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RESUMO

Lima IR. Papel de um escore de risco poligénico para hipercolesterolemia em
uma coorte brasileira de hipercolesterolemia familiar [dissertagdo]. Sdo Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2022.

A hipercolesterolemia familiar (HF) € uma doenca genética autossémica
dominante, caracterizada por niveis elevados de colesterol de baixa densidade
(LDL-C) e consequente aumento do risco de doencas cardiovasculares (DCV)
prematuras, como acidente vascular cerebral e infarto do miocérdio. Estima-se
gue na populacdo em geral, a forma heterozigota de HF afete 1 em cada 300
individuos. Atualmente, o diagnéstico da HF é feito por meio de exames e
sinais clinicos e, em menor frequéncia, exames genéticos. Entretanto, apenas
cerca de 40% dos individuos com diagnostico clinico de HF submetidos ao
teste genético possuem variantes causais identificadas. Esta discrepancia entre
diagnéstico clinico e genético tem levado pesquisadores a buscarem novas
causas para esta doenca como, por exemplo, a heranca de variantes comuns
com efeitos pequenos que, em conjunto, aumentariam os niveis de LDL-C.
Essas variantes sdo usadas para prever o risco de desenvolver uma doenca
com base na criacdo de escores de risco poligénico (PRS). Este trabalho tem
como objetivo avaliar e validar o papel de um PRS associado a
hipercolesterolemia em uma coorte brasileira de HF e suas implicacfes
clinicas. Um PRS de 12 e 6 variantes de nucleotideo Unico (SNVs) previamente
derivados por outro grupo foram aplicados e analisados em uma coorte de HF
(n = 684) e em individuos saudaveis do estudo ELSA-Brasil (n = 1605), como
grupo controle. A coorte HF foi dividida em dois grupos, de acordo com a
presenca (FH/M+, n = 193) ou auséncia (FH/M-, n = 491) de uma variante
patogénica identificada. O escore de calcio coronariano (CAC escore) também
foi avaliado em uma fracdo desses trés grupos. Ambos os PRS foram
independentemente associados ao LDL-C nos individuos do grupo controle (p
< 0,001). Nesses individuos, a razédo de chances de ter escore de calcio > 100
foi de 1,7 (IC 95%: 1,01 — 2,88, p = 0,04) quando comparamos 0 4° quartil dos
12 SNVs PRS ao 1° quatrtil, apds ajuste para idade e sexo. Individuos do grupo
HF/M- tiveram um escore médio mais alto tanto no 12 SNVs PRS (38,25)
quanto no 6 SNVs PRS (27,82) quando comparados aos outros grupos (p <
0,001). Ambos os escores também foram significativamente maiores no grupo
HF/M+ (36,48 e 26,26, respectivamente) quando comparados ao grupo
controle (p < 0,001). Em individuos com HF, a presenca de um valor de escore
poligénico mais alto ndo parece estratificar ainda mais os niveis de LDL-C ou o
risco de DCV. Diferengas significativas na resposta ao tratamento em funcao
do PRS néo foram observadas. Nossos dados evidenciaram que um escore
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poligénico mais alto estd associado a niveis significativamente mais altos de
LDL-C e esta independentemente associado a um escore de calcio mais alto
na populacao geral brasileira. Uma causa poligénica pode explicar uma fracao
substancial de individuos com HF com mutacdo negativa, mas ndo parece ser
um modulador significativo do fendtipo clinico entre individuos com HF,
independentemente da presenca ou auséncia de variante patogénica
associada.

Descritores: Heranca poligénica; Hipercolesterolemia; LDL-colesterol;
Aterosclerose; Polimorfismo de nucleotideo Unico; Fatores de risco de doencgas
cardiacas.
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ABSTRACT

Lima IR. Role of a polygenic risk score for hypercholesterolemia in a Brazilian
cohort of familial hypercholesterolemia [dissertation]. S&do Paulo: “Faculdade de
Medicina, Universidade de S&o Paulo”; 2022.

Familial hypercholesterolemia (FH) is an autosomal dominant genetic disorder,
characterized by high levels of low-density cholesterol (LDL-C) leading to
premature coronary heart diseases such as stroke and myocardial infarction. It
is estimated that heterozygous FH affects about 1 in 300 individuals worldwide,
but this prevalence may be higher in certain populations. Currently, the
diagnosis of FH is made through exams and clinical signs and, to a lesser
extent, genetic tests. However, only about 40% of individuals with a clinical
diagnosis of FH have a causative genetic variant identified. The relatively low
yield rate of molecular testing has led researchers to find new causes for this
disease, for example, the inheritance of common variants with small effect sizes
that together would increase LDL-C levels. These variants are being used to
predict the risk of developing a disease based on the creation of polygenic risk
scores (PRS). This work aims to evaluate and validate the role of a PRS
associated with hypercholesterolemia in a Brazilian FH cohort and its clinical
implications. We analyzed a previously derived PRS of 12 or 6 single nucleotide
variants (SNVs) in a FH cohort (n = 684) and health individuals from the ELSA-
Brasil study (n = 1605), as a control group. The FH cohort was divided into two
groups, according to the presence (FH/M+, n = 193) or absence (FH/M-, n =
491) of a pathogenic variant. Coronary artery calcium (CAC) score was also
evaluated in a fraction of these three groups. Both PRS was independently
associated with LDL-C in individuals from the control group (p < 0.001). In these
individuals, the odds ratio for having a CAC score > 100 was 1.7 (95% CI: 1.01
— 2.88, p = 0.04) in the 4™ quartile of the 12 SNVs PRS when compared to the
1st quartile, after adjustment for age, and sex. Subjects in the HF/M- group had
the highest mean score in both the 12 SNVs PRS (38.25 [SD 7.32]) and the 6
SNVs PRS (27.82 [SD 6.87]) when compared to the other groups (p < 0.001).
Both scores were also significantly higher in the HF/M+ group (36.48 [SD 6.97]
and 26.26 [SD 6.66], respectively) when compared to the control group (p <
0.001). Within HF individuals, the presence of a higher PRS score does not
appear to further stratify LDL-C levels or CAD risk. Finally, we did not observe
significant differences in treatment response as a function of the derived PRS.
Our data shown that having a higher PRS is associated with significantly higher
levels of LDL-C in the general Brazilian population, and it is independently
associated with higher CAC in the general population. A polygenic cause can
explain a substantial fraction of mutation-negative FH individuals but does not
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appear to be a significant modulator of the clinical phenotype among FH
individuals, regardless of mutation status.

Descriptors: Polygenic inheritance; Hypercholesterolemia; LDL Cholesterol,
Atherosclerosis; Single nucleotide polymorphism; Heart disease risk factors.

17



1. INTRODUCAO

1.1A Hipercolesterolemia familiar

A hipercolesterolemia familiar (HF) € uma doenca genética de heranca
autossbmica dominante, caracterizada pela elevacdo do colesterol de baixa
densidade (LDL-C) por defeito no seu receptor, aumentando o risco de
doencas cardiovasculares (DCV) precoces, além de acumulo de colesterol

ectdpico e surgimento de sinais clinicos, como xantomas e xantelasmas™.

Estima-se que a HF afete 1 em cada 300 individuos em sua forma
heterozigotica, e 1 em 300.000 na forma homozigoética, podendo ser ainda mais
frequente em algumas populagdes, como por exemplo as Dinamarquesa e
Libanesa (Figura 1)>3. Um estudo conduzido em 2018 por Harada e
colaboradores* sugeriu que no Brasil, 1 em cada 263 individuos poderia ter
diagnéstico clinico de HF. A forma heterozigética é a mais comum, e
geralmente pacientes com esta forma da doenca s6 sédo diagnosticados apos
evento cardiovascular. J4 a condicdo homozigética é a mais grave, e leva a
concentragdbes de LDL-C acima de 350 mg/dL. Pacientes com esta forma da

doenca tém menos de 25% da atividade em receptores de LDL5®,
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Se mais de um estudo de um pais reportou uma prevaléncia de HF, foi calculada a estimativa de prevaléncia combinada usando um modelo de
efeitos aleatdrios.

Figura 1: Estimativa da prevaléncia mundial da HF na populacdo geral. Modificada de
Beheshti (2020)".

1.1.1 Aspectos genéticos

A HF se manifesta principalmente por defeitos genéticos no gene LDLR,
localizado no cromossomo 19, que codifica o receptor de colesterol LDL-C
(LDL-R) presente na superficie das células. Este receptor é responséavel por
retirar a particula de LDL-C da corrente sanguinea e internaliza-la nas células
para ser metabolizada®. Na superficie da particula de LDL-C localiza-se a
apolipoproteina B (APO-B), que funciona como um ligante para que o LDL-C
seja reconhecido corretamente pelo receptor. Além disso, esta lipoproteina
codificada pelo gene APOB, € responsavel por manter a integridade do LDL-C.
O APOB esta localizado no cromossomo 2, e possui 29 exons codificantes®.

Alteracbes genéticas patogénicas no LDLR resultam na producéo irregular da
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proteina do receptor, em reducdo de sua atividade, ou até em diminuicdo de

sua expressao na superficie celular.

Além destes genes, destaca-se o PCSK9, localizado no cromossomo 1,
responsavel por codificar a pré-proteina convertase subutilisina/kexina tipo 9,
que participa da reciclagem e degradagdo do LDL-R. Alteragcbes neste gene
podem levar ao aumento ou diminuicdo da funcdo da pro-proteina, e portanto,
no caso de alteragdo patogénica que ocasione o ganho da funcdo deste gene,
h& uma degradacdo exacerbada do LDL-R, elevando os niveis de LDL-C no

plasma®19,

Atualmente, cerca de 93% das variantes identificadas foram encontradas
no gene LDLR, existindo mais de 2000 variantes patogénicas ou
provavelmente patogénicas deste gene descritas na base de dados ClinVar.
Outras 5% das variantes foram identificadas no gene APOB e por volta de 2%

das variantes estdo no gene PCSK9L,

Além dos trés genes convencionais citados, outros genes envolvidos no
metabolismo de lipidios também foram relacionados a HF. O gene LDLRAP1,
envolvido no processo de internalizacao da particula de LDL-C, esta associado
a hipercolesterolemia autossdémica recessiva, mais raral. A Apolipoproteina E
(ApoE), codificada pelo gene APOE, regula o metabolismo de colesterol,
triglicerideos e fosfolipidios no sangue e cérebro por meio de interagdes com o
LDL-R, desempenhando um papel fundamental na homeostase lipidica e
neuronal. Este gene possui trés alelos comuns principais (€2, €3 e €4) com
diferentes efeitos, sendo o alelo ¢4 um marcador de risco para doenca de

Alzheimer e DCV'?13, Ademais, em um primeiro momento, o gene STAP1
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havia sido reportado como um gene candidato associado a hipercolesterolemia
por meio de andlise de linkage e segregacéo familiar de variantes!4. Entretanto,
estudos recentes indicam que o STAP1 nao faz parte do grupo de genes que

causam HF1516,

Outros genes associados a doengas que também causam aumento de
colesterol e que podem ser confundidas com HF também passaram a fazer
parte do diagndstico genético diferencial. Destacam-se os genes ABCG5 e
ABCGS8 associados a sitosterolemia, e o gene LIPA, associado a doenca de
deposito de ésteres de colesterol. Estas doencas também provocam o acumulo
de diferentes tipos de colesterol na corrente sanguinea, possuindo fenotipo

semelhante a HF1,

1.1.2 Manifestacdes clinicas

O desenvolvimento da HF e sua manifestacéo clinica sdo causados pelo
acumulo de LDL-C na corrente sanguinea, que pode ter como consequéncia
sua retencdo nas paredes arteriais, aumentando o risco de doenca arterial
coronariana. A deposicdo de colesterol na parede arterial progride
gradualmente, ocupando parte do lumen arterial, levando a formacéo de placas
de ateroma e a aterosclerose, que pode resultar em restricdo do fluxo

sanguineo, causando isquemial”'8 (Figura 2).

Além das manifestacdes clinicas citadas, um alto acumulo de placas
ateroscleroticas também é um marcador de risco para doenca cardiovascular
subclinica. O escore de calcio coronario (CAC) possui forte correlacdo com a

presenca, extensdo e gravidade de aterosclerose coronaria, sendo utilizado
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como uma medida indireta de carga aterosclerética até mesmo em individuos

assintomaticos1920,

Colesterol LDL elevado

Aterosclerose

Figado com somente 50% dos £y
receptores de LDL funcionais S8

Infarto do miocardio

Angina

© 4
Mutagdes no receptor de LDL,
apolipoproteina B ou PCSK9

Figura 2: Fisiopatologia da HF. Modificado de Nordestgaard et. al. (2013)%*

1.1.3 Tratamento

O tratamento da HF é principalmente farmacolégico e dietético. Os
farmacos mais indicados para os individuos com HF sdo as estatinas de alta
poténcia (atorvastatina e rosuvastatina, por exemplo), que reduzem
significativamente os niveis de LDL-C da corrente sanguinea, reduzindo
também o risco de doenca cardiovascular aterosclerética??>. Em pacientes mais
criticos, como os portadores de HF homozigotica, a plasmaférese e a LDL-
aférese séo alternativas de tratamento, no qual o LDL-C pode ser removido do

plasma sanguineo do individuo®®. Os inibidores de PCSK9, farmacos que
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inibem a degradacdo dos receptores de LDL, também sdo uma excelente
alternativa, uma vez que a utilizacdo deste tipo de terapia com anticorpos
monoclonais pode reduzir os niveis de LDL-C em cerca de 60%, tendo
indicacdo de uso principalmente em pacientes com HF homozigética?3. Além
disso, € essencial que ocorram mudancas nos habitos de vida do paciente,
diminuindo a influéncia de fatores externos no agravamento da doeng¢a, como o

tabagismo e o sedentarismo?*.

Estima-se que, se nao tratados, o risco cumulativo de um infarto agudo
do miocérdio (IAM) em pacientes com HF até os 50 anos de idade é de 50%
em homens e 12% em mulheres. Aos 60 anos, o risco de ter algum evento

cardiovascular sobe para 85% para os homens e 56% para mulheres®.

1.1.4 Diagnostico clinico

Geralmente, o diagnéstico clinico da HF é feito levando-se em
consideracédo os valores de colesterol total (CT) e LDL-C, presenca de sinais
de acumulo de colesterol (xantomas, xantelasmas e arco corneano), histérico
de DCV, histérico familiar e escore de calcio®. Existem trés principais
ferramentas padronizadas para o diagndstico clinico da HF: US Make Early
Diagnosis Prevent Early Death (MedPed), Simon Broome Register e o Dutch
Lipid Clinic Network (DLCN), todas baseadas em caracteristicas clinicas

individuais e familiares?”.

O critério de MedPed usa pontos de corte para os niveis de CT e LDL-C

especificos para a idade de um individuo e historico familiar. Entretanto, nao
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séo consideradas ocorréncias de doenca cardiovascular, nem os sinais clinicos

como xantoma, xantelasma e arco corneano?.

J& o critério de Simon Broome engloba os niveis de colesterol (CT > 290
mg/dL ou LDL-C > 190 mg/dL em adultos), caracteristicas clinicas (xantomas
de tenddo), diagnostico molecular e histérico familiar de DCV. A partir da
somatoria destas caracteristicas, o individuo é classificado como definitivo ou

provavel HF?’.

O DLCN é semelhante ao Simon Broome. Neste critério, sdo atribuidos
pontos para histérico familiar e historico clinico individual (DCV precoce,
adultos com LDL-C > 190 mg/dL ou criangcas > 160 mg/dL e presenca de
xantomas e/ou arco corneano) e teste genético (alteracbes patogénicas nos
genes LDLR, APOB e PCSK9). Ao final, o paciente é classificado com

diagnéstico definitivo, provavel e possivel de HF?°,

1.1.5 Diagnéstico genético

Em geral, o diagnéstico molecular é feito por meio de sequenciamento
de pelo menos os trés principais genes (LDLR, APOB e PCSK9) para
identificacdo de alteracdes genéticas que poderiam estar relacionadas a HF. O
teste genético fornece uma resposta definitiva para o diagnostico de HF, tendo
grande beneficio tanto para o paciente testado quanto para seus familiares.
Sugere-se que, quando constatada alteracdo genética associada a HF, o
rastreamento em cascata dos familiares seja realizado. Na HF heterozigotica, a
probabilidade de detec¢do da alteragdo em parentes de primeiro grau é de 50%

e 25% em parentes de segundo grau®°,
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Além de ser a forma mais custo-efetiva, este rastreamento desempenha
um importante papel, pois se estima que existam mais de 10 milhdes de
pessoas portadoras da HF, e menos de 10% destes tem diagndstico clinico ou
molecular. Estudos ainda demonstram que em muitos paises, incluindo o

Brasil, menos de 1% dos individuos foram diagnosticados?3..

