment) OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=KLKB1 PE=1 SV=1 

7 H0Y

AC1 

9,04E-01 4,68E+01 

ITIH2 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H2 OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=ITIH2 PE=1 SV=2 

23 P1982

3 

7,00E-02 4,37E-01 

LDH

B 

L-lactate dehydrogenase OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=LDHB PE=1 SV=1 

2 A0A5

F9ZH

M4 

1,42E-04 2,50E-04 

LUM Lumican OS=Homo sapiens OX=9606 GN=LUM 

PE=1 SV=2 

10 P5188

4 

7,26E-12 1,09E-07 

SERP

INA5 

Plasma serine protease inhibitor OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=SERPINA5 PE=1 SV=3 

8 P0515

4 

2,54E-01 1,66E+00 

HRG Histidine-rich glycoprotein OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=HRG PE=1 SV=1 

9 P0419

6 

1,19E+00 7,00E-02 

VTN Vitronectin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=VTN 

PE=1 SV=1 

9 P0400

4 

5,52E-01 3,52E-01 

CP Ceruloplasmin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CP 

PE=1 SV=1 

6 P0045

0 

2,02E+03 8,07E+02 

APO

A1 

Apolipoprotein A-I OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=APOA1 PE=1 SV=1 

26 P0264

7 

3,55E+01 1,59E+02 

APO

H 

Beta-2-glycoprotein 1 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=APOH PE=1 SV=3 

2 P0274

9 

2,14E-01 1,19E+01 

APO

A4 

Apolipoprotein A-IV OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=APOA4 PE=1 SV=4 

24 P0672

7 

3,56E-02 2,81E-01 

CDH1

3 

Isoform 4 of Cadherin-13 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=CDH13 

2 P5529

0-4 

8,49E+01 3,59E+02 

CPB2 Carboxypeptidase B2 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=CPB2 PE=1 SV=2 

4 Q96I

Y4 

3,91E+02 1,54E+04 

CLE

C3B 

Tetranectin OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=CLEC3B PE=1 SV=3 

4 P0545

2 

1,58E-01 1,08E+00 
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SERP

INF1 

Pigment epithelium-derived factor OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=SERPINF1 PE=1 SV=4 

15 P3695

5 

8,46E+01 3,59E+02 

SERP

INA1

0 

Protein Z-dependent protease inhibitor OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=SERPINA10 PE=1 SV=1 

6 G3V2

W1 

9,39E+01 3,91E+03 

IGHG

1 

Immunoglobulin heavy constant gamma 1 (Fragment) 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=IGHG1 PE=1 SV=1 

5 A0A0

A0M

S08 

9,88E-03 7,23E-02 

NCA

M1 

Neural cell adhesion molecule 1 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=NCAM1 PE=1 SV=1 

3 A0A0

87W

V75 

2,58E+01 1,21E+03 

F7 Coagulation factor VII OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=F7 PE=1 SV=1 

2 P0870

9 

3,12E+03 1,02E+05 

APO

A2 

Apolipoprotein A-II OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=APOA2 PE=1 SV=1 

4 V9G

YM3 

3,28E+05 9,55E+04 

AFM Afamin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=AFM PE=1 

SV=1 

7 P4365

2 

4,24E+07 9,87E+07 

F9 Coagulation factor IX OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=F9 PE=1 SV=2 

3 P0074

0 

6,99E-01 3,68E+00 

LCA

T 

Phosphatidylcholine-sterol acyltransferase OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=LCAT PE=1 SV=1 

4 P0418

0 

7,64E-02 4,63E-01 

GC Isoform 3 of Vitamin D-binding protein OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=GC 

10 P0277

4-3 

2,99E+01 1,38E+03 

AHS

G 

Alpha-2-HS-glycoprotein OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=AHSG PE=1 SV=1 

6 C9JV

77 

3,38E+01 1,54E+03 

BTD Isoform 2 of Biotinidase OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=BTD 

6 P4325

1-2 

1,33E+02 6,44E+00 

C2 Complement C2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=C2 

PE=1 SV=2 

4 P0668

1 

3,86E+06 9,82E+06 

IGHG

2 

Immunoglobulin heavy constant gamma 2 (Fragment) 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=IGHG2 PE=1 SV=1 