1.1.6 Diagndstico clinico vs. Diagndstico genético

Apesar de o nimero de pacientes diagnosticados com HF ter aumentado
nos ultimos anos, alterac6es genéticas ndo sdo detectadas em cerca de 50 a
60% dos individuos clinicamente diagnosticados®?23 (Figura 3). Este fato tem
levado pesquisadores a buscar por genes adicionais que poderiam causar HF.
Entretanto, uma proporcdo destes casos podem possivelmente ter causa

poligénica, ao invés de uma causa monogénica ainda desconhecida??.

N
Paciente: tratar LDL-c. Investigar fenocdpias,

Diagnéstico clinico
p outros genes e hipercolesterolemia poligénica

) sem alteracao
(r%’ Familia: monitorar LDL-c e considerar tratamento
= - o
O~
v
.
(@]
< w)
o B .
E U§ Paciente: tratar LDL-c.
o =3 Familia: Rastreamento em cascata, monitorar
= 4 .
5 LDL-c e considerar tratamento
o
ua
(¢}
=
D~
—-— - - :F.
O - - .
Alteracio sem © Paciente: monitorar LDL-c e considerar tratamento
Diagnéstico clinico Familia: monitorar LDL-c e considerar tratamento

Figura 3: Sobreposi¢cdo entre o diagndstico clinico e molecular de HF. H& uma
proporcdo na qual € encontrada alteragdo genética, mas o individuo ndo tem

diagnostico clinico. Por outro lado, em uma parcela dos casos, apesar do individuo ter
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diagnostico clinico, nenhuma alteracdo genética causal é identificada. Modificado de
Nordestgaard et. al (2013)%

1.2Hipercolesterolemia poligénica

Nos ultimos anos, os estudos de associacdo genémica ampla (do inglés,
genome-wide association studies ou GWAS) tornaram possivel o conhecimento
e 0 entendimento de varias regides do genoma humano que estdo associadas
a diversas caracteristicas complexas. A partir da analise dos genomas de
milhares de individuos, esta técnica associa variacdes genéticas comuns (ou

marcadores genéticos) especificos a fenétipos ou doengas especificas34.

Os marcadores genéticos identificados com base na analise do GWAS
podem ser usados para prever o risco de desenvolvimento de uma doenca a
partir da criacdo de escores de risco poligénico (do inglés Polygenic Risk Score
— PRS). O PRS é uma somatéria que determina o efeito cumulativo de
variantes genéticas de um individuo em um determinado fen6tipo3®, conforme

Figura 4.
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APLICACOES CLINICAS DO PRS

Um escore de risco poligénico (PRS) é calculado a partir de
varias pequenas variagoes genéticas.

A\ \"/,\ A/NI/7\/,\

Algumas variantes Algumas variantes

H genéticas conferem genéticas conferem
-== alto risco de ter baixo risco de ter
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BEE mas essas sao ' DEE mas essas sao
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3
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siks N\ R ( N | iy 4 comuns conhecidas
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Figura 4: Fundamento do PRS. As variantes genéticas procedentes da técnica de
GWAS usadas nos PRSs sdo comuns na maioria das populacfes. Modificado de
lllumina (2019)%

Em 2010, o grupo Global Lipid Genetic Consortium (GLGC)? realizou
uma meta-andlise de diversos GWAS em mais de 100.000 individuos, e
identificou uma série de loci envolvidos na determinacdo da concentracdo de
lipidios que poderiam estar envolvidos no aumento dos niveis de LDL-C e
outras fracdes lipidicas. Esta identificacdo tornou possivel o reconhecimento de
variantes de base Unica (do inglés, Single Nucleotide Variant ou SNVs) comuns

que também estéo relacionados com elevagéo do LDL-C.
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Este estudo permitiu a suposicdo de que individuos dislipidémicos
pudessem ter um componente poligénico em seu fendtipo. Supde-se que na
hipercolesterolemia poligénica, 0s pacientes que ndo possuem variante
patogénica identificada, mas que possuem diagnéstico clinico de HF
apresentem uma combinacdo especifica de SNVs, cada um causando um
efeito brando, mas que em conjunto elevam o LDL-C, excedendo o limiar

diagnéstico de 190 mg/dL38,

Para testar esta hipétese, em 2013 um grupo de cientistas britanicos®®
desenvolveu um PRS associado a hipercolesterolemia utilizando os SNVs
evidenciados no estudo de GWAS do GLGC. Foi selecionado apenas o
principal SNV de cada locus, e se algum estivesse relacionado a mais de uma
fracdo lipidica, foi incluido apenas se o LDL-C fosse o trago mais fortemente
associado para o SNV. Ao final da sele¢éo, foram incluidos 12 SNVs no escore
(Tabela 1). Para o calculo, fez-se uma soma ponderada do numero de alelos
de risco encontrados em cada individuo, utilizando os B-coeficientes de cada

SNV como peso para a soma.

Tabela 1: SNVs selecionados para compor o PRS.

SNV (rsID) Gene SNV (rsID) Gene
rs2479409 PCSK9 rs3757354 MYLIP
rs629301 CELSR2 rs11220462 ST3GAL4
rs1367117 APOB rs8017377 NYNRIN
rs4299376 ABCGS8 rs6511720 LDLR
rs1564348 SLC22A1 rs429358 APOE
rs1800562 HFE rs7412 APOE
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O escore criado foi entdo aplicado em pacientes com diagnéstico clinico
de HF, com e sem alteracdo genética identificada, e em individuos saudaveis
de um grupo controle britanico. Foi observado que a média do PRS para o
grupo controle foi a mais baixa dentre todos 0s grupos, enquanto 0 grupo com
HF com diagndstico genético teve uma média intermediaria e o grupo que tinha
apenas o diagnaéstico clinico teve a maior média. Essa observacao sugere que
uma propor¢do do grupo com diagndstico genético negativo pode ter o LDL-C
elevado explicado pela heranca de SNVs que afetam as concentracdes deste
colesterol. O fato de o grupo com alteracdo genética identificada ter ficado na
posicao intermediaria pode indicar ainda que os altos valores de LDL-C podem

ter um componente poligénico adicional®®.

Em um estudo complementar, Futema e colegas (2015)3° demonstraram
que o numero de SNVs selecionados para o célculo do PRS poderia ser
diminuido de 12 para 6, sem alterar o entendimento de que a média do escore
poligénico € maior para o grupo com HF que ndo possui variante patogénica
identificada, seguido do grupo que possui variante causal conhecida. Esta &
uma observacao significativa, pois um escore de 6 SNVs que tem a mesma

eficiéncia e aplicabilidade ao anterior € mais vantajoso financeiramente.

Deste modo, pacientes com fenétipo de HF, mas sem variantes
patogénicas identificadas, poderiam ser investigados para hipercolesterolemia
poligénica. Contudo, isto ndo afeta o tratamento desses pacientes, mas
influencia na decisao de realizar testes em cascata em seus familiares, uma

vez que esta poderia ndo ser tdo eficaz*°.
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Atualmente, a replicacdo desse escore poligénico ja foi realizada em
pelo menos 6 paises europeus, em Israel e na Coréia e, em todos os estudos o
escore foi significativamente correlacionado com os valores de LDL-C
elevados. No entanto, a grande maioria das analises foi realizada em
individuos europeus ou asiaticos. Até o momento, nenhum estudo mostrou a
aplicabilidade de um PRS para hipercolesterolemia em populagées latino-

americanas3941-43,
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2. OBJETIVOS

2.10bjetivo geral

Realizar o célculo de escores de risco poligénico de 12 e 6 SNVs
associados ao aumento de LDL-C em wuma coorte brasileira de
hipercolesterolemia familiar, visando a investigacdo da hipercolesterolemia

poligénica.

2.20bjetivos especificos

- Validar os escores de risco poligénico previamente reportados na
literatura cientifica em pacientes com diagnéstico clinico de HF, comparando-

0s com um grupo de individuos representativos da populacao brasileira.

- Investigar a influéncia dos escores de risco poligénico em pacientes

com diagnéstico genético para HF.

- Investigar a influéncia dos escores na implicacao clinica dos individuos

com HF.

- Investigar e comparar a aplicabilidade dos escores para

hipercolesterolemia poligénica com 12 ou 6 SNVSs.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1Aspectos éticos

Este projeto foi submetido & Comiss&o de Etica para Andlise de Projetos
de Pesquisa da FMUSP (CAPPesq), e aprovado dentro das normas do comité

(CAAE: 00594212.0.1001.0068).

3.2Selecao dos participantes

3.2.1 Hipercol Brasil

Foram selecionados 684 individuos adultos n&o relacionados,
participantes do Hipercol Brasil — maior programa de rastreamento genético em
cascata para Hipercolesterolemia Familiar da América Latina, conduzido no
Laboratorio de Genética e Cardiologia Molecular (LGCM) do Instituto do
Coracédo do Hospital das Clinicas (InCor- HCFMUSP)?2. Todos os participantes
assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e foram

submetidos a anamnese clinica.

Foram adotados os critérios de inclusdo e exclusdo do programa. O
principal fator de inclusdo foi apresentar exame de LDL-C com valor = 210
mg/dL independentemente de tratamento farmacologico. Foram excluidos os
pacientes com triglicérides = 400 mg/dL, insuficiéncia hepética, nefropatia,

hipotireoidismo ndo controlado e sorologia positiva para HIV.

3.2.2 ELSA-Brasil
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Como grupo comparativo, foram selecionados 1605 individuos do estudo
ELSA-Brasil (Estudo Longitudinal de Saude do Adulto), coorte multicéntrica
composta por individuos de seis instituicdes publicas de pesquisa de regifes
do Brasil com idade entre 35 e 74 anos, que tem como objetivo investigar 0os
fatores de risco para doencas crénicas, como as cardiovasculares e diabetes**.
Todos os integrantes da coorte ELSA-Brasil assinaram o TCLE, e foram
submetidos a exames laboratoriais, genotipagens e entrevistas para avaliacéo
de estilo de vida. Para a andlise do presente estudo, foram selecionados
participantes apenas da cidade de S&o Paulo, mesma cidade em que o
Hipercol Brasil esta situado. Os individuos foram genotipados através do
Axiom™ Precision Medicine Research Array (Thermo Fisher) usando o sistema

GeneTitan MultiChannel, seguindo as instrugdes do fabricante.

3.3Grupo HF

Os 684 individuos hipercolesterolémicos que compde a casuistica do
presente estudo foram divididos de acordo com a presenca ou auséncia de
alteracdo genética associada a HF. O grupo que ndo teve variante patogénica
ou provavelmente patogénica identificada (n=491) foi classificado como HF/M-
(ou seja, possui diagnéstico clinico de HF, mas ndo tem diagndstico genético
confirmado). Por outro lado, os individuos que tiveram alteracdo genética
identificada (n=193) foram classificados como HF/M+ (diagndstico clinico e

genético confirmados para HF).
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3.3.1 Sequenciamento genético

Para deteccdo de variantes genéticas associadas a HF e o consequente
diagnostico genético, foi realizado Sequenciamento de Nova Geragdo (Next-
Generation Sequencing ou NGS), técnica que permite a andlise de regides
codificantes dos genes de interesse. Este sequenciamento se deu de duas
maneiras distintas: as primeiras 440 amostras foram sequenciadas utilizando a
plataforma lon Torrent PGM (Thermo Fisher), e 244 amostras utilizando a
tecnologia SureSelect QXT (Agilent Technologies) na plataforma lllumina
(Figura 5). Esta substituicdo de metodologia e painel genético se deu por

questdes econdmicas e técnicas.

HIPERCOL BRASIL

(n=684)
lon Torrent PGM 5“"?9':?;'3)”
Genotipagem TagMan n= 440 = &8
n= 440 . . )
LDLR APOB, PCSK9, LDLRAPT, : E’ﬁfﬁ?f"-}fﬁ;{?ﬂ DLRAn
2 SNVs (rs2479409 e APOE, LIPA +10 SNVs . LIPA, ABCGS, ABCGS,
rs6511720) STAPT + 12 SNVs
MLPA
MLPA
HF/M-
e e e

— Sem varlante patogénica ou R
provavelmente patogénica
identificada

HF/M+
3 n=193 0
—— Com variante patogénica ou -
provavelmente patogénica

identificada

Figura 5: Fluxograma das metodologias realizadas nas amostras do grupo Hipercol
Brasil. As amostras foram classificadas de acordo com a auséncia ou presenca de
alterac@o genética associada a Hipercolesterolemia Familiar.
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3.3.1.1.1 lon Torrent PGM

A plataforma lon Torrent PGM (Thermo Fisher) tem como principio
sequenciamento genético por semi-condutores, com deteccdo da alteracdo de
pH. O painel customizado Ampliseq foi desenhado no software ION Ampliseq
Designer (https://www.ampliseq.com/) e continha 6 genes de interesse (LDLR,
APOB, PCSK9, LDLRAP1, APOE e LIPA) além de 10 variantes comuns que
compde parte dos escores deste estudo (rs629301, rs1367117, rs4299376,
rs1564348, rs1800562, rs3757354, rs11220462, rs8017377, rs429358 e
rs7412). O procedimento do sequenciamento foi realizado seguindo as

informagdes do fabricante.

3.3.1.1.2 SureSelect QXT

Com o objetivo de aprimorar e atualizar o diagnostico genético, o painel
anteriormente utilizado foi substituido pela tecnologia SureSelect QXT (Agilent
Technologies), com sequenciamento baseado em sintese. O painel com sonda
de captura customizada foi desenhado no software SureDesign
(www.agilent.com/genomics/suredesign) e continha 9 genes de interesse
(LDLR, APOB, PCSK9, LDLRAP1, LIPA, APOE, ABCG5, ABCG8 e STAP1)
além das 12 variantes comuns do escore poligénico principal deste estudo. O

sequenciamento também se deu seguindo as instru¢des do fabricante.

3.3.2 MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)
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ApOs o0 sequenciamento genético, nas amostras em que nenhuma
alteracdo genética patogénica e/ou provavelmente patogénica foi encontrada,
foi realizada a técnica de MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification) para deteccdo de grandes duplicacbes e delecbes no gene

LDLR, ndo passiveis de deteccdo por sequenciamento de nova geracao.

Nesta metodologia, um conjunto de sondas fluorescentes localizadas em

regides especificas do gene, é hibridizado com a amostra de cada individuo e

D~

este material € amplificado por meio de PCR. Em seguida, esta reagéo
preparada para ser colocada em um sequenciador capilar, que realiza a
separacao de fragmentos por tamanho e que capta a fluorescéncia emitida por
eles. Na andlise realizada no software Coffalyzer (MRC-Holland), a intensidade
de fluorescéncia destes fragmentos das amostras dos pacientes € comparada
a trés amostras controle (negativas). Desta maneira, € possivel identificar a

variacdo no numero de copias, em nivel de exon, do gene de interesse.

3.3.3 Analise de variantes genéticas

As sequéncias geradas tanto pelo sequenciamento lon Torrent PGM
quanto pelo lllumina, incluindo os SNVs do escore poligénico, foram analisadas
no software de bioinforméatica CLC Genomics Workbench 9.0. As sequéncias
foram alinhadas contra 0 genoma humano (versdo hgl19), seguida de deteccao
e anotagcdo de variantes genéticas para distingdo de variantes comuns e raras.
A cobertura para deteccdo das alteracbes genéticas foi estabelecida em no

minimo 10x, com frequéncia do alelo variante em pelo menos 10% das leituras.
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As variantes genéticas raras encontradas foram inicialmente buscadas
em bases de dados populacionais (ABraOM, GnomAD e ExAC), para averiguar
a presenca destas em popula¢gBes saudaveis. Depois, a predicdo de impacto
destas variantes foi avaliada por meio dos algoritmos in silico SIFT, PolyPhen-2
e PROVEAN, disponiveis na web. Em seguida, as variantes foram pesquisadas
na literatura cientifica, utilizando as bases de dados Human Genome Mutation

Database (HGMD®), ClinVar e JoJo Genetics.

Ao final, todas as variantes foram classificadas de acordo com o0s
critérios e recomendacdes do American College of Medical Genetics and
Genomics (ACMG)*. Nesta diretriz, as alteracdes genéticas recebem
diferentes pontuagbes de acordo sua frequéncia na populagdo geral, tipo de
alteracdo, predicdo de impacto, estudos funcionais, reports na literatura
médica, entre outros. Faz-se uma somatoria destes pontos, e as variantes sao
entdo classificadas como patogénicas, provavelmente patogénicas, significado
incerto, provavelmente benigna e benigna. Para este estudo foram
consideradas apenas as Vvariantes classificadas como patogénicas ou

provavelmente patogénicas.

3.3.4 Genotipagem TagMan

Dos 12 SNVs que compde o escore poligénico principal, 10 foram
previamente genotipados em 440 amostras por meio do sequenciamento lon
Torrent PGM. Desta maneira, foi necessario genotipar os SNVs rs2479409 e
rs6511720 que ndo estavam no painel customizado. Para discriminacgéo alélica

destes SNVs nestas amostras, foi utilizado o ensaio TagMan Genotyping. Em
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linhas gerais, esta metodologia contém um par de primers especifico para o
SNV de interesse e duas sondas para identificacdo dos alelos. Estas sondas
possuem um corante na extremidade 5 da fita de DNA que emite
fluorescéncias distintas de acordo com o nucleotideo pesquisado, permitindo

assim a discriminacéo de cada alelo de interesse?®.

3.4Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas usando o software R verséo
3.61. O teste de Kolmogorov-Smirnov foi realizado para avaliar a normalidade
da distribuicdo dos dados. Uma analise descritiva inicial foi feita nos trés grupos
(ELSA-Brasil, HF/M- e HF/M+). Variaveis categoricas foram descritas como
frequéncias e comparadas com o teste Qui-quadrado. Para variaveis
quantitativas com distribuicdo ndo paramétrica, a mediana, 0 primeiro e o
terceiro quartis foram estimados e a comparacao foi feita com o teste U de

Mann-Whitney.

A significancia estatistica foi considerada com um valor de p <0,05.

3.5Calculo do escore poligénico

Os escores de risco poligénico de 12 e 6 SNVs foram calculados em
cada amostra dos grupos HF (HF/M+, HF/M-) e ELSA-Brasil. Foi efetuada uma
soma ponderada dos alelos de risco de cada SNV, onde os pesos utilizados
sao seus respectivos B-coeficientes (ou tamanho de efeito), descritos na Tabela

2. A figura 6 ilustra um exemplo de calculo do PRS de uma amostra.
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Tabela 2: Variantes comuns que compde os escores poligénicos associados a

hipercolesterolemia familiar.

SNV (rsID) Cromossomo Gene Alelo de B-coeficiente 6 SNVs PRS
risco
rs2479409 1 PCSK9 G 2.01
rs629301 1 CELRS2 T 5.65 Sim
rs1367117 2 APOB A 4.05 Sim
rs4299376 2 ABCGS8 G 2.75 Sim
rs1564348 6 SLC22A1 T 0.56
rs1800562 6 HFE G 2.22
rs3757354 6 MYLIP C 1.43
rs11220462 11 ST3GAL4 A 1.95
rs8017377 14 NYNRIN A 1.14
rs6511720 19 LDLR G 6.99 Sim
rs429358 19 APOE * Sim
rs7412 19 APOE * Sim
£2e2 19 APOE -34.75
€2e3 19 APOE -15.45
€2e4 19 APOE -7.72
€3e3 19 APOE 0
e3e4 19 APOE 3.86
eded 19 APOE 7.72

Cada SNV possui seu B-coeficiente, que foi usado como peso para soma ponderada.
*Os B-coeficientes do APOE foram baseados nos efeitos de cada haplétipo

(combinacéo das isoformas dos SNVs rs429358 e rs7412)
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B-coeficiente B-coeficiente B-coeficiente B-coeficiente
SNV 1 SNV 2 SNV 3 SNV 12

T 1 T

PRS=(2x5,65) + (1x4,05) + (0x2,75) +... + (1 x 6,99)

|

N¢ de alelos N2 de alelos Ne de alelos Ne de alelos de
de risco SNV 1 de risco SNV 2 de riscoSNV 3 risco SNV 4

Figura 6: Calculo do PRS. Faz-se uma soma ponderada para cada amostra, onde os
pesos sao os B-coeficientes de cada SNV.

Apbs o célculo do PRS principal (12 SNVs) e do reduzido (6 SNVs),
foram apuradas as médias de cada grupo. Como estas ndo possuiam
distribuicdo normal, a comparacgéo dos grupos foi feita utilizando o teste Kruskal

Wallis, com analise post-hoc utilizando o teste de Dunn.

Embora os B-coeficientes utilizados para este trabalho tenham sido os
originalmente descritos, n6s também determinamos quais seriam os valores de
B-coeficientes da populacéo brasileira, utilizando os individuos do ELSA-Brasil.
Da mesma maneira que a analise de GWAS realizada pelo GLGC, uma
regressado linear foi construida utilizando a varidvel dependente LDL-C e as
variaveis idade, idadez e sexo como independentes. Os residuos deste modelo
linear foram entdo utilizados como varidvel dependente para uma nova
regressdo, desta vez com cada SNV como variavel dependente, sendo
possivel obter os B-coeficientes de cada variante. Esta andlise foi feita apenas
para fins comparativos, uma vez que o numero de individuos utilizados é muito

inferior ao utilizado no GWAS realizado pelo GLGC.
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3.6Frequéncia alélica dos escores poligénicos

Para verificar a frequéncia alélica dos SNVs presentes nos escores nos
trés grupos deste estudo, a frequéncia alélica foi calculada dividindo ou numero
do alelo de menor frequéncia pelo numero de alelos totais.

Para comparacao, as frequéncias também foram verificadas nas bases
de dados ABraOM (Arquivo Brasileiro Online de Mutagdes) e GnomAD
(Genome Aggregation Database). O ABraOM é um repositério que contém
variantes gendmicas obtidas de sequenciamento de genoma completo de
individuos idosos de S&o Paulo. O conjunto de dados utilizado para andlise da
frequéncia alélica foi o0 SABE-WGS-11714, depositado em setembro de 2020,
que compreende variantes de 1.171 individuos nao relacionados. O GnomAD é
uma base de dados desenvolvida por uma coalizagdo internacional de
investigadores, com o objetivo de agregar dados de sequenciamento de exoma
e genoma de uma ampla variedade de projetos de sequenciamento em larga
escala. Para a analise, foi utilizada a versédo v2.1.1, que compreende 125.748
exomas e 15.708 genomas, totalizando 141.456 individuos*®, de diferentes
racas e etinias, como Europeias, Asiaticas, Latino americanas, Africanos,

Judeus Ashkenazi e outras.

3.7Associacao entre os escores poligénicos e LDL-C
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Testes de regresséo linear simples e correlagcdo de Spearman foram
usados para avaliar a associacdo e correlagcdo entre os niveis de LDL-C

observados de ambos os PRSs nos individuos de cada grupo do estudo.

Para a analise de distribuicdo de LDL-C entre os PRSs, ambos os
escores foram divididos em tercis. Os valores de LDL-C utilizados para esta
andlise foram basais (sem tratamento farmacolégico), e no caso de
disponibilidade somente de valores em tratamento com estatinas e/ou
ezetimiba, ajustamos a concentracdo de LDL-C multiplicando cada valor pelo

coeficiente de correcéo 1,43, conforme descrito anteriormente?°.

Um modelo linear ajustado para as variaveis sexo, idade, IMC e média
do escore foi usado para predizer os valores de LDL-C nos trés grupos, para

comparacao com os valores de LDL-C reais observados.

3.8Associacao entre escore poligénico e raca

Para verificar se 0os escores se comportam da mesma maneira em
diferentes racas, uma analise foi realizada nos grupos ELSA-Brasil, HF/M- e
HF/M+ divididos entre brancos e ndo-brancos. As médias de cada grupo foram

comparadas utilizando o teste Mann-Whitney.

3.9Avaliacdo da resposta ao tratamento farmacologico dos

individuos dos grupos HF
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Com o objetivo de investigar a resposta ao tratamento farmacolégico de
acordo com os PRSs, analisamos a reducao do LDL-C em individuos do grupo
HF calculando a diferenca entre o valor do LDL-C basal (sem tratamento) e o
valor ap0s o tratamento farmacologico com estatinas e/ou ezetimiba, dividido

pelo valor de LDL-C basal, expressa em porcentagem.

Os valores de LDL-C basais e ap0s tratamento de cada individuo foram
coletados do questiondrio preenchido na primeira visita ao HipercolBrasil, do
questionario de seguimento telefénico apdés pelo menos um ano da entrega do

laudo genético e, quando disponivel, do prontuario médico eletronico.

Para comparacdo, os individuos dos grupos HF/M+ e HF/M- foram

divididos em tercis de acordo com a média de cada PRS.

3.10 Avaliagado de doenca cardiovascular e escore de calcio

Infarto do miocardio, acidente vascular cerebral e isquémico e
revascularizacdo do miocardio foram definidos como doenca cardiovascular
prévia. As informacdes acerca destes eventos nos grupos HF também foram
coletadas do questionario preenchido na primeira visita ao HipercolBrasil, do
questionario de seguimento telefébnico apdés entrega do laudo genético e do
prontuéario eletrénico, se disponivel. Para comparar os niveis de LDL-C e a
ocorréncia de DCV com o valor de PRSs em cada grupo, os escores foram

divididos em quartis.

O escore de calcio, usado como marcador da aterosclerose pré-clinica, é

medido de acordo com o método de Agatston®°. Resumidamente, o escore total
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do CAC foi obtido pela soma dos produtos de densidade da area da lesdo
individual de todas as artérias corondrias epicardicas. Esse método € confiavel

e reprodutivel, com baixa variabilidade entre varreduras.

Os valores de escore de calcio dos individuos do ELSA-Brasil foram
consultados de bases de dados disponibilizadas, e dos individuos dos grupos
HF, de prontuario médico eletrdnico. Para estratificacdo de risco, o escore CAC
foi dividido em quatro categorias diferentes: 0, 1 - 99, 100 - 400 e > 400

unidades.

Uma vez que as distribuicbes do escore de calcio foram né&o-
paramétricas e assimétricas a direita, realizamos uma regressao logistica
binaria no grupo controle para determinar qual quartil de ambos os PRSs tinha
maior risco de desenvolver DCV, usando 100 unidades como ponto de corte. A
comparacao do escore de calcio entre os quartis dos PRSs néo foi realizada
nos grupos HF pois o nimero de individuos com CAC >100 unidades em cada

quartil era reduzido.
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4. RESULTADOS

4.1Casuistica

A Tabela 3 mostra as caracteristicas clinicas dos participantes do grupo
HF e do grupo ELSA-Brasil. Foram analisados 640 individuos com diagnéstico
clinico de HF, divididos em dois grupos de acordo com o resultado do
diagnostico genético, e 1605 individuos representativos da populacdo
brasileira. Pacientes do grupo HF/M- apresentaram maior proporcao de
mulheres e individuos mais velhos quando comparados aos outros dois grupos
(p < 0,001). Diferengas significativas também foram observadas no indice de
massa corporal (p = 0,01) e em todos os valores laboratoriais medidos entre os
grupos (p < 0,001). Valores de LDL-C sem tratamento hipolipemiante (basais)
estavam disponiveis em 466 individuos dos grupos HF. Entre estes individuos,
o grupo HF/M+ apresentou maior frequéncia de tratamento farmacoldgico na
admissdo quando comparados aos individuos do grupo HF/M- (p = 0,004).
Houve maior frequéncia de IAM prévio no grupo HF/M+ (p = 0,01), mas néo
foram observadas diferencas estatisticas em relacdo a acidente vascular

cerebral e revascularizacao do miocardio.

Tabela 3: Caracteristicas de todos os individuos incluidos no estudo.

Variaveis ELSA-Brasil FH/M- FH/M+ valor
(n = 1605) (n = 491) (n = 193) P

Idade (anos) 50 (45-57) 56 (46-63) 47 (36-58) <0,001

Sexo Feminino, n (%) 868 (54,08) 336 (68,4) 116 (60,10) <0,001

Raca autodeclarada

Brancos, n (%) 959 (59,75) 274 (55,80) 115 (59,58) 0.045

Pardos, n (%) 386 (24,05) 87 (17,72) 37 (19,17) ’
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Pretos, n (%)
Indigenas, n (%)
Asiaticos, n (%)

N&o declarados, n (%)

Histérico Médico
IAM, n (%)

AVC, n (%)
Revascularizagéo
miocardica, n (%)
Hipertensao, n (%)

Habito de fumo
Fumante, n (%)
Ex-fumante, n (%)

Nunca fumou, n (%)

Valores laboratoriais

Colesterol total (mg/dL)
Triglicérides (mg/dL)

HDL-C (mg/dL)

LDL-C sem hipolipemiante

(mg/dL)

LDL-C com hipolipemiante

(mg/dL)

Terapias na admisséo*

Hipolipemiantes
Antiplagquetérios

Antihipertensivos

Exame fisico
IMC

Xantoma, n (%)
Xantelasma, n (%)

Arco corneano, n (%)

Dutch Lipid Clinic

Network Score (DLCNS)

HF definitivo, n (%)
HF provavel, n (%)

HF possivel, n (%)

211 (13,15)
19 (1,18)
13 (0,81)
17 (1,06)

515 (32,09)

259 (16,13)
489 (30,47)
857 (53,40)

208 (185 - 236)
116 (80 - 164)
53 (46 - 63)

127 (106 - 150)

26,7 (24,0 - 29,7)

39 (7,94)
7 (1,43)
2 (0,41)

82 (16,70)

75 (15,27)
21 (4,28)

25 (5,09)

216 (43,99)

65 (13,23)
143 (29,12)
276 (56,21)

323,5 (305-346)
156 (114-210)
50 (42-59,25)

239 (223-258)

116,5 (94 — 142)

343 (71,45)
128 (26,07)
128 (26,07)

27,3 (24,3 - 30,8)
10 (2,04)
40 (8,15)
5 (1,02)

44 (8,96)
162 (32,99)
255 (51,94)

10 (5,82)
2 (1,04)
2 (1,04)

27 (13,99)

46 (23,83)
9 (4,66)

17 (8,80)

55 (28,50)

24 (12,44)
37 (19,17)
130 (67,36)

341,5 (318-394)
137,5 (100,5-
178,2)

47 (39-55)

277 (244-325)

142 (111 - 177)

158 (82,29)
60 (31,09)
56 (29,01)

26,7 (23,8 - 30,7)
23 (11,92)
23 (11,92)
5 (2,59)

66 (34,20)
75 (38,86)
39 (20,21)

0,011
0,988

0,099

<0,001

0,002

<0,001
<0,001
0,01

<0,001

<0.001

0,004
0,232
0,065

0,015
<0,001
0,261
0,414

<0,001
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LDL-¢c ELSA-Brasil

Sem informacéo, n (%) - 30 (6,11) 13 (6,73)

Abreviagdes: IMC — indice de massa corporal (kg/mz); HF — Hipercolesterolemia familiar.

Variaveis continuas com distribuicdo ndo paramétrica foram expressas como mediana e quartis 1 e
3 (Idade, Colesterol Total, Triglicérides, HDL-C, LDL-C e IMC). O teste U de Mann-Whitney foi usado
para comparar as medianas entre dois grupos e o teste de Kruskall Wallis foi usado para
comparacgdo de trés grupos.

Variaveis categéricas foram expressas como nimero absoluto e porcentagem (Sexo, Raga
autodeclarada, Histérico médico, Terapias na admissado, Habito de fumo, Xantoma, Xantelasma,
Arco Corneano e DLCNS).

*Para terapia hipolipemiante, foram consideradas estatinas e ezetimiba. AAS (acido acetilsalicilico) e
clopidogrel foram considerados antiplaguetarios. Inibidores da ECA, bloqueadores dos receptores da
angiotensina, diuréticos e alfabloqueadores foram considerados anti-hipertensivos.

4.2 Associacao entre os escores poligénicos e LDL-C

A Figura 7 mostra a correlacdo da variavel LDL-C com os escores de 12
(painel A) e 6 SNVs (painel B). Tanto o escore principal quanto o reduzido
mostraram correlagdo positiva com o LDL-C, com coeficiente rho 0,19 (p <

0,001).

A B

rho 0.19117 (p < 0,001) rho 0.19697 (p < 0,001)

LDL-c ELSA-Brasil

12 SNPs PRS 6 SNPs PRS

Figura 7: Representacédo grafica do teste de correlagdo de Spearman. (A) Correlagédo
do LDL-C com o escore principal. (B) Correlagdo do LDL-C com o escore reduzido.
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LDL-c ELSA-Brasil

Como resultado da regressao linear simples realizada no grupo ELSA-
Brasil, ambos os escores mostraram associa¢ao significativa com os niveis de
LDL-C. O escore principal teve o valor de coeficiente de determinacdo R? =
0,044 (p < 2.2 x 1019 e o reduzido teve R2 = 0,046 (p < 2.2 x 1016), conforme

ilustrado na Figura 8.

A B

R? ajustado = 0.04389 - R? ajustado = 0.04618
p-valor: < 2.2e-16 p-valor: < 2.2e-16

LDL-c ELSA-Brasil

12 SNPs PRS ’ 6 SNPs PRS

Figura 8: Testes de regressao linear entre LDL-C e escores poligénicos. (A)

Regressao do LDL-C com o escore principal. (B) Regressédo do LDL-C com o escore
reduzido.

4.3Avaliacao dos escores poligénicos entre os grupos do estudo

Apbs o calculo dos escores nos individuos dos trés grupos, foi possivel
observar que o grupo ELSA-Brasil teve a menor média tanto no escore de 12
quanto no de 6 SNVs (33,10 e 23,03, respectivamente), seguido do grupo
HF/M+ (36,48 e 26,26). Os individuos do HF/M- tiveram a maior média tanto no
escore principal quanto no reduzido (38,25 e 27,82). As Figuras 9 e 10

representam a distribuicdo dos escores entre 0s grupos.