3 A0A2

86YE

Y4 

2,94E+05 8,17E+05 

LCP1 Plastin-2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=LCP1 

PE=1 SV=6 

7 P1379

6 

2,50E+04 8,42E+01 

ORM

1 

Alpha-1-acid glycoprotein 1 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=ORM1 PE=1 SV=1 

6 P0276

3 

1,53E+04 5,52E+03 

C8G Complement component C8 gamma chain OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=C8G PE=1 SV=3 

3 P0736

0 

1,27E+03 5,14E+02 

C1S Complement C1s subcomponent OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=C1S PE=1 SV=1 

11 P0987

1 

2,21E+07 5,71E+06 

FETU

B 

Fetuin-B OS=Homo sapiens OX=9606 GN=FETUB 

PE=1 SV=2 

3 Q9U

GM5 

7,14E+03 2,23E+05 

IGHG

3 

Immunoglobulin heavy constant gamma 3 (Fragment) 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=IGHG3 PE=1 SV=1 

5 A0A2

86YE

S1 

1,31E+04 4,79E+03 

C1RL Complement C1r subcomponent-like protein 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=C1RL PE=1 SV=2 

3 Q9NZ

P8 

7,09E+02 2,63E+04 

C9 Complement component C9 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=C9 PE=1 SV=2 

11 P0274

8 

4,21E+01 1,83E+03 

ECM

1 

Extracellular matrix protein 1 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=ECM1 PE=1 SV=2 

6 Q166

10 

2,37E+03 8,27E+03 

LRG1 Leucine-rich alpha-2-glycoprotein OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=LRG1 PE=1 SV=2 

10 P0275

0 

2,48E+04 8,42E+01 

ITIH3 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H3 OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=ITIH3 PE=1 SV=2 

16 Q060

33 

1,44E+07 3,83E+06 

SELE

NOP 

Selenoprotein P OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=SELENOP PE=1 SV=3 

4 P4990

8 

7,60E+06 1,87E+08 

F12 Coagulation factor XII OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=F12 PE=1 SV=3 

2 P0074

8 

4,53E+03 1,46E+05 
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IGFA

LS 

Isoform 2 of Insulin-like growth factor-binding protein 

complex acid labile subunit OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=IGFALS 

11 P3585

8-2 

5,28E+07 1,21E+09 

TGFB

I 

Transforming growth factor-beta-induced protein ig-h3 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=TGFBI PE=1 SV=1 

8 Q155

82 

3,12E+07 7,38E+06 

MCA

M 

Cell surface glycoprotein MUC18 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=MCAM PE=1 SV=2 

2 P4312

1 

1,80E+07 4,70E+06 

EFE

MP1 

EGF-containing fibulin-like extracellular matrix 

protein 1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=EFEMP1 

PE=1 SV=2 

2 Q128

05 

2,52E+07 6,10E+07 

CDH5 Cadherin-5 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CDH5 

PE=1 SV=5 

4 P3315

1 

3,07E+07 7,30E+07 

C4A Complement C4-A OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=C4A PE=1 SV=2 

3 P0C0

L4 

5,63E+02 2,17E+02 

C4B Complement C4-B OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=C4B PE=1 SV=2 

3 P0C0

L5 

3,39E+08 7,43E+08 

PON3 Serum paraoxonase/lactonase 3 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=PON3 PE=1 SV=3 

2 Q151

66 

1,51E+06 3,69E+07 

CFD Adipsin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CFD PE=1 

SV=1 

2 K7ER

G9 

6,49E+06 1,63E+08 

ANG

PTL3 

Angiopoietin-related protein 3 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=ANGPTL3 PE=1 SV=1 

2 Q9Y5

C1 

6,20E+09 1,24E+11 

VASN Vasorin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=VASN 

PE=1 SV=1 

4 Q6E

MK4 

5,16E+11 9,26E+10 

CA2 Carbonic anhydrase 2 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=CA2 PE=1 SV=2 

4 P0091

8 

5,17E+09 1,06E+11 

CA1 Carbonic anhydrase 1 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=CA1 PE=1 SV=2 

5 P0091

5 

1,93E+09 4,33E+09 

IGHG

4 

Immunoglobulin heavy constant gamma 4 (Fragment) 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=IGHG4 PE=1 SV=1 