48



A. ELSA-Brasil vs. FH/M-
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Figura 9: Distribuicdo do escore de 12 SNVs entre os grupos. (A) ELSA-Brasil vs.

individuos com diagnéstico clinico de HF, porém sem alteracdo genética identificada

(HF/M-). (B) ELSA-Brasil vs. individuos com diagndstico clinico e genético de HF

(HF/M+). (C) HF/M+ vs. HF/M-
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B. ELSA-Brasil vs. FH/M+
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Figura 10: Distribuicdo do escore de 6 SNVs entre os grupos. (A) ELSA-Brasil vs.
individuos com diagnéstico clinico de HF, porém sem alteracdo genética identificada
(HF/M-). (B) ELSA-Brasil vs. individuos com diagndstico clinico e genético de HF
(HF/M+). (C) HF/M+ vs. HF/M-.
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A comparacao da média dos escores dos trés grupos realizada por meio

do teste Kruskal Wallis mostrou diferenca estatistica (p < 2,2x10-16), conforme a

Figura 11.

80 1

=]
[=]
L

12 SNVs PRS

Ny
=]
L

80

60

6 SNVs PRS
]

[}
o

-20

E
o
"

Kruskal-Wallis, p < 2.2e-16

p<222e-16

4.3e-07

0.0017

ELSA

Kruskal-Wallis, p < 2.2e-16

FHM+
Groups

p<222e-16

FHIM-

2.7e-06

0.0018

ELSA

FHM+
Groups

FH/M-

Figura 11: Resultado da comparacao das médias dos escores entre 0S grupos por

Kruskal Wallis. Tanto no escore principal (painel A) quanto no reduzido (painel B), o

grupo FH/M- teve a maior média, seguido do grupo FH/M+.

O teste post-hoc de Dunn (comparacbes multiplas) evidenciou que as

médias dos escores tinham diferenca estatistica entre todos os grupos (Tabela

4).
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Tabela 4: Resultado das compara¢c@es mdltiplas utilizando o teste de Dunn.

12 SNVs PRS 6 SNVs PRS
Grupos Média (DP) p valor Média (DP) p valor
ELSA-Brasil 33(;122592’;3) 16 23,03 (8,80) e 16
vs. FHIM- 725 2,2x10 27,82 (6,87) 2,2x10
ELSA Brasil 33(;12 éQA:;S) 7 23,03 (8,80) e 5
vs. FHIM+ gl 4,3x10 26,26 (6,66) 2,7x10
FH/M- vs. 38(;22(57‘;23) 0.001 27,82 (6,87) e 0012
FH/M+ (697 ’ 26,26 (6,66) !

4.4Analise dos valores preditos de LDL-C pelos escores

poligénicos

Apbs as analises de regressao linear multipla ajustada com sexo, idade,
IMC e o valor final dos escores, obtivemos os coeficientes e os valores de LDL-
C preditos pelo modelo. Desta maneira, foi possivel comparar os valores reais
observados com os valores preditos. Para isto, os resultados dos escores
foram estratificados em decis, para que se pudesse avaliar a distribuicdo dos

valores de LDL-C dos individuos em cada nivel.

Foi possivel observar que nos individuos do ELSA-Brasil (Figura 12), o
LDL-C predito aumenta gradativamente, acompanhando ao aumento dos
escores, enquanto o LDL-C real acompanha 0s escores somente nos primeiros

decis, tornando-se impreciso no decis mais altos.
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LDL-c predito

LDL-c real

8 9 10 1 2 3

4 5 6 7 4 5 6 7 &
Decis - 12 SNPs PRS Decis - 12 SNPs PRS Grupo

c
D ELSA-Brasil

LDL-c real
8

LDL-c predito
8

110 110

4 5 6 7 4 5 6 7
Decis - 6 SNPs PRS Decis - 8 SNPs PRS

Figura 12: Distribuicdo dos valores de LDL-C entre os diferentes decis dos escores do
grupo ELSA-Brasil. (A) LDL-C real observados distribuidos entre os decis do escore
principal. (B) LDL-C preditos pelo modelo linear distribuidos entre os decis do escore
principal. (C) LDL-C real observados distribuidos entre os decis do escore reduzido.

(D) LDL-C preditos distribuidos entre os decis do escore reduzido.

Entretanto, este mesmo padrdo néo foi observado nos grupos HF. Tanto
o LDL-C real quanto o predito ndo tiveram distribuicdo gradual entres os decis

dos escores, conforme Figura 13.
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LDL-C real

LDL-C real

LDLAC‘ predito ‘

Grupo

* Decis 125NVe PRS | : ’ " HF /M-
p ® HFM+
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Figura 13: Distribui¢céo dos valores de LDL-C entre os diferentes decis dos escores
dos grupos dislipidémicos. (A) LDL-C real observados distribuidos entre os decis do
escore principal. (B) LDL-C preditos pelo modelo linear distribuidos entre os decis do
escore principal. (C) LDL-C real observados distribuidos entre os decis do escore
reduzido. (D) LDL-C preditos distribuidos entre os decis do escore reduzido.

4.5Anélise da frequéncia alélica dos escores poligénicos

A frequéncia do alelo menor (do inglés, Minor Allele Frequency ou MAF),
ou seja, a frequéncia na qual o alelo menos comum ocorre em uma
determinada populacao, foi calculada nos grupos ELSA-Brasil e HF. A Tabela 5

mostra os resultados deste calculo, bem como as MAFs das bases de dados

ABraOM e GnomAD.
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Tabela 5: MAFs dos SNVs presentes no PRS em diferentes populagdes.

Alelo  Alelo ABraOM  GnomAD ELSA-

SNV Gene Brasil FH/M+ FH/M-

menor comum (n=1171) (n = 141456) (n = 1605) (n=172) (n=468)

rs2479409 PCSK9 G* A 0.396 0.344 0.358 0.384 0.378
rs629301 CELRS2 G T 0.251 0.249 0.244 0.200 0.190
rs1367117 APOB A* G 0.255 0.256 0.241 0.290 0.298
rs4299376 ABCGS8 G* T 0.271 0.243 0.271 0.300 0.295
rs1564348 SL(?LZZA C T 0.142 0.138 0.163 0.174 0.166
rs1800562 HFE A G* 0.020 0.034 0.020 0.023 0.011
rs3757354 MYLIP T Cc* 0.219 0.283 0.246 0.277 0.230
rs11220462 ST?f’AL A* G 0.103 0.131 0.101 0.109 0.116
rs8017377 NYNRIN A* G 0.342 0.363 0.348 0.390 0.361
rs6511720 LDLR T G* 0.125 0.111 0.134 0.126 0.065
rs429358 APOE C T 0.130 0.142 0.139 0.142 0.222

rs7412 APOE T C 0.062 0.065 0.070 0.022 0.023

MAF: Minor Allele Frequency. *Alelo de risco utilizado para célculo dos PRSs

4.6 Analise dos escores poligénicos entre racas

Como foi observada diferenca estatistica em relacdo a raca entre o0s
grupos, e para que se pudesse conduzir uma analise comparativa das médias
dos escores entre racas, os individuos do estudo foram divididos entre brancos
e ndo-brancos. Os resultados das médias de cada escore estado descritos na

Tabela 6.
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Tabela 6: Analise comparativa dos escores entre as racas dos individuos

12 SNVs PRS
Raca Grupo L.
Média (DP) p valor
ELSA-Brasil

) (n = 629) 31,56 (9,31)
brNaénKé;)s HF <0,001

(n = 186) 37,61 (7,43)

E(Lff'ngrg)s” 34,10 (8,9)
Brancos HE < 0,001

(n = 389) 38,01 (6,82)

6 SNVs PRS
Média (DP) p valor
21,91 (8,96)

< 0,001
27,32 (6,94)
23,76 (8,65)

< 0,001
27,56 (6,49)

Apés a realizacao de teste de Mann-Whitney, foi possivel observar que a

raga ndo influencia diretamente nos escores. Assim como na analise geral, sem

distincdo de raca, tanto os individuos brancos quanto nao-brancos do grupo HF

possuiam maior média dos escores quando comparados ao grupo ELSA-Brasil

(p < 0,001), conforme Figura 14.

12 SNPs PRS

A p < 0,001 p < 0,001

Grupo

B3 ELsA
=

Nio-brancos Brancos

6 SNPs PRS

p < 0,001

p < 0,001

Nao-brancos

Raga

Brancos

Grupo
B esa
=T

Figura 14: Andlise raga-especifica da distribuicdo dos escores entre os individuos
brancos e nédo-brancos dos grupos ELSA-Brasil e HF. (A) Escore de 12 SNVs (B)

Escore de 6 SNVSs.

56




Contudo, também foi observado que no grupo ELSA-Brasil a média dos

escores foi maior para os individuos que se autodeclaravam brancos, quando

comparados aos nao brancos.

4.7 Analise comparativa entre B-coeficientes GLGC e ELSA-Brasil

Os resultados das analises de regressao linear para verificagdo dos [3-

coeficientes no grupo ELSA-Brasil e sua comparagdo com os orginalmente

descritos pelo GLGC estdo na tabela 11. Foi possivel observar que dos 12

SNVs presentes no escore principal, 0 SNV rs1564348 e a isoforma e4e4 do

APOE possuem sentidos opostos quando comparados aos originais.

Tabela 7: Comparativo dos B-coeficientes (Original GLGC e ELSA-Brasil).

SNP

rs2479409
rs629301*
rs1367117*
rs4299376*
rs1564348
rs1800562
rs3757354
rs11220462
rs8017377
rs6511720*
rs429358*

rs7412*

Gene

PCSK9
CELRS2
APOB
ABCGS8
SLC22A1
HFE
MYLIP
ST3GAL4
NYNRIN
LDLR
APOE

APOE

Alelo
Menor

- 0O 4 >» » 4 >» O O r» O O

Alelo
Comum

O 4 6 6 6 0 6 4 4 o 4 >

B-coeficiente
GLGC (mg/dL)

2.01
5.65
4.05
2.75
0.56
2.22
1.43
1.95
1.14
6.99

B-coeficiente ELSA-

Brasil (mg/dL)

0.287
5.271
3.028
2.779
-4.670
5.715
1.904
2.951
0.129

5.328
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£2€2 APOE -34.75 -25.47

€2¢3 APOE -15.45 -17.58
€2¢e4 APOE -7.72 -3.43
€3e3 APOE 0 0
€3¢e4 APOE 3.86 4.06
eded APOE 7.72 -2.50

*SNVs presentes no escore de reduzido.

4.8Resposta ao tratamento farmacoldégico dos individuos dos
grupos HF
Do total de individuos do grupo HF/M-, 226 (46,02%) apresentavam
valores de LDL-C pré e pés-tratamento farmacol6égico, com valor médio de
LDL-C com tratamento de 121 mg/dL. Da mesma forma, 89 pacientes do grupo
positivo (46,11%) apresentaram valores de LDL-C nestes dois momentos, com
média de LDL-C de 145 mg/dL ap6s o tratamento. Investigamos se a reducéo
percentual do LDL-C dependia dos valores dos PRSs, mas néo foi observada
diferenca significativa na redugao do LDL-C entre os tercis de cada escore em

ambos os grupos (Figura 15).
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Figura 15: Percentual de reducdo de LDL-C ap0s terapia hipolipemiante com estatinas
e/ou ezetimibe, de acordo com os tercis de cada escore. (A) 12 SNVs PRS (B) 6 SNVs
PRS

4.9Associacdo dos PRSs com aterosclerose pré-clinica e doenca

cardiovascular

Informacdes sobre escore de célcio estavam disponiveis em 1497

individuos do grupo ELSA-Brasil, em 81 individuos do grupo HF/M- e em 32 do
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grupo HF/M+. Escore de caélcio zero foi observado em mais de 70% dos
individuos do grupo controle, enquanto nos grupos HF esta frequéncia foi
inferior a 50%. Niveis moderados e graves de escore de célcio (>100 e >400,
respectivamente) foram detectados em 37% dos pacientes do grupo HF/M+ e

em cerca de 17% no grupo HF/M- (Figura 16).
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Figura 16: Porcentagem de individuos de cada grupo de acordo com 0s niveis de
escore de célcio

Os resultados da regresséao logistica binaria ajustada no grupo ELSA-
Brasil demonstraram que a razdo de chances (OR) de escore de célcio >100
unidades foi de 1,7 (IC 95%: 1,01 - 2,88, p = 0,04) para os individuos no quartil
mais alto do escore de 12 SNVs quando comparados ao primeiro quartil
(Tabela 8). Entretanto, ndo foi observada diferenca significativa em relagéo aos

quartis do escore de 6 SNVs (Tabela 9).
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Tabela 8: Razéo de chances de cada quartil do escore de 12 SNVs de escore de
calcio > 100 unidades nos individuos do grupo ELSA-Brasil apds ajuste para idade e

Sexo

Variaveis
Quartis OR 95% IC p-valor

1 Ref - -

2 1,45 0,85-12,48 0,2

3 1,27 0,75 -2,17 0,4

4 1,70 1,01 -2,88 0,047
Idade 1,14 1,12 -1,17 < 0,001
Sexo

Feminino Ref -

Masculino 6,00 4,03-9,13 < 0,001

OR: Odds Ratio (razéo de chances); IC: Intervalo de confianca

Tabela 9: Razéo de chances de cada quartil do escore de 6 SNVs de escore de célcio
> 100 unidades nos individuos do grupo ELSA-Brasil apds ajuste para idade e sexo

Variaveis
Quartis
1
2
3
4
Idade
Sexo
Feminino
Masculino

OR

Ref

1,32
1,51
1,48
1,14

Ref
5,96

95% IC

0,77 - 2,26
0,91-2,53
0,88 -2,51
1,12 -1,17

4,00 -9,07

p-valor

0,3
0,12
0,14
<0,001

< 0,001

OR: Odds Ratio (razao de chances); IC: Intervalo de confianca

Em relacdo a doenca cardiovascular, houve maior ocorréncia de DCV no

grupo HF/M+ do que no grupo HF/M- (28,50% e 19,35%, respectivamente, p =

0,012). Apds ajuste para sexo, idade, hipertensédo e tabagismo, os individuos

do grupo HF/M+ apresentaram OR geral de 2,64 (IC 95%: 1,66 — 4,23, p <

0,001) de ter doenca cardiovascular quando comparados aos individuos HF/M-.

No entanto, na analise estratificada entre os quartis de ambos os PRSs, néo foi

observada diferenca estatistica em

relagdo a

razdao de chances de
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manifestacdo de doenca cardiovascular (Tabelas 10 e 11). Também nédo houve

diferenca significativa na frequéncia de eventos cardiovasculares entre 0s

grupos HF nos quartis de ambos os escores (12 SNVs PRS: p= 0,61; 6 SVPs

PRS: p= 0,40).

Tabela 10: Razé&o de chances de cada quartil do escore de 12 SNVs de manifestacéo
de doenca cardiovascular nos individuos dos grupos HF apés ajuste para idade, sexo

e grupo

Variaveis
Quartis
1
2
3
4
Idade
Sexo
Feminino

Masculino

Grupo
HF/M-
HF/M+

OR

Ref

4,33
2,22
3,13
1,06

Ref
0,53

Ref
2,56

95% IC’

0,53-944
0,28-47,1
0,41-65,9
1,02-1,10

0,18-1,43

0,97 -7,00

p-valor

0,2
0,5
0,3
0,003

0,2

0,059

OR: Odds Ratio (razdo de chances); IC: Intervalo de confianca

Tabela 11: Razéo de chances de cada quartil do escore de 6 SNVs de manifestagéo
de doenca cardiovascular nos individuos dos grupos HF ap0s ajuste para idade, sexo

e grupo

Variaveis
Quartis
1
2
3
4
Idade
Sexo
Feminino

Masculino

Grupo
HF/M-
HF/M+

OR

Ref

1,58
0,92
1,97
1,06

Ref
0,48

Ref
2,61

95% IC

0,26 -13,3
0,15-7,60
0,37 -15,4
1,02-1,11

0,16 — 1,27

0,98 -7,20

p-valor

0,6
0,9
0,5
0,002

0,2

0,058

OR: Odds Ratio (razao de chances); IC: Intervalo de confianca
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5. DISCUSSAO

A HF, uma das doencas monogénicas mais comuns, apresenta-se como
um problema de salde mundial, uma vez que apenas uma pequena parcela
dos afetados possui diagnéstico, e um namero limitado destes recebe algum
tipo tratamento. A identificacdo precoce de individuos de risco permite
mudancas no estilo de vida, incluindo intervenc@o dietética e tratamento
medicamentoso, melhorando a expectativa de vida e o prognéstico destes

pacientes®.,

Em muitos casos, individuos sdo clinicamente diagnosticados com HF,
mas nao possuem variante genética causal detectada. Escores de risco vém
sendo amplamente utilizados para predizer ou estratificar o risco de certas
doencas. A presenca de polimorfismos associados que elevariam o LDL-C e a
consequente deteccdo da hipercolesterolemia poligénica, poderia explicar a
discrepancia entre a porcentagem de individuos que apresentam diagnostico

molecular e individuos que possuem apenas o diagndstico clinico®.

O presente estudo visa calcular e validar o escore de risco poligénico
reportado na literatura cientifica em pacientes com diagnéstico de HF,
comparando-os com um grupo de individuos representativos da populagéo
brasileira, pois embora o PRS tenha sido replicado em outros paises, o papel

do mesmo ainda ndo havia sido avaliado em uma populagéo latino-americana.

5.1Caracteristicas clinicas da casuistica
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Foram analisados 491 individuos com diagndstico clinico, mas sem
variante genética rara associada a HF e 193 individuos com diagnéstico clinico
e genético para HF, todos integrantes da coorte Hipercol Brasil. Também
fizeram parte da andlise 1605 individuos do ELSA-Brasil, grupo que foi

analisado como representacao da populacéo brasileira.

Os pacientes do grupo FH/M+ tiveram os valores de CT e LDL-C mais
elevados do que os do grupo FH/M-, devido a presenca de alteracdo genética
que torna a captacao de LDL-C defeituosa. Por outro lado, os niveis de HDL-C
e triglicérides estavam mais elevados no grupo que nao teve variante genética
identificada, padrdes que de fato ndo sdo caracteristicos da fisiopatologia da
HF. Os integrantes do grupo ELSA-Brasil tiveram as médias de seus exames

laboratoriais dentro dos valores de referéncia.

Como resultado do acumulo de LDL-C, proporcionalmente, mais
individuos do grupo HF/M+ tiveram ocorréncia de IAM. Entretanto, ndo houve

diferenca na frequéncia de AVC e revascularizacéo.

5.2Associacédo dos escores de risco poligénico com LDL-C

Através da analise de correlacdo de Spearman e de regressao linear nos
1605 individuos da coorte ELSA-Brasil, foi observada uma relacdo e
associagcdo mutua entre os escores e os valores de LDL-C. Entretanto, as
correlagbes e associagOes foram modestas. O coeficiente de determinacao R?
da regresséo linear mostrou que os modelos foram capazes de explicar pouco
mais de 4% da variabilidade do LDL-C. Este resultado € maior do que o

observado em pacientes de uma coorte Coreana, onde o modelo de regresséo
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explicou somente 1% de variabilidade*!. Por outro lado, na coorte britanica
onde o PRS de 12 SNVs foi validado, o modelo de regressao linear ajustado
justificou 11% da variacdo dos valores de LDL-C38, Estas disparidades entre
diferentes etnias podem demonstrar que talvez o conjunto de 12 ou 6 SNVs
isoladamente ndo seja suficiente para explicar a variabilidade do LDL-C, devido
a variedade nas frequéncias alélicas entre diferentes popula¢des. No entanto,
ndo observamos grandes diferencas nos valores de frequéncia alélica entre
nossa populacao e outras verificadas. Também é interessante notar que para a
maioria, mas nao todos, os marcadores utilizados em nosso escore, 0S
coeficientes de regressédo observados com relagcdo ao LDL sdo bem similares

aos descritos originalmente na coorte europeia (ver discussao a seguir).

E necessario também avaliar a necessidade de desenvolver PRSs mais
precisos, usando diferentes conjuntos de SNVs. Wu et al®2. desenvolveram um
PRS com 8367 SNVs que foi capaz de explicar 21% da variabilidade do LDL-C
em uma populacéo caucasiana britanica. No entanto, além do niumero de SNVs
ser muito elevado e, portanto, menos viavel de ser implantado, ao validar o
escore em individuos ndo caucasianos, o desempenho preditivo do escore
diminuiu, sugerindo que os PRSs devem ser calibrados quando aplicados a

diferentes racas.

As analises de predi¢édo dos valores de LDL-C apontam a impreciséo do
aumento do LDL-C real observado do grupo ELSA-Brasil quando comparada
ao aumento gradativo do LDL-C predito entre os decis em ambos 0s escores, 0
que corrobora com a concepcao de que uma calibracdo destes escores pode
ser necesséaria. Embora tenhamos usado os [-coeficientes originalmente
descritos, na determinagdo dos coeficientes utilizando o grupo ELSA-Brasil
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foram observadas pequenas diferencas entres os [3-coeficientes, que podem ter
consequéncias na aplicabilidade dos escores, causando inconsisténcia entre 0s

valores de LDL-C reais e preditos.

Nos grupos HF, nem os valores de LDL-C reais nem os preditos tiveram
distribuicdo correlacionada com os decis dos escores. Esta observagao
demonstra que nestes individuos ainda ha um efeito residual presente, que

deve ser investigado.

N&o observamos diferenca da distribuicdo do LDL-C entre os tercis de
ambos os escores nos individuos dos grupos HF, mas apenas na populacdo do
ELSA-Brasil. Ao contrario do presente estudo, a maioria das pesquisas que
avaliam a aplicabilidade desses escores utiliza coortes com fenétipo de HF
mais brando, com critérios de inclusdo de LDL-C em torno de 190 mg/dL ou
seguindo os critérios DLNC ou Simon Broome38:32:53, O critério de inclusdo mais
rigido do Hipercol Brasil de LDL-C >210 mg/dL pode ter limitado a associacéo
do LDL-C com o escore, ao contrario da literatura atual. Também €& importante
destacar que uma parcela dos pacientes destes grupos estava sob uso de
diferentes drogas hipolipemiantes. Além de cada individuo responder de uma
maneira aos medicamentos, € possivel que as variantes presentes nos escores
possam influenciar esta resposta, o que afeta diretamente os valores de LDL-C.
Portanto, além da necessidade de calibragdo dos escores, também pode ser
necessario analisar com mais profundidade os efeitos do uso de medicamentos

na associacéo do LDL-C com os escores.

5.3Associagado dos escores de risco poligénico com raca
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Conforme posto por Vrabilik e colegas (2020)%*, o impacto dos SNVs
associados as caracteristicas lipidicas detectados por GWAS pode diferir
significativamente em diferentes populagbes. Variantes idénticas podem ter
efeitos diferentes sobre as fracdes lipidicas e podem diferir entre diferentes
etinias, e ha pouca informacédo sobre os perfis lipidicos de popula¢cées mistas.
Entretanto, sabe-se que no Brasil a HF afeta mais pessoas pardas e negras do

que brancas®.

Através da andlise dos escores nos individuos divididos entre brancos e
nao brancos, foi observado que mesmo nesta sub-divisdo, os integrantes do
grupo HF tem escore mais alto quando comparados ao grupo ELSA-Brasil.
Esta observacdo demonstra que qualquer que seja a raca, se o individuo tem o

valor do escore mais elevado, ha mais risco deste individuo ser dislipidémico.

E importante destacar também que n&o houve grandes diferencas entre
as frequéncias alélicas dos SNVs nas diferentes populacdes pesquisadas
(significancia estatistica ndo calculada). Isto pode indicar que nenhum dos
SNVs utilizados no escore é raro na nossa populacdo ou vice-versa.
Entretanto, as frequéncias analisadas foram globais, e talvez uma sub-analise
entre as diferentes racas e etnias seja mais apropriada. Neste aspecto, por
exemplo, estudo conduzido por Gratton®® e colegas indicou que o escore de 12
SNVs teve melhor desempenho em individuos com ascendéncia branca e
negros/caribenhos do Reino Unido do que individuos asiaticos e propuseram a

hipotese da adocdo de um valor de corte decil étnico-especifico do que geral.

5.4Distribuicdo dos escores poligénicos entre 0os grupos
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Houve diferencgas significativas entre o valor dos escores entre 0s trés
grupos analisados. Foi observado que, em ambos os escores, a média do valor
do PRS foi maior no grupo HF/M-, evidenciando que os valores de LDL-C
elevados de alguns individuos podem ter causa poligénica, ao invés de
monogénica. O grupo HF/M+ teve os valores dos escores intermediarios,
sugerindo que até mesmo nos pacientes que tem alteracdo genética
patogénica ou provavelmente patogénica associada a HF identificada, o LDL-C
pode ter componente poligénico adicional. Estes achados vao ao encontro com
0 observado em pelo menos 6 paises da Europa, Canada, Coréia e lIsrael,
locais onde foram replicados os escores3®4:43, Apesar do grupo ELSA-Brasil
ter a menor média de ambos os escores dentre 0s grupos, como o ELSA-Brasil
€ uma coorte que representa a populacéo brasileira, e a frequéncia estimada
da HF no Brasil é de 1 a cada 263 individuos, espera-se que haja cerca de 6
individuos com HF nédo diagnosticados dentre os 1605 analisados, o que pode

ter elevado modestamente a média dos escores.

5.5Resposta ao tratamento farmacol6gico dos individuos dos
grupos HF
Ao investigar se a eficiéncia da terapia hipolipemiante estava associada
a diferentes niveis de ambos os PRSs, ndo observamos nenhuma correlagédo
entre a reducdo do LDL-C com o tratamento e os PRSs, independentemente da
presenca ou auséncia de variante genética patogénica ou do valor basal do
LDL-C. Entretanto, dados da literatura cientifica ndo corroboram com este
achado. Mickiewicz et al.’® mostraram que individuos com dislipidemia

poligénica tiveram melhor resposta a baixas doses de estatina do que
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individuos com dislipidemia monogénica. Isso reforca a hipotese da
necessidade de calibracdo dos escores quando aplicados a outras populagdes.
Porém, informacdes sobre tipo, dosagem e duracdo do tratamento
farmacoldgico ndo foram avaliadas no presente estudo. Além disso, a presenca
e o tipo de variante genética influenciam diretamente na redugédo do LDL-C,
uma vez que individuos sem alteracdo genética identificada tem maior resposta

as estatinas®’%8.

5.6Associacdo dos PRSs com aterosclerose pré-clinica e doenca

cardiovascular

Muitos estudos mostram que o escore CAC igual a zero indica baixo
risco de DCV, enquanto o escore de célcio >100 esta associado a um aumento
significativo na taxa de eventos mesmo em popula¢cées com HF, sendo um
bom substituto da gravidade da aterosclerose pré-clinica®®t°. No presente
estudo, mostramos que individuos da populacdo geral no 4° quartil do 12 SNVs
PRS tiveram 74% a mais de chance de ter escore de célcio >100 e,
conseqguentemente, maior chance de eventos clinicos ateroscleréticos. No
entanto, os dados de CAC nédo estavam disponiveis para todos os individuos

do grupo HF, sendo, portanto, uma limitagdo na presente andlise.

O risco de desenvolvimento de aterosclerose e de DCV é proporcional a
exposicdo prolongada a valores elevados de LDL-C e a presenca de variagao
genética patogénica, como demonstrado anteriormente por nosso grupo e
outros®-63, Como o grupo HF/M+ apresentou uma média de LDL-C mais alta e
consequente exposicdo cumulativa mais elevada, também poderiamos esperar
gue esse grupo tivesse uma frequéncia maior de DCV do que o HF/M-, como
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observado neste estudo. Trinder et. al®>® apontaram que individuos que tinham
apenas escore de risco poligénico associado a HF elevado tinham um risco
semelhante aos pacientes sem variante causadora de HF e escore poligénico
baixo, mas pacientes com HF monogénica e escore poligénico alto tinham o
maior risco de DCV prematura quando comparados a individuos que tém
apenas uma causa monogénica. Da mesma forma, outros grupos também
demonstraram maior risco de DCV em individuos com alto PRS, confirmando a
contribuicdo poligénica para os fenétipos e suas implicacdes clinicas®4%. No
entanto, ndo observamos uma associagao significativa entre PRS e maiores
chances de desenvolvimento de DCV dentro de cada grupo HF.
Provavelmente, o poder estatistico reduzido devido ao tamanho limitado da
amostra dificultou nossa capacidade de identificar um papel preditivo para o
LDL-C PRS nesse cenario clinico especifico. No entanto, um PRS especifico
para DCV, em oposi¢do ao LDL-C, poderia ser mais (til para a estratificacdo do
risco cardiovascular na HF, conforme sugerido anteriormente por outros

grupos?0.64,

5.7Aplicabilidade do Escore principal vs. Escore reduzido

O estudo publicado por Futema et al. em 2015%%, teve como objetivo
aprimorar o primeiro escore para hipercolesterolemia poligénica publicado em
201338, Os autores observaram que aumentar o nimero de SNVs do PRS de
12 para 33 n&o melhorou a capacidade discriminatoria do escore entre FH/M- e
populacdo controle. Entretanto, a remocao sequencial de SNVs com efeitos

menores e/ou frequéncia mais baixa mostrou que um PRS de 6 SNVs teve um
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desempenho tdo bom quanto o escore de 12 SNVs. Estes resultados foram
replicados em outros paises, porém todas as amostras eram provenientes de

pacientes caucasianos.

No presente estudo, os PRSs de 12 e 6 SNVs também tiveram
desempenho semelhante. Tanto na andlise de associacao do escore com LDL-
C quanto nas diferencas entre as médias entre 0s grupos, ambos 0s escores
tiveram praticamente o mesmo valor. Entretanto, o quartil mais alto do escore
de 12 SNVs mostrou associacdo significante com niveis mais elevados de
escore de calcio na populacado do ELSA-Brasil, diferente do escore de 6 SNVSs.
Para fins praticos, ndo ha grandes diferencas econdmicas entre a avaliacdo de
12 ou 6 SNVs. Desta maneira, 0 escore principal mostra-se mais efetivo na

estratificacdo de risco da populacao geral.

5.8Vantagens e LimitagOes

Este € o primeiro estudo que valida o PRS associado a
hipercolesterolemia como uma ferramenta de avaliacdo de risco em uma
populacdo latino-americana. Este trabalho possui algumas vantagens em
relacdo a outros semelhantes publicados em outros paises. A maioria destes
trabalhos sequenciou apenas o gene LDLR e parte do APOB e PCSK9 para
fins de diagndéstico molecular. Na nossa metodologia, além dos genes citados
serem sequenciados em todas as regides codificantes, nosso painel
customizado SureSelect ainda contém genes que causam doencgas raras que
muitas vezes sao confundidas com a HF, como a Sitosterolemia, associada aos

genes ABCG5 e ABCGS8 e a Doenca de Deposito de Esteres de Colesterol,
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associada ao gene LIPA, por exemplo. Além disso, o painel compreende genes
que causam HF em menor frequéncia e que sO sao sequenciados
ocasionalmente, como o LDLRAP1. A presenca destes genes implica em um
diagnostico correto, evitando casos de falsos-negativos que podem

comprometer as analises.

Entretanto, a principal desvantagem deste estudo possivelmente é a
utilizagdo de SNVs e B-coeficientes que foram derivados de estudos de GWAS
com maioria dos individuos com ancestralidade europeia e caucasiana. Esta
translacdo entre populacdes pode ser um viés, e estes marcadores genéticos
podem ndo ser os mais adequados para o calculo do PRS na populagéo
brasileira. Uma forma de superar essa limitacado seria realizar um GWAS de
individuos brasileiros, com o propésito de identificar variantes associadas ao
LDL-C frequentes nesta populacdo. Outras limitacdes destacam-se: numero
reduzido de individuos dos grupos HF com informacdo de escore de célcio;
utilizacdo de uma subamostra de participantes do estudo ELSA-Brasil e ndo de
toda a coorte; e a substituicdo da tecnologia NGS, uma vez que nem todos os
sujeitos foram sequenciados utilizando o mesmo painel. Além disso, a falta de
informacdes sobre tipo, dosagem e duracdo do tratamento farmacoldgico nos

grupos de HF também é uma limitacao do estudo.
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6. CONCLUSOES

Este € o primeiro estudo a avaliar dois PRSs associados a dislipidemia
como ferramenta de avaliacdo de risco em uma populacédo latino-americana
com HF. Nosso estudo mostrou que individuos com o fenétipo HF, mas nos
quais nenhuma variante genética causal foi identificada, tiveram uma PRS
média maior quando comparados aos grupos HF/M+ e controle. Entretanto,
ambos o0s escores ndo parecem prever niveis de LDL-C e eventos
cardiovasculares ou influenciar a resposta ao tratamento farmacologico na
populacdo de HF. No entanto, o PRS de 12 SNVs se mostrou um preditor de
risco de aterosclerose pré-clinica na populacdo geral. Estas observacdes
suportam a hipétese da necessidade de calibragcdo dos escores quando
aplicados a outras populagbes ou o uso de diferentes conjuntos de SNVSs.
Concluimos, ainda, que o escore de 12 SNVs é mais efetivo na estratificacdo

de risco da populagéo geral quando comparado ao escore de 6 SNVs.
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8. ANEXOS

ANEXO | - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE

DE SAOQ PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

. Dadosda pesquisa:

Trtulo g pesouiss : Programa Genético de Rsstresmento Ative de Hipercolesterolemia Familizr no Brasil

Pesgquissdor principsl : Prof. Jose Edusrdo Krieger
Pesguisador Executante: Dr. Alexandre da Costa Pereira
Coordenadiara: Cinthia Elim lannes Lepski

Departamento/lnstituto: Lsboratorio de Genetica & Cardiclogia Molecular - Instituto do Corsgao — Hospital das
Clinices da Faculdade de Medicing da Universidade de 530 Paulo - HCFMUSP

Die scordo com a resclucao 4562002 o seguintes conteGdos devem fazer parte das explicagbes sobre 3 pesquisa.