3 A0A2

86YF

J8 

4,20E+10 7,64E+10 

ORM

2 

Alpha-1-acid glycoprotein 2 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=ORM2 PE=1 SV=2 

5 P1965

2 

0.000280

83259839 

0.000481

42731153 

SHB

G 

Sex hormone-binding globulin OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=SHBG PE=1 SV=2 

10 P0427

8 

0.001128

97023752 

0.001745

83026421 

SERP

INA6 

Corticosteroid-binding globulin OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=SERPINA6 PE=1 SV=1 

10 P0818

5 

5,45E+09 1,11E+11 

AGT Angiotensinogen OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=AGT PE=1 SV=1 

11 P0101

9 

0.008532

81575114 

0.012189

73678734 

ENPP

2 

Isoform 2 of Ectonucleotide 

pyrophosphatase/phosphodiesterase family member 2 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ENPP2 

2 Q138

22-2 

0.006923

98061291 

0.010083

46691201 

YWH

AZ 

14-3-3 protein zeta/delta (Fragment) OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=YWHAZ PE=1 SV=1 

2 E7EX

29 

0.023725

32799776 

0.031774

99285415 

LDH

A 

Isoform 3 of L-lactate dehydrogenase A chain 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=LDHA 

2 P0033

8-3 

6,22E+10 0.000111

07373877

4281 

IGHV

1-24 

Immunoglobulin heavy variable 1-24 OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=IGHV1-24 PE=3 SV=1 

2 A0A0

C4D

H33 

0.000140

20892805 

0.000245

98057553 

S100

A9 

Protein S100-A9 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=S100A9 PE=1 SV=1 

3 P0670

2 

0.000366

76285294 

0.000612

59904163 

VNN1 Pantetheinase OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=VNN1 PE=1 SV=2 

2 O954

97 

0.002445

79945899 

0.003705

75675605 

QSO

X1 

Sulfhydryl oxidase 1 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=QSOX1 PE=1 SV=3 

3 O003

91 

0.000370

56657551 

0.000614

19874395 

SELL Isoform 2 of L-selectin OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=SELL 

4 P1415

1-2 

0.000658

30608887 

0.001056

10602493 
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IGKV

3-7 

Probable non-functional immunoglobulin kappa 

variable 3-7 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=IGKV3-7 PE=5 SV=1 

2 A0A0

75B6

H7 

0.002262

48511094 

0.003445

40879839 

APO

C1 

Apolipoprotein C-I OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=APOC1 PE=1 SV=1 

2 P0265

4 

0.007207

63251252 

0.010445

84422105 



112 
 

Tabela suplementar 2. Lista de proteínas significativas (N=38 proteínas com 2 ou mais 

peptídeos únicos) entre controle e HF para o proteômica de exossomos (comparação de 

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

 

Gene 

Descrição # 

Peptíde

os 

únicos 

UniPr

ot 

p-valor q-valor 

APM

AP 

Adipocyte plasma membrane-associated protein 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=APMAP PE=1 

SV=2 

4 Q9H

DC9 

0.0283028

74646841

378 

0.035540

54517290

7244 

APO

B 

Apolipoprotein B-100 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=APOB PE=1 SV=2 

228 P0411

4 

0.0005921

61810372

722 

0.007500

71626472

1145 

APO

D 

Apolipoprotein D (Fragment) OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=APOD PE=1 SV=1 

6 C9JF1

7 

0.0021761

28733729

5405 

0.016538

57837634

4506 

APO

F 

Apolipoprotein F OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=APOF PE=1 SV=2 

2 Q137

90 

0.0289936

02641055

91 

0.035540

54517290

7244 

APO

M 

Apolipoprotein M OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=APOM PE=1 SV=2 

3 O954

45 

0.0068833

63534863

534 

0.021797

31786040

119 

ATP

5F1B 

ATP synthase subunit beta, mitochondrial OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=ATP5F1B PE=1 SV=3 

7 P0657

6 

0.0427081

02985818

17 

0.043862

37603948

893 

C4B Complement C4-B OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=C4B PE=1 SV=2 

3 P0C0

L5 

0.0487401

74297796

94 

0.048740

17429779

694 

C4B

PA 

C4b-binding protein alpha chain OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=C4BPA PE=1 SV=2 