Il. Descrigao e objetivo da pesquisa:
Voce & conwidado a particpar de um estudo de restremmento genetico em ascata pars hipercolesterclemia
familiar. Sera efetusda colets de sangue ou salive para posterior analise do sew DMA parn verificaggo  da
presenga ou musencia de alteragio genetica comelaconads com hipercolesterolemia familiar. Qusndo o
resultsdo ficar pronto entraremos em contato com ofa) senhor|a) para entregarmos o lsudo. Caso a slerscio
seja encontrada, todos sews familisres serio convoosdos pars coleta = da mesma forma, faremos o busca da
altteracso no DMA deles.

Flubrica sujeito da pesquisa ou responsswel:
Flubrica responssvel pelo projetoc
TCLE 32 vers3o de 05,/05,2016
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. Procedimentos que serao realizados e métodos que serao empregados:

A ohtengdo de DNA do pociznte podens ser realizoda de trés formos:
Colete de sangue

- Mio & necessario estar em jejum

- Sera efetusda coleta d= B ml de sangue em tubo com EDOTA = 10 mL de sangue em tubo sem anticoagulsnte. A
coleta dewe seguir todas a5 normas de higisne & seguranga estabelecideas para este fim & sera efetuada por

profiszionais enfermeiros treinados & participantzs do projeto.
Colzto de safiva:
- Nio & necessario estar de jejum

- & coleta de 2 mi de saliva sera realizads =m tubo especifico contendo liquido estbilizador. As instrugtes de

coleta a serem reslizadas pelo padente serfo enviados juntamente com o Kit de colets.
Coleto de sangue em popel filtro:
- Nio & necessario estar de jejum

- Coleta de 4 gotas de sangue em papel filiro FTA apos perfursgso do dedo com lanceta especifica apos
esterilizac@o com aloool 70%. As instrugdes de colets a serem reslizadas pelo paciente serdo envisdos

juntamente com o Kit de colets_

IV. Riscos e beneficios esperados:

Rizcos: Risoo minima.

Beneficios ssperodos paro o participonte: realizacio de teste genstico para Hipercolesterolemioa Familiar,
ajudando assim no disgndstico = tratamento da doenca.

Rubrica sujeito da pesquiss ou responsavel:
Rubrica responsavel pelo projeto:
TCLE 32 wersio de 05/05,/2016
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V. Esclarecimentos dados pelo pesquisador sobre garantias do sujeito da pesquisa consignado

1 Estas informagies estao sendo forneddss pars sua participagac woluntaria neste estudo, gue visas

identificar pessoas com slteragdo genstica cawsadora de hipercolesterolemia familiar

2 Voce pode, & qualquer momento, fazer a retireda do consentimento, ou sefs, wooe pode desistir do
estudo em qualguer momento sem que haja qualquer prejuizo.

3 Direito de confidencialidade: pars manter sua privacidade, s=ra fornecido um numero de registro a8 sua
amostra. Dessa forma, s=u nome sers mantido no mais absoluto sigilo = nao sera divulgado em nenhum
momento da pesquise. Esses dados estarso apenas disponiveis mo coordenador do projeto.

4  Os participantes serao beneficiados por terem a3 idertificagac ou nao de uma alteragio genetica e
poderdo auxiliar & beneficiar os familizres, que muitas wezes ndo sabem gue possuem 3 coenga & esE0
sem acompanhaments medico. Encaminharemaos os individucs que apresentarem alteragies nos exsmes
coletzdos para tratamento & acompanhamento no sistema publico de sadde da sua regiso. Vioos ndo ters
nenhuma despess proveniente da participegss nesse estudo, mas tambem nEo tera nenhum ganbo
materizl

5 Os pacientes que concordarem em participar do projeto dever@o assinar o termo de consentimento livre
e esclarecido.

& Voce mssinars as duss vias do termo de consentimento livre esdareddo de igual teor & recebera por
direito uma das wiss para controle pessoal.

7 Em gqualguer =tzpa do estudo, vooE ters acesso aos profissionsis responsaveis pela pesquiss pars
esclarecimento de eventuais dividas, O prindpal investizador & o Prof. Jose Eduarde Krieger que poders
ser encontrado no enderego Sy, Dr. En&as Carvalho de Buiar, 0 44, andar AB. Telefone: 11 2661-5579. 5=
o 5r.{z) tiver alguma consideragao ou dipvida sobre 3 etica da pesquisa, entre em contato com o Comite de
Etics emn Pesguisa [CEP] — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 52 andar — tel:(11)2661-7585/ [11]2661 1548
(112661 1549 FAX: 2661-6447— E-mail: ggppesg =dmiShe fmou=m br

E E garantida 3 liberdade da retirads de consentimento = qualguer momento & deikar de particpar do
estudo, sem qualgquer prejuizo & continuidade de sew tratsmente na Instituigso;

2 Direito de confidencizfidsde — As informapdes obtidas serdc analisadas =m conjunto com outros
pacientes, ndo sendo divulgads a identificagso de nenhum paciente;

10 Direito de ser mantido stualizado sobre os resultzdos pardais das pesquisss, quando em estudos abertos,
ou de resultados que sejam do conhedments dos pesquisadores;

11 Despesss e compensagoes nao ha despesss pessosis pars o participante em qualquer fese do estudo,
incluindo exames & consultas. Tambem ndo ha compenss¢a0 financeirs relacionada 3 sus participegao. Se
ewistir qualguer despesa adicional, ala s=ra absorida pelo orgamento da pesquiss.

Rubrics sujeito da pesquiss ou responsavel:

Rubrics responsavel pelo projetoc
TCLE 32 versiio de 05,05/ 2016
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4

12 O material coletado sera processado & armazenads em banco/repositonio do InCor. O mesmo sera
utilizado para sequenciamento de DNA & identificago da presenca de mutsgso & dosagem dos niveis de
colesterdis. Apds os testes, o DNA serd mantide no banco/repasitono pars identificagtes futuras de novas
mutacoes & para futuros estudos envolvendo este ou outro projeto relacionado 3 Hipercolesterolemia
Familiar. @ material sera mantido no bancoy/repositonio durante os tres anos de vigor do Projeto, mas este

prazo podera ser maior caso o Projeto saja renovado.

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAD PAULO-HCFMUSP

Eu discuti com o Prof. Jose Eduardo Erieger ou Dra. Cinthia Elim Jannes ou as enfermeiras do programa sobre 3
minha decisso em participar messe estudo. Ficarsm claros para mim gusis s3o os propositos do estudo, os
procedimentos 3 serem realizados, seus desconfortos e riscos, s gErantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentss. Ficou claro tambem que minha participagio & isenta de despeszs & que t=nho
garantia do aceszo @ tratsmento hospitslar quando necessario. Concordo woluntariaments em participar deste
estudo & podersi retirar o mey consentimento 3 qualguer momento, antes ou durante o mesmao, sem penalidades

ou prejuizo ou perda de qualguer beneficio gue =u possa ter adguirido, ou no mew atendimento neste Servigo.,

Assinatura do padente/representante lezal Data f

Bzsinatura da testemunha Data f I

pars casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-snalfsbetos ou porisdores de deficiencia suditiva
ou wisual.

{Somante parg o responsovel do projeto)

Deeclaro gue obtive de forma aproprizda & voluntariz o Consentimento Livre & Esdarecido deste paciente ou
represantante legal para 3 participacao neste estudo.

Aszzsinatura do responsavel pelo estudo Data o f
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DADOS DE IDENTIFICACAD DO SUETO DA PESQUISA QLU RESPONSAVEL LEGAL

1. NOME:

DOCUMENTD DE IDENTIDADE M2 e DEED: Mo F o DATA NASCIMENTO: ... I -
ENDERECD [ - — L1 L6 o ——

BAIRRD: ......... L
CEF- TELEFOME: DDD |: | .......

HATUREZA .:Enu de Fu.r:nt-::-n:-_. b D e - o

DIOCURIENTD DE IDENTIDADE: SEXD: MO r O DATA NASCIMENTD: ... i i —
ENDEREQD: ......... HE.. L L
BAIRRO: ..... — CIDADE: ...

CEF: TELEFOHE: DOD | S S S S ——

DADDS SOBRE & UIsA

L.TiTULD D0 FROTOCOLD DE PESQUISA: Programa Genetico de Rastreamento Ativo de Hipercolesterolemia Familiar
o0 [Brasil

2. PESOUISATDR: Prof. Jos Eduada Krieger
NUMERD INSCRICED CAM: 1539
CARGC/ FURCAD: Diretor do Labortinic o Sandtics « Candiologia Moleculr
Pesquissdor Executante: Dr. Alexandre da Costs Pereins
NUBSERD INSCRICAD CRM: 37323
CaRG0/FUNCAD: Pesquisador executante
Pesquisador: Dra. Cinthia Elim knnes Lepsia
CARGOFUNCAD: Coordensdora
UNIDADE D0 HCFMUSP: Instituta do Caragha — Laboratirio de Genstica e Cardiologia Malecutar
3. avaUACED DO RISCO DA PESGUISA:
RISCO MiNIMD X RISCOMEDID o
RECOBAIND o RISCOMAIDR o
4.0urRacEo DA PESOUISA: 10anos

Rubrica sujeito da pesquiss ou responsavel:

Rubrica responsavel pelo projetoc
TCLE 32 versao de 05,/05/2016



ANEXO Il - PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

F _ USP - HOSPITAL DAS
F CLINICAS DA FACULDADE DE %Hﬁwn'p

: ‘:H MEDICINA DA UNIVERSIDADE
R DE SAQ PAULO - HCFMUSP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADDE D& EMENDE

Tifulo da Pasqulsa: Programa Gengllco e Rastreamenio Atvo de Hipercolesterolemla Famillar na
Populagdo Braslelra

Peaquisador: Jose Eduarmo Krisger

Area Tematica: Genatica Humana:
(Trata-s2 de pesquisa envolvenso Gandtica Humana que ndo necesslta de analse
&tica por parte da COMER;);

Yerado: 10

CAAF: O0504212.0.1001.0058

Instl‘uh;:ﬂn Proponenta: Hosplial das Clinicas da Faculdade de Medicing da USSP

Patrocinador Principal: ASSOCIACAD SAMARITAND
Hosphial das Clinleas da Faculdade de Medicina da USSP

DaDOd O PARECER

Hmeane do Parecer 3.725.942

Apresantagio do Projsto:
AprEEEMacan i3 Emenda:
Emenda referernte ao projetn i CAAE: DOSSS212 0. 1004 . D06E5.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo da ementa:incius30 005 sUbDrojetns & respectivos exacutanies:1- "Analse 0os genes STAPT,
APOE, ABCGS & ABCGS am paclentes hipercolestarolémicos com diagnostico molecular negative para o5
genes LOLR, APOE & PCSKI” - MAURICIO TERUO TADA2- “Hipercolesteniemia poligsnica; caiculo de
escore genétleo de alelos de nsco em paclenies com LOL elevado” - ISABELLA RAMOS LIMA -
CBJETIVOS DCS SUBPROJETOS SUPRACITADDS: Cijetivos Subprojetn 1:- Analksar os genes STAP e
APOE para a Investigagdo de varlantes geméticas que possam estar relacionadas & hipercolestenolemia
Tamilar e analisar o5 genes ABCGE e ABCEE como diagnéstico diferenddal para sitostenolemia;

- \erificar se a8 alteragles encontradas esid0 descritas na lteratura médica & s& possuem relagda com a
hipercolesterpiemia famillar - Investigar se paclentes hipercolkesiemiémicos com diagnostico molecular

negativo para HF possuem siosterolemia, pesgulsa Teita alraves da Imvesigagdo de varantss patogénicas
nos genes ABCGS e ABCGE.

Endeiecs: Rua Onidis P S0 Campes, 725 5% ardar

Babmra: Cerquaia Ceuai CEF: {5 05040
LWF: SP Menicipla: S&0 PALLD
Tolaborm: 110817585 Fix: |1770881-7585 E-mall: cappasg admg e fm usp b

Saping ' ow 08
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F = _USP - HOSPITAL DAS

CLINICAS DA FACULDADE DE Qmﬂ !
. ,H-D MEDICINA DA UNIVERSIDADE
i DE SAQ PAULO - HCFMUSP

Coninuegilc do Parscer: 3725 847

- Avallar a frequéncla das varlanies enconiradas airavés da comparagao o2 populagies controles
disponlvals.- VertNear gual lsofonma oo gene APCE & mals requents em pacienies Npemolesterolemicos
braslieings & cOmparar com a3 lieratura Intermacional vigenie.- Avallar 3 predigdo do efeito de vanantes
provavelments patcgénicas na estutura & fungdo de proteinas, assim como avalar 3 Consenvacan enire as
especios uTiizanto softwares oo bioinfomatica. Realzar co-segragacio famillar de vanantes provavelmente

patogenicas atraves o sequenciamentd dos famillares pela metodologla de Sanges. Objetivos subprojetn 2-

- Analsar 12 SNPs assodiados ap aumento do LOL-C e reallzar calculo de escore genetico em paclentes
COMm U Sem mutacso ass0ciada A HF, visando o diagnostico da hipercolestarolemia pollgénica- Valldar o
escore genético reportado na literatura clanifea em pacienies com diagnastico dlinko de HF previamente
genotipados, cOMParando-08 SOM UM Qrupo contrale - Investigar & comparar a aplcablildade do escone
genatico para hipercolesierclemia poligénica com 12 ou €& SNPs.- Avallar a Infusncla dos SNPs
relacionados 305 trés principals genes que causam a HF (LOUR, APDB & PCSKS) no escore gendtcn, uma
VEZ Que estes podem estar em desequilliodo de ligagao com mutagdes nao Identficadas.- Investigar a
Infl2ncla do escore de risco pollgenico em paclenies com mutagdo idenificada para HF.

&vallagio dos Riscos & Benaficlos:

Riscos & Beneficlos dos subproleios Inseridos na pressnte emenda: Mantidos quando comparados a0
prajeto arginal.

Comantarios & Conglderagias sobre 3 Peaqulsa:

I.':ENEJDEHM;.‘!:‘ES S0BRE OS5 SUBPROJETOS SUBMETIDOS NESTA EMEMDAS1 - CuamD a0 subprojeio
"Anadlise oos genes STAP1, APOE, ABCGS e ABCGE em paclentes hiperciiesiemimices com dagnisiico
mislecular negativo para os genes LOLR, APOE & POSKS®, s2ra anallsado o gene APOE em cerca e 500
pacientes ndo relacionados & gue possuem diagnésiico molecular negallvo para os genes LOLR, APOE e
PCERE. Sera Investigado 52 a5 varianies genslicas enconiradias podem estar reladionadas 3 HF. Tambsm
Eera0 andlsados o6 genss APDE, STARY, ASCGS ¢ ABCEE em cerca de 300 pacienies ndo ralacionados e
que tambem possuem diagnasico mokcuar negativo para os genes LOLR, APOS & PCSKS. 06 oifénos de
selepdo estan bem descrios, para ambos 05 Qrupos. Cuanto ao materal blolégico, o pesquisador Informa
gue Toram captadios airaves 400 programa de rastreamsnin genslico em cascata de hipercolesteniemia
famillar — Hipercol Brasll, do Laboratdro de Sendtica @ Cardiciogla Molecular do Insthso do Coragdo de S3o
Paulo.Quanto 30 seguenciamenta genético, a metodaiogla 513 detalhadaments degciia no projeto 2-
Quanta

Endmrmcn:  Fus Cheide: Pras Sa Caimpos, 705 59 andai

Babrra: Cerguaia Casat CEP: [5 405090
LWF: SP Menicipio: S0 FALLD
Telafor: 1128817585 Fa: (11700881-7585 E-mall: cipeass adrmhe i ibp bi
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r Py USP - HOSPITAL DAS

CLINICAS DA FACULDADE DE \6_2 Plubdwmu -
4 h_nh-_l_- MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAQ PAULO - HCFMUSP

Contnuegic 4o Parscer 3075 847

a0 subprojein "Hipercolesteroiemia polgénica: cliculo de escore genalico de aleios de rMsco em pacientes
com LOL elevado”, sario anallsados 500 paclentes previamenie consenidos, paricipanies do programa
Hipercol Brasil. Caso alguma alteragSo patogénica seja ldentficada, o programa realiza o rasreaments em
cascata nos famillares do Individuo com diagnostico molecular de HF. Quanto a0s SNPs selecionados,
reportados na lteratura, estio todos descrios na brochura do subprojeto Quanio 3 metodologla de analise

(05 genciipos esta adequadaments descrita.