8 P0400

3 

0.0104085

48864356

486 

0.023875

80436955

0162 

CAT Catalase OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CAT 

PE=1 SV=3 

4 P0404

0 

0.0390719

06007817

125 

0.042652

83953053

3254 

CD5

L 

CD5 antigen-like OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=CD5L PE=1 SV=1 

4 O438

66 

0.0392855

10093912

21 

0.042652

83953053

3254 

CFH

R4 

Complement factor H-related protein 4 OS=Homo 

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

2 Q924

96 

0.0039359

59859829

75 

0.016643

60386174

9654 

CLU Isoform 2 of Clusterin OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=CLU 

13 P1090

9-2 

0.0371708

25954669

78 

0.042652

83953053

3254 

COL

EC1

0 

Collectin-10 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=COLEC10 PE=1 SV=2 

4 Q9Y6

Z7 

0.0049500

90521321

42 

0.018810

34398102

1396 

FET

UB 

Fetuin-B OS=Homo sapiens OX=9606 GN=FETUB 

PE=1 SV=2 

3 Q9U

GM5 

0.0030849

27144365

859 

0.016643

60386174

9654 

FGL

1 

Fibrinogen-like protein 1 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=FGL1 PE=1 SV=3 

2 Q088

30 

0.0157972

65307052

433 

0.026729

51920700

253 

GLU

D1 

Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=GLUD1 PE=1 

SV=2 

6 P0036

7 

0.0039419

06177782

813 

0.016643

60386174

9654 
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GPL

D1 

Phosphatidylinositol-glycan-specific phospholipase D 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=GPLD1 PE=1 

SV=3 

15 P8010

8 

0.0004823

15159278

2434 

0.007500

71626472

1145 

IGH

M 

Immunoglobulin heavy constant mu OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=IGHM PE=1 SV=4 

16 P0187

1 

0.0079567

48586865

374 

0.022161

24590154

27 

IGH

V3-

15 

Immunoglobulin heavy variable 3-15 OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=IGHV3-15 PE=3 SV=1 

3 A0A0

B4J1

V0 

0.0193586

25493568

503 

0.027245

47291687

4187 

IGH

V3-

49 

Immunoglobulin heavy variable 3-49 OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=IGHV3-49 PE=3 SV=1 

3 A0A0

A0M

S15 

0.0151829

68150878

263 

0.026729

51920700

253 

IGH

V3-

73 

Immunoglobulin heavy variable 3-73 OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=IGHV3-73 PE=3 SV=1 

2 A0A0

B4J1

V6 

0.0170583

41296736

05 

0.026729

51920700

253 

IGK

C 

Immunoglobulin kappa constant OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=IGKC PE=1 SV=2 

11 P0183

4 

0.0015616

40124253

37 

0.014835

58118040

7014 

IGK

V1-8 

Immunoglobulin kappa variable 1-8 OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=IGKV1-8 PE=3 SV=1 

2 A0A0

C4DH

67 

0.0265533

14781817

83 

0.035540

54517290

7244 

IGK

V2D-

24 

Probable non-functional immunoglobulin kappa 

variable 2D-24 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=IGKV2D-24 PE=5 SV=1 

2 A0A0

75B6

R9 

0.0182310

38265984

514 

0.026729

51920700

253 

IGK

V3-7 

Probable non-functional immunoglobulin kappa 

variable 3-7 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=IGKV3-7 PE=5 SV=1 

2 A0A0

75B6

H7 

0.0004237

48758024

9938 

0.007500

71626472

1145 

IGL

C2 

Immunoglobulin lambda constant 2 OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=IGLC2 PE=1 SV=1 

3 P0DO

Y2 

0.0182886

18404791

207 

0.026729

51920700

253 

IGL

L5 

Immunoglobulin lambda-like polypeptide 5 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=IGLL5 PE=1 

SV=1 

2 A0A0

B4J23

1 

0.0106812

80902167

177 

0.023875

80436955

0162 

IGL

V2-

18 

Immunoglobulin lambda variable 2-18 OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=IGLV2-18 PE=3 SV=2 

2 A0A0

75B6J

9 

0.0285985

69327335

753 

0.035540

54517290

7244 

LPA Apolipoprotein(a) OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=LPA PE=1 SV=1 

14 P0851

9 

0.0368263

63144815

154 

0.042652

83953053

3254 

MAS

P1 

Isoform 2 of Mannan-binding lectin serine protease 1 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=MASP1 

2 P4874

0-2 

0.0418206

63659028

19 

0.043862

37603948

893 

MBL

2 

Mannose-binding protein C OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=MBL2 PE=1 SV=2 

6 P1122

6 

0.0161075

14578967

37 

0.026729

51920700

253 

P4H

B 

Protein disulfide-isomerase OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=P4HB PE=1 SV=3 

5 P0723

7 

0.0140417

43174486

856 

0.026729

51920700

253 

PCY

OX1 

Prenylcysteine oxidase 1 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=PCYOX1 PE=1 SV=3 

14 Q9U

HG3 

0.0058589

51268769

0455 

0.020240

01347392

9428 

PRO

S1 

Vitamin K-dependent protein S (Fragment) 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PROS1 PE=1 

SV=1 

11 A0A0

S2Z4

L3 

0.0029525

44108398

012 

0.016643

60386174

9654 

PTG

DS 

Prostaglandin-H2 D-isomerase OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=PTGDS PE=1 SV=1 

2 P4122

2 

0.0082712

79418714

271 

0.022161

24590154

27 
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SAA

2-

SAA

4 

SAA2-SAA4 readthrough OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=SAA2-SAA4 PE=3 SV=1 

3 A0A0

96LP

E2 

0.0138880

92537217

225 

0.026729

51920700

253 

SER

PIN

D1 

Heparin cofactor 2 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=SERPIND1 PE=1 SV=3 

14 P0554

6 

0.0087478

60224293

17 

0.022161

24590154

27 

TUB

A1C 

Tubulin alpha chain OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=TUBA1C PE=1 SV=1 

3 F5H5

D3 

0.0182827

73865766

662 

0.026729

51920700

253 
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Tabela suplementar 3. Lista de proteínas significativas (N=31 proteínas com 2 ou mais 

peptídeos únicos) entre controle e HF para proteômica plasmático (comparação de dois 

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

Gene Descrição # 

Peptíde

os 

únicos 

UniPr

ot 

p-valor q-valor 

APOC

4-

APOC

2 

Apolipoprotein C-II OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=APOC4-APOC2 PE=1 SV=1 

5 K7ER

74 

0.0289343

86004753

124 

0.408123

0517923

778 

APOE Apolipoprotein E OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=APOE PE=1 SV=1 

20 P0264

9 

0.0228692

41206914

13 

0.403574

8448278

964 

PRG4 Isoform F of Proteoglycan 4 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=PRG4 

10 Q9295

4-6 

0.0304554

48724860

435 

0.408123

0517923

778 

C4BP

A 

C4b-binding protein alpha chain OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=C4BPA PE=1 SV=2 

8 P0400

3 

0.0074714

83580613

239 

0.225287

0021712

739 

APO

M 

Apolipoprotein M OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=APOM PE=1 SV=2 

3 O9544

5 

0.0298731

62123627

73 

0.408123

0517923

778 

ORM1 Alpha-1-acid glycoprotein 1 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=ORM1 PE=1 SV=1 

6 P0276

3 

0.0128712

04527501

989 

0.351032

8507500

5425 

CFH Complement factor H OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=CFH PE=1 SV=4 

15 P0860

3 

0.0389315

77886923

224 

0.450756

9801366

02 

PROS

1 

Vitamin K-dependent protein S (Fragment) 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PROS1 PE=1 

SV=1 

11 A0A0

S2Z4L

3 

0.0020024

45971868

4107 

0.139124

3699215

469 

APOB Apolipoprotein B-100 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=APOB PE=1 SV=2 

228 P0411

4 

0.0001940

54994188

4003 

0.058216

4982565

2009 

ORM2 Alpha-1-acid glycoprotein 2 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=ORM2 PE=1 SV=2 

5 P1965

2 

0.0256950

45995509

005 

0.408123

0517923

778 

LPA Apolipoprotein(a) OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=LPA PE=1 SV=1 

14 P0851

9 

0.0405681

28212294

18 

0.450756

9801366

02 

SELL Isoform 2 of L-selectin OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=SELL 