Conslderagies sobra oa Termos 06 apresentagdo obrigataria;
TCLE subprojein “Analse dos genes STAP1, APDE, ABCGES e ABCGS em padentes hiperciiesiEmimicos

com diagnaéstico molecular negativo para o6 genes LOLR, APOB & PCSKS" adequads. TCLE subprojsto
*Hiparcolesteralemia poligénica: calcule de escore genético de alelos de risco em paclentes com LOL
glevada”™ adequada.

Conclusties ou Pandénclas o Lista de Inadequagdes:

Emenda aprovada, sem abjegles.

Conslderagtes Finals a critério do CEP:

Em conformidade com a Resolucdo CHS [ 456/12 — cabe 3o pesquisador: a) desemeoiver o projeto
conforme delneatio; ) elaborar & apresentar nelatanos parcials e final; cjapreseniar dados soliciiados pelo
CEP, a qualquer momenta; d) manier em arquive sob 5Ua guarda, por 5 ands da pesquisa, contendo fichas
Individuals 2 indos os Semals documentos recomendados pela CEF; 2) encaminhar os resuitados para
pubilzaco, com of devidos cedlios aos pesquisadores assosiados & ao pessoal téenico panticipants o
projebo; T) Jusifcar perante ao CEP Intemupgdo do projeto ou a ndo publlcagdo dos resuitados.

Ests paracsr Tl elaborado baseado Nos documenios abalor relachonabos:

Tl Diocumenta Arquivo Posiagem Altor Shuagdo
IMTOMagies Baskcas | Fo_INFORMALUES DASICAS 144322 2ozl B2
oo Projsin 0 ESpdl 1741220
TCLE / Temos 02 | TCLE_infantll_|sabella doc 25092019 | Eane Lagonagro AzaiD
Azzantimenin /! 1738258 | Santana Maninho
Jusitficativa de
Ausenda
TCLE / Temmos 02 | TCLE lsabela toc TROWZ1Y | Blane Lagonagro Aoain
Assantimenin ! 173620 | Santana Maninho

Endmswcn:  Rom e P S Campos, 2205 5 andai

Bairra: Ceiguaia Cauai CEF: 05 405090
LF: SP Menlkdpko: &0 FALLD
Telaborm. 110817535 Fae: | 110881-75485 E-mall:  Sipeass adimdhe S s p bi

S 16 o (8

89



o
b

_ USP - HOSPITAL DAS
CLINICAS DA FACULDADE DE
MEDICINA DA UNIVERSIDADE

DE SAO PAULO - HCFMUSF

Contnusglc: &o Farscer: 3725 847

QG

TUEieatva de TCLE_Eabelatoc TEIDAZ010 |Elane Lagonegio | AGERD
AUEENEA 173820 | Santana Marinho
Projetn DeGinags /| SUDprojeto_|5a0elia 900K TRIDA2010 |Elane Lagonegio | AGSRD
Brochia 173800 |Santana Marinho
Imvestigadior
Canros ORCAMENTD lsabeladocx HE0ArA]18 |Baine Lagonagrn Acafin
173722 | Santana Marninho
Canros Declaracapdemairicula_|anus. po HE0ArA]18 |Baine Lagonagrn Acafin
17:36058 | Santana Marninho
Canros CROMOGRAMA |saballa g0y HaArA]18 |Baine Lagonagrn Acafin
17:36025 | Santana Marninho
Canros carta_sud 'SABELA pdf HE0ArA]18 |Baine Lagonagrn Acafin
1736013 [ Santana Marninho
Projeto Detalhado /. | SUBPROJETO MAURICIO.doc HE0ArA]18 |Baine Lagonagrn Acafin
Brochura 173544 |Santana Marninho
Iy
TCLE / Temos 02| TGLE_MALFICID,_INFANTIL doc TRDAZ010 |Elane Lagonegio | AGERD
Azzantiments 173455 | Santana Marinho
Jusificativa de
LALSENES
TCLE / Teimos de | TCLE_MALRICIC gioc 2652019 |Blane Lagonegrn Aefin
Azzantiments 173424 | Santana Marinho
Jusificativa de
AUEENEA
Cutros DECL WATRICULA pdf TRDAZ010 |Elane Lagonegio | AGERD
173353 | Santana Marinho
T Cronograma_MALRICIC. 305 TRbA2019 |Elane Lagonegre | AGERD
173315 | Santana Marinho
T Cara_su_MALRICIO pa TRDAZ019 |Elane Lagonegre | AGERD
173254 | Santana Marinho
T REL_PARCIAL 00T TRIDA2019 |Elane Lagonegio | AGERD
173224 | Santana Marinho
Projein Delainada | |SUBPROJETO_comgida_19_07_15.000] (3022015 |Sane Lagonegre | Aeho
Brochia X OB:58:20 | Santana Martinho
Parager Amteror aprovado HIPERCOL_PB_PARECER_ | 120672018 |Bane Lagonegro Acafin
CONSUBSTANCIADD CEP &66159.pdl 171935 [ Santana Maninho
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Background and aims: Familial hypercholesterolemia (FH) is a genetic disorder characterized by high
levels of LDL-C leading to premature cardiovascular disease (CAD). Only about 40% of individuals with a
clinical diagnosis of FH have a causative genetic variant identified, and a proportion of genetically
negative cases may have a polygenic cause rather than a still unidentified monogenic cause. This work
aims to evaluate and validate the role of a polygenic risk score (PRS) associated with hypercholester-
olemia in a Brazilian FH cohort and its clinical implications.
Methods: We analyzed a previously derived PRS of 12 and 6 SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) in
684 FH individuals (491 mutation-negative [FH/M—], 193 mutation-positive [FH/M+]) and in 1605
controls. Coronary artery calcium (CAC) score was also evaluated.
Results: The PRS was independently associated with LDL-C in control individuals (p < 0.001). Within this
group, in individuals in the highest quartile of the 12 SNPs PRS, the odds ratio for CAC score >100 was 1.7
(95% CI: 1.01—-2.88, p = 0.04) after adjustment for age and sex. Subjects in the FH/M— group had the
highest mean score in both 12 and 6 SNPs PRS (38.25 and 27.82, respectively) when compared to the
other two groups (p = 2.2 x 10-16). Both scores were also higher in the FH/M+ group (36.48 and 26.26,
respectively) when compared to the control group (p < 0.001 for the two scores) but inferior to the FH/
M- group. Within FH individuals, the presence of a higher PRS score was not associated with LDL-C
levels or with CAD risk.
Conclusion: A higher PRS is associated with significantly higher levels of LDL-C and it is independently
associated with higher CAC in the Brazilian general population. A polygenic cause can explain a fraction
of FH/M— individuals but does not appear to be a modulator of the clinical phenotype among FH in-
dividuals, regardless of mutation status.

© 2022 The Authors. Published by Elsevier B.V. This is an open access article under the CC BY license

(http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

1. Introduction

It is estimated that heterozygous FH affects about 1 in 300 in-
dividuals worldwide, while the homozygous form affects around 1

Familial hypercholesterolemia (FH) is an autosomal dominant
genetic disorder characterized by high levels of low-density
cholesterol (LDL-C) leading to premature coronary heart disease.

* Corresponding author.
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in 300.000 [1,2]. A study by Harada et al. estimated that the prev-
alence of FH in the Brazilian population is around 1 in 263 in-
dividuals [3].

FH is mainly caused by genetic defects in the LDLR gene [4],
where 93% of the causative genetic variants are located. Another 5%
of causal FH genetic variants are in the APOB gene [5,6]. In addition,
2% of the genetic variants are gain-of-function variants in the PCSK9
gene, responsible for encoding the subtilisin/kexin type 9 pro-
protein convertase [4,7].

2667-0895/© 2022 The Authors. Published by Elsevier B.V. This is an open access article under the CC BY license (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).
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Despite the number of patients diagnosed with the FH pheno-
type has increased in recent years, pathogenic genetic variants are
not detected in about 60% of clinically diagnosed individuals [8].
Although this number depends on the defined inclusion criteria
and the investigated genes, it has been proposed that a proportion
of the negative cases may have a polygenic cause, rather than a still
unidentified monogenic cause [9]. In fact, the realization of the
great inter-individual heterogeneity of both the clinical presenta-
tion and prognosis of FH patients, even when carrying the same
pathogenic variant, highlights the importance of understanding
sources of residual variation in FH patients and hyperlipidemia.

It is assumed that in polygenic hypercholesterolemia, patients
who does not have an identified monogenic cause of FH present a
specific combination of common (single nucleotide variations)
SNPs that, together, elevate the LDL-c concentrations, exceeding the
diagnostic threshold. Polygenic hypercholesterolemia could
explain the disparity between the individuals who present a mo-
lecular diagnosis and individuals who have only a clinical diagnosis
without any pathogenic genetic variant identified [10].

Talmud et al. [10] proposed a polygenic risk score (PRS) of 12
SNPs derived from the weighted sum of the number of risk alleles
found in each individual. The weights used are the B-coefficients of
each risk allele reported on a lipid GWAS meta-analysis performed
by the Global Lipid Genetics Consortium (GLGC) [11]. In a com-
plementary study, the group later showed that this score could be
efficiently decreased from 12 to 6 SNPs [12,13]. Currently, the
replication of this PRS has already been carried out in at least 6
European countries, in Israel and Korea, and in all studies, the score
was significantly associated with LDL-c values [13,14]. In addition, a
recent study showed this score distribution and association with
LDL-C in three different UK ethnic groups [15].

However, most analyses with this PRS were performed on Eu-
ropean or Asian individuals. To the best of our knowledge, up to this
date, no study has shown the applicability of PRS in Latin American
populations which may have a diverse ancestry and genetic back-
grounds. In addition, although the association structure between
PRS and lipid-related phenotypes has been replicated in the general
population [16,17], its applicability in individuals with FH is less
clear. Therefore, we aim to test whether the PRS scores of 12 and 6
SNPs apply to Brazilian FH cases and what are their clinical impli-
cations. For that we have tested the association of PRS with
cholesterol levels and preclinical and clinical manifestations of
atherosclerosis in individuals that had been submitted to genetic
FH cascade screening and in a subgroup of participants of the ELSA-
Brasil study.

2. Materials and methods
2.1. Subjects

We analyzed 684 non-related adults included in the Hipercol-
Brasil, the largest FH genetic cascade screening program in Latin
America with around 5000 patients enrolled [18], conducted at the
Laboratory of Genetics and Molecular Cardiology at the Heart
Institute (InCor), University of Sao Paulo Medical School, Sao Paulo,
Brazil. The study was conducted in accordance with the Declaration
of Helsinki and was approved by the local institutional review
boards (Ethics Committee CAPPesq number 3757/12/013). All
subjects signed an informed consent form. HipercolBrasil program
inclusion criteria were LDL-C >210 mg/dL, and exclusion criteria
were triglycerides >400 mg/dL, liver failure, nephropathy, uncon-
trolled hypothyroidism, and infection by the HIV [18].

As a comparative group, we analyzed 1605 healthy adults from
the ELSA-Brasil (Brazilian Longitudinal Study of Adult Health)
study, a multicenter cohort composed of individuals aged between
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35 and 74 years old from six public research institutions in different
regions of Brazil. The main objective of the ELSA-Brasil is to
investigate the incidence, progressions, and risk factors for chronic
diseases, particularly cardiovascular diseases and diabetes [19]. For
the present analysis, we have only used participants from the ELSA-
Brasil Sao Paulo site, the same city in which HipercolBrasil has
ascertained FH cases.

2.2. Genetic sequencing

Next-generation sequencing (NGS) was performed in all
selected subjects in two different ways. Four hundred forty samples
were sequenced using an AmpliSeq panel on lon Torrent PGM
platform (Thermo Fisher) that included LDLR, APOB, PCSK9,
LDLRAP1, and LIPA genes and 10 of the 12 SNPs presented in the PRS.
The two remaining SNPs were genotyped using a TagMan assay
(Thermo Fisher) in a QuantStudio 12K Flex Real-Time PCR System.

The other 244 samples were sequenced through the SureSelect
QXT panel by Agilent Technologies, including all genes of the
AmpliSeq panel plus the ABCG5, ABCG8, APOE, and STAP1 genes and
the 12 SNPs of the PRS.

In participants where no genetic variants associated with FH
were found, MLPA (MRC-Holland) was performed to screen for the
presence of copy number variations in the LDLR gene.

Population databases GnomAD and ABraOm (Brazilian Online
Mutation Database) were used to assess the frequency of variants.
In silico predictions were also verified, using SIFT, PolyPhen-2, and
PROVEAN algorithms. HGMD and ClinVar literature databases were
consulted. Variant classification was made according to the ACMG
recommendations.

The group that had no identified causal variant was classified as
FH/M— (n = 491) and the group in which a unique pathogenic or
likely-pathogenic variant was found was classified as FH/M+
(n 193). Variants of uncertain significance (VUS) were not
considered in this study.

Control subjects were genotyped through Axiom™ Precision
Medicine Research Array (Thermo Fisher) using the GeneTitan
MultiChannel system, following manufacturer's instructions.

2.3. Polygenic risk score calculation and analysis

The polygenic risk score was performed for each FH group (FH/
M- and FH/M+) and in the control group (ELSA-Brasil). The score
was calculated with a weighted sum of the risk alleles (the allele
associated with increased LDL-C levels) where the weights used
were the fB-coefficient of each SNP reported by the GLGC [11]. In all
groups, the PRS was performed with both 12 and 6 SNPs.

For the LDL-C distribution analysis among the scores, we divided
it into tertiles. If available, baseline LDL-C was used, and for statins
and/or ezetimibe users we adjusted the LDL-C concentration
multiplying the LDL-C values by the coefficient correction 1.43, as
previously described [20]. To compare the occurrence of CVD with
the value of PRSs in each group, the scores were divided into
quartiles.

To investigate the response to pharmacological treatment ac-
cording to the PRS, we analyzed the LDL-C reduction in individuals
in the FH groups through the difference between the LDL-C value at
baseline (no treatment) and after pharmacological treatment with
statins and/or ezetimibe.

2.4. Coronary artery calcium (CAC) measurement
A CAC score was available in 1497 subjects of the control group,

81 in the FH/M— group, and 32 subjects in the FH/M+. Scans were
performed on a 64-slice multi-detector computed tomography
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(MDCT) scanner (Philips Brilliance; Philips, Netherlands), with a
standard technique for CAC scoring, including prospective acqui-
sition in mid-diastole; 120 KVp tube voltage; and variable current
based on body mass index. CAC was measured according to the
Agatston method of area-density product summation. The total
CAC score was obtained by adding the individual lesion area-
density products from all epicardial coronary arteries. This
method is both reliable and reproducible, with low interscan
variability [21].

2.5. Statistical analysis

Statistical analyses were performed using R 3.6.1. An initial
descriptive analysis was carried out in the groups. Categorical
variables are described as frequencies. To compare the difference
between those, we used the Chi-square test. For quantitative vari-
ables with non-normal distribution, median and first and third
interquartile range were calculated, and data analyzed with
Mann—Whitney U test to compare the medians. For comparison of
more than two groups, Kruskall Wallis test was used, with multiple
post-hoc test comparison.

Linear regression was used to assess the association between
LDL-C levels and polygenic scores among the groups and control
subjects. Statistical significance was considered at a p-value <0.05.

2.6. Patients and public involvement

Patients and public were not involved in the design, conduct and
concept of our study.

3. Results
3.1. Subjects characteristics

Six hundred and eighty-four individuals with a clinical diagnosis
of FH were analyzed. One hundred and ninety-three subjects were
in the FH/M+ group and 491 individuals were in the FH/M— group.
The clinical and laboratory characteristics of these subjects and the
1605 individuals in the control group are listed in Table 1. FH/
M- patients had a higher proportion of women and older in-
dividuals when compared to the other two groups (p < 0.001).
Significant differences were also observed in body mass index
(p = 0.01) and all the measured laboratory values between groups
(p < 0.001). LDL-C values without lipid-lowering treatment (base-
line) was available in 466 individuals of FH groups. Among these
individuals, the positive group had a higher frequency of pharma-
cological treatment at enrolment when compared with the in-
dividuals in the HF/M— group (p = 0.004), and there was a higher
frequency of previous MI in the FH/M+ group (p = 0.01), but no
statistical differences were observed regarding stroke and
myocardial revascularization (Table 1).

3.2. Polygenic risk score

The 12 and 6 SNPs present in the PRS and their respective weights
and frequencies are described in Table 2. As a result of simple linear
regression and Pearson correlation performed in the control group,
we observed a significant association between LDL-C and both
scores: 12 SNPs PRS: Adjusted R? = 0.044 p < 0.001 (Fig. 1) and 6
SNPs PRS: Adjusted R? = 0.046, p < 0.001 (Supplementary Figure 1).
We did not observe significant differences regarding the effect size of
the derived PRS and LDL-C among the different self-referred ancestry
in the Brazilian population in the 12 SNPs PRS. However, in the third
tertile of the 6 SNPs PRS, we observed a significant difference be-
tween White and Black groups (Supplementary Table 1).
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Once showing that the scores were associated with LDL-C in the
general Brazilian population, we verified how the scores differ
between the studied groups. The control group had the lowest
mean score in both 12 SNPs (33.10 [SD 9.13]) and 6 SNPs PRS (23.03
[SD 8.80]) when compared to the FH groups. The FH/M— group had
the highest mean in both weighted scores (12 SNPs PRS mean 38.25
[SD 7.23] and 6 SNPs PRS mean 27.82 [SD 6.87]) followed by the FH/
M-+ group (12 SNPs PRS mean 36.48 [SD 6.97] and 6 SNPs PRS mean
26.26 [SD 6.66]) (Supplementary Table 2). When compared, the
difference between all the groups was statistically significant
(p < 0.001 in both scores). Fig. 2 shows those comparisons in the 12
SNPs PRS (See Supplementary Figure 2 for results from the 6 SNPs
PRS).

As shown in Fig. 3, patients in the highest tertile of the 12 SNPs
PRS in the control group had a higher LDL-C value when compared
to the lowest tertiles (p < 0.001 in the two scores). However, this
difference was not observed in the FH groups. In both FH/M— and
FH/M+ individuals, the LDL-C value was not statistically different
between the tertiles of both scores (FH/M-: 12 SNPs PRS p = 0.68;
FH/M+: 12 SNPs PRS p = 0.55) See Supplementary Figure 3 to 6
SNPs PRS.

As a statistically significant difference was observed in terms of
ancestry between groups, we performed a sub-analysis, dividing
the individuals into whites and non-whites. Similarly, both white
and non-white individuals in the FH group had a higher mean score
when compared to the control group (Supplementary Table 3,
Supplementary Figure 4).

3.3. Response to pharmacological treatment in the FH group

Of the total individuals in the FH/M— group, 226 (46.02%) had
pre- and post-pharmacological treatment LDL-C values, with a
mean on-treatment LDL-C value of 121 mg/dL. Likewise, 89 patients
in the positive group (46.11%) had pre- and post-pharmacological
treatment LDL-C values with an average of 145 mg/dL after treat-
ment. We investigated whether the LDL-C percentage reduction
depended on the PRSs and found no significant difference in LDL-C
reduction between the tertiles of each score in both groups. (Fig. 4
for 12 SNPs PRS and Supplementary Figure 5 for 6 SNPs PRS).

3.4. Association of PRSs with clinical and preclinical atherosclerosis
and manifestations of CVD

CAC score, used as a proxy of preclinical atherosclerosis, was
first divided into four different categories: 0, 1-99, 100—400 and, >
400 units. A CAC score of zero was observed in more than 70% of the
subjects of the control group, while in the FH groups this frequency
was less than 50%. A moderate and severe level of CAC (>100 and >
400, respectively) was detected in 37% of the FH/M+ group, and in
about 17% in the FH/M — group (Supplementary Figure 6). Once CAC
distributions were non-normal and right-skewed, we performed a
binary logistic regression in the control group to determine which
quartile of both PRSs had higher risk of developing CVD, using 100
units as a cutoff. After adjustment for age and sex, the OR for having
a CAC score >100 was 1.7 (95% CI: 1.01—-2.88, p = 0.04) in the 4th
quartile of the 12 SNPs PRS when compared to the 1st quartile
(Table 3). CAC score comparison between quartiles of PRS was not
performed in the FH groups because the number of individuals
with CAC score >100 in each quartile of the groups was low.

Myocardial infarction, stroke, and myocardial revascularization
were defined as previous cardiovascular disease. CVD occurred in a
higher proportion in the FH/M+ than the FH/M— group (28.50% and
19.35%, respectively. p = 0.012). When adjusted for age, sex, hy-
pertension and smoking habit, FH/M+ subjects had an overall OR of
2.64 (95% CI: 1.66—4.23, p < 0.001) of having CVD disease when
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Table 1

Characteristics of patients included in the study.
Variables ELSA-Brasil (n = 1605) FH/M-(n = 491) FH/M+ (n = 193) p-value
Age (years) 50 (45—57) 56 (46—63) 47 (36-58) <0.001
Female sex, n (%) 868 (54.1) 336 (68.4) 116 (60.10) <0.001
Self-declared ancestry
White, n (%) 959 (59.75) 274 (55.80) 115 (59.58) 0.045
Mixed, n (%) 386 (24.05) 87(17.72) 37(19.17)
Black, n (%) 211 (13.15) 39 (7.94) 10 (5.18)
Indigenous, n (%) 19 (1.18) 7(1.43) 2(1.04)
Asian, n (%) 13 (0.81) 2(0.41) 2(1.04)
Others or nondeclared, n (%) 17 (1.06) 82 (16.70) 27 (13.99)
Medical history
Myocardial infarction, n (%) - 75 (15.27) 46 (23.83) 0.011
Stroke, n (%) - 21 (4.28) 9 (4.66) 0.988
Myocardial revascularization n (%) - 25 (5.09) 17 (8.80) 0.099
Hypertension, n (%) 515 (32.09) 216 (43.99) 55 (28.50) <0.001
Smoking habit
Current smoker, n (%) 259 (16.13) 65 (13.23) 24 (12.44) 0.002
Former smoker, n (%) 489 (30.47) 143 (29.12) 37(19.17)
Never smoke, n (%) 857 (53.40) 276 (56.21) 130 (67.36)
Laboratory values
Total Cholesterol (mg/dL) 208 (185-236) 323.5 (305—346) 3415 (318-394) <0.001
Triglycerides (mg/dL) 116 (80-164) 156 (114-210) 137.5(100.5-178.2) <0.001
HDL-C (mg/dL) 53 (46-63) 50 (42-59.25) 47 (39-55) <0.001
LDL-C without lipid-lowering therapy 127 (106—-150) 239 (223-258) 277 (244-325) <0.001
LDL-C with lipid-lowering therapy 116.5 (94—142) 142 (111-177) <0.001
Therapies at enrolment**
Lipid-lowering therapy, n (%) 343 (71.45) 158 (82.29) 0.004
Antiplatelet, n (%) 128 (26.07) 60 (31.09) 0232
Antihypertensives, n (%) 128 (26.07) 56 (29.01) 0.065
Physical examination
BMI 26.70 (24.01-29.76) 27.28 (24.28-30.85) 26.73 (23.80-30.71) 0.015
Xanthoma, n (%) 10 (2.04) 23(11.92) <0.001
Xanthelasma, n (%) 40 (8.15) 23(11.92) 0.162
Corneal arcus, n (%) 5(1.02) 5(2.59) 0.226
Dutch Lipid Clinic Network Score (DLCNS)
Definite FH, n (%) 44 (8.96) 66 (34.20) <0.001
Probable FH, n (%) 162 (32.99) 75 (38.86)
Possible FH, n (%) 255 (51.94) 39 (20.21)
Missing information, n (%) 30 (6.11) 13 (6.73)

Abbreviations: BMI — body mass index (kg/m?); FH — Familial hypercholesterolemia.
Continuous variables with abnormal distribution are expressed as median and quartiles 1 and 3 (Age, Total cholesterol, Triglycerides, HDL-cholesterol, LDL-cholesterol, and
BMI). Mann—Whitney U test was used to compare the medians between two groups and Kruskall Wallis test was used for three groups comparison.

Categorical variables (Sex, Ancestry, Medical History, Pharmacological Treatment, Smoking Habit, Xanthoma, Xanthelasma, Corneal Arcus and Dutch Lipid Clinic Network
Score) are expressed as absolute numbers and percentages. To compare the difference between those variables, we used the Chi-square test.** For lipid-lowering therapy,
statins and ezetimibe were considered. ASA (acetylsalicylic acid) and clopidogrel were considered antiplatelet drugs. ACE inhibitors, angiotensin receptor blockers, diuretics,

and alpha-blockers were considered antihypertensives.

compared to FH/M— subjects. However, there was no significant
difference in the frequency of CVD events between the FH groups in
the quartiles of both scores (12 SNPs PRS: p = 0.371; 6 SNPs PRS:
p = 0.227).

4. Discussion

In the present study we analyzed a large Brazilian FH cohort for
two LDL-C polygenic risk scores reported by Talmud et al. [10] and
observed that the subjects who have an FH phenotype but no
identified genetic variants in the FH canonical genes have a higher
mean PRS, followed by individuals who have a positive genetic
diagnosis. Thus, suggesting that hypercholesterolemia in some in-
dividuals may have a polygenic rather than a monogenic cause.
Moreover, even in the FH/M+ group, elevated LDL-C may have an
additional polygenic component, once this group also showed
significantly higher PRSs than controls. Our findings are similar to
the ones from other studies in individuals with different ancestries
[10,22]. Of notice, in our work, PRS was associated with LDL-C
concentrations in the Brazilian general population as well as
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preclinical manifestations of atherosclerosis. However, in people
with the FH phenotype no association was encountered with the
latter and with response to lipid lowering pharmacological therapy.
Our results extend these findings for a Latin American population,
as well as, for a new range of clinically related traits in FH.

Both scores showed a moderate association with LDL-C in the
control group. In this cohort, the linear regression coefficient
showed that those models were able to explain about 4% of the
overall LDL-C variability. Possibly, the allele frequency among
different ethnics groups explains why this value was lower than the
observed in a British cohort, where the regression model explained
about 11% of this variability [10], but higher than the observed in a
Korean cohort, where about 2% of LDL-C was explained by the
regression model [14]. Naturally, the major limitation of this study
is the use of SNPs identified using mainly European samples.
Gratton et al. (2022) [15] demonstrated that this PRS had better
performance in individuals with UK Black and Caribbean and White
ancestries than Asians individuals and proposed the hypothesis of
the adoption of a specific-ethnic decile cut-off value than a general
one. Likewise, as shown by Toft-Nielsen and colleagues [23], FH

95



LR. Lima, M.T. Tada, T.G.M. Oliveira et al.

Atherosclerosis Plus 49 (2022) 47—55

Table 2
List of genotyped SNPs associated with an increased LDL-c.
SNP Gene Minor Allele Common Allele GLGC weight Minor Allele Frequency 6 SNPs PRS
ELSA-Brasil (n = 1605)  FH/M+ (n=193)  FH/M-(n = 491)

152479409 PCSK9 G A 2,01 0.358 0.388 0.400

rs629301 CELRS2 G T 5.65 0.244 0.166 0.180 Yes
151367117 APOB A G 4.05 0.241 0.285 0317 Yes
rs4299376 ABCG8 G T 275 0.271 0.290 0311 Yes
rs1564348 SLC22A1 C T 0.56 0.163 0.184 0.178

151800562 HFE A G 222 0.020 0.020 0.014

153757354 MYLIP T C 143 0.246 0.280 0.224

rs11220462 ST3GAL4 A G 1.95 0.101 0.109 0.120

rs8017377 NYNRIN A G 1.14 0.348 0.399 0373

rs6511720 LDLR T G 6.99 0.134 0.111 0.058 Yes
15429358 APOE € T - 0.139 0.153 0.215 Yes
157412 APOE T C - 0.070 0.023 0.018 Yes
€2e2 APOE —-34.75 0.007 0 0.008

€2e3 APOE —15.45 0.107 0.041 0.012

2ed APOE -7.72 0.02 0.005 0.004

€363 APOE 0 0.624 0.601 0.556

€3e4 APOE 3.86 0.225 0.207 0.305

eded APOE 772 0.017 0.031 0.045

Abbreviations: SNP - Single Nucleotide Polymorphism; GLGC - Global Lipid Genetic Consortium; Minor Allele Frequency (MAF).
Risk Alleles are in bold. APOE weights were based on haplotypic effects. The weights reported by GLGC are in mg/dL.

Adj 12 = 0.044 p < 0.001

300

2004

LDL-C

1004

20
12 SNPs PRS

Fig. 1. Association between 12 SNPs PRS and LDL-C in individuals from the ELSA-Brasil group.

prevalence diverge among different ancestries, being more preva-
lent in Black and White than Asian individuals.

Additionally, it is necessary to assess the need to develop more
accurate PRSs, using different sets of SNPs. Wu and colleagues [24]
developed a PRS that explained 21% of LDL-C variability in a
Caucasian British population. Nonetheless, when validating the
score in non-Caucasian individuals, the predictive performance of
the score decreased, indicating that PRSs must be calibrated when
applied to different ancestries. Although we have used the effect
estimates originally described, we also determined the B-co-
efficients using individuals of the control group for comparison
(Supplementary Table 4). Vrablik et al. [25] showed that the impact
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of SNPs associated with lipids fractions detected by GWAS may
diverge in different populations, where the same variant can have
different effects on the phenotype. However, we did not observe
major differences in minor allele frequencies values among our
population and others (Supplementary Table 5).

We did not observe LDL-C difference between the tertiles of
both scores in individuals in the FH groups but only in the control
population. Unlike our research, most studies that assess the
applicability of these scores use cohorts with a milder FH pheno-
type, with LDL-C around 190 mg/dL or following the DLNC or Simon
Broome criteria [10,13,26]. The stricter inclusion criterion of LDL-C
>210 mg/dL may have disfavored the LDL-C association with the
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Fig. 3. Distribution of LDL-C value between tertiles of 12 SNPs PRSs in each study group.

score tertiles, in contrast to the current literature.

Mickiewicz et al. [27] showed that individuals with polygenic
dyslipidemia had a better response to low doses of statin than in-
dividuals with monogenic dyslipidemia. Furthermore, other studies
showed that the presence and type of genetic variant directly
influenced LDL-C reduction since FH/M — individuals had a greater
response to statins [28,29]. When investigating if lipid-lowering
therapy efficiency was associated with the PRSs, we did not
observe any correlation between LDL-C reduction with treatment
and PRSs regardless of the presence or absence of a genetic muta-
tion or the baseline LDL-C value.

Multiple studies have shown that CAC score of zero indicates
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low CVD risk, while CAC >100 is associated with a significant in-
crease in event rate even in populations with FH, being a good
surrogate of the severity of preclinical atherosclerosis [30,31]. In
the present study, we have shown that subjects of the general
population in the 4th quartile of the 12 SNPs PRS had a 74%
increased odds of having CAC > 100 and consequently, a greater
chance of clinical atherosclerotic events. However, CAC data were
not available for all individuals in the FH group, being thus a limi-
tation in the current analysis.

The risk of developing atherosclerosis and of having a CVD event
has also been shown to be proportional to the long-term exposure
to high LDL-C values and the presence of pathogenic genetic
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Fig. 4. Percentage of LDL-C reduction (LDL-C post treatment minus LDL-C at baseline) after lipid-lowering therapy with statins and/or ezetimibe in the FH groups according to the

tertiles of 12 SNPs PRS.

Table 3
Association between the quartiles of the 12 SNPs PRS and CAC score >100 in the
ELSA-Brasil control group after adjustment for age and sex.

Variables Quartile OR 95% CI p-value
1 Ref e -

2 145 0.85, 2.48 0.2

3 1.27 075, 2.17 0.4

4 1.70 1.01, 2.88 0.047
OR for the trend 115 0.98, 1,36 0.086
Age 1.14 112,117 <0.001
Sex

Female Ref -

Male 6.00 4.03,9.13 <0.001

Abbreviations — OR: Odds Ratio; CI: Confidence Interval.
Dependent variable: CAC score > 100. Independent variables: 12 SNPs PRS Quartiles.
Logistic regression model intercept: -10.77, p-value; <0.001.

variation, as previously shown by our group and others [32—34].
Since the FH/M+ group had a higher mean LDL-C and an expectedly
higher cumulative exposure, we could also expect that this group
would have an increased frequency of CVD than the FH/M— , as
shown in this study. Trinder et al. [26] pointed that subjects who
had only elevated FH polygenic risk score had a similar risk than
patients with no FH-causing variant and a low polygenic score, but
patients with both monogenic FH and high polygenic score had the
highest risk of premature CVD when compared to subjects who
have only a monogenic cause. Likewise, other groups also demon-
strated a higher risk of CVD in individuals with high PRS, con-
firming the polygenic contribution to the phenotypes and its
clinical implications [35,36]. However, we did not observe a sig-
nificant association between PRS and higher odds of CVD, or sub-
clinical atherosclerosis, within each FH group. Probably the reduced
statistical power due to the limited sample size hindered our ability
to identify a predictive role for LDL-C PRS in this specific clinical
scenario. Nonetheless, a PRS specific for CVD, as opposed to only
LDL-C, could be more useful for cardiovascular risk stratification in
FH as previously suggested and ascertained [35,37].

Further studies are necessary to validate PRSs in the Latin
American FH populations and to clarify why a proportion