4 P1415

1-2 

0.0027027

38877524

974 

0.139124

3699215

469 

C1RL Complement C1r subcomponent-like protein 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=C1RL PE=1 

SV=2 

3 Q9NZ

P8 

0.0075095

66739042

462 

0.225287

0021712

739 

IGKV

3-7 

Probable non-functional immunoglobulin kappa 

variable 3-7 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=IGKV3-7 PE=5 SV=1 

2 A0A0

75B6

H7 

0.0006291

21862411

9335 

0.094368

2793617

9003 

IGHV

3-15 

Immunoglobulin heavy variable 3-15 OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=IGHV3-15 PE=3 SV=1 

3 A0A0

B4J1V

0 

0.0052298

02221693

101 

0.204455

3158163

5434 

IGLC

2 

Immunoglobulin lambda constant 2 OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=IGLC2 PE=1 SV=1 

3 P0DO

Y2 

0.0178946

00528003

25 

0.383455

7256000

696 
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IGHV

3-72 

Immunoglobulin heavy variable 3-72 OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=IGHV3-72 PE=1 SV=1 

2 A0A4

W8ZX

M2 

0.0192940

20040815

194 

0.385880

4008163

0387 

IGKV

1D-33 

Immunoglobulin kappa variable 1-33 OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=IGKV1D-33 PE=1 SV=1 

2 A0A2

Q2TT

Z9 

0.0398135

80813968

56 

0.450756

9801366

02 

IGHG

1 

Immunoglobulin heavy constant gamma 1 

(Fragment) OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=IGHG1 PE=1 SV=1 

5 A0A0

A0MS

08 

0.0312894

33970748

966 

0.408123

0517923

778 

IGKV

1-8 

Immunoglobulin kappa variable 1-8 OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=IGKV1-8 PE=3 SV=1 

2 A0A0

C4DH

67 

0.0430721

31551004

05 

0.459772

4758586

36 

IGKV

3-11 

Immunoglobulin kappa variable 3-11 OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=IGKV3-11 PE=1 SV=1 

2 P0443

3 

0.0054521

41755102

782 

0.204455

3158163

5434 

IGKV

2D-29 

Immunoglobulin kappa variable 2D-29 OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=IGKV2D-29 PE=1 SV=1 

3 A0A5

H1ZR

S9 

0.0020734

22992795

314 

0.139124

3699215

469 

IGHV

6-1 

Immunoglobulin heavy variable 6-1 OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=IGHV6-1 PE=3 SV=1 

2 A0A0

B4J1U

7 

0.0283123

02449083

73 

0.408123

0517923

778 

ENPP

2 

Isoform 2 of Ectonucleotide 

pyrophosphatase/phosphodiesterase family member 

2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ENPP2 

2 Q1382

2-2 

0.0215776

13524613

14 

0.403574

8448278

964 

SHBG Sex hormone-binding globulin OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=SHBG PE=1 SV=2 

10 P0427

8 

0.0383954

50873572

72 

0.450756

9801366

02 

VTN Vitronectin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=VTN 

PE=1 SV=1 

9 P0400

4 

0.0171454

67180706

916 

0.383455

7256000

696 

OAF Out at first protein homolog OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=OAF PE=2 SV=1 

3 Q86U

D1 

0.0459772

47585863

6 

0.459772

4758586

36 

DSG1 Desmoglein-1 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=DSG1 PE=1 SV=2 

3 Q0241

3 

0.0027824

87398430

9377 

0.139124

3699215

469 

GPX3 Glutathione peroxidase 3 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=GPX3 PE=1 SV=2 

3 P2235

2 

0.0170591

21705338

656 

0.383455

7256000

696 

EPPK

1 

Epiplakin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=EPPK1 

PE=1 SV=3 

3 P5810

7 

0.0459139

70769630

996 

0.459772

4758586

36 

KRT1

4 

Keratin, type I cytoskeletal 14 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=KRT14 PE=1 SV=4 

6 P0253

3 

0.0476701

16114238

81 

0.461323

7043313

4334 
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A. Ficha do Aluno 
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B. Curriculum Vitae  
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C. PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA 
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D. PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA 

Projeto wash-out 

 

 



134 
 

 



135 
 

 

 



136 
 

 



137 
 

 



138 
 

E. TCLE 
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F. TCLE – Wash-out 
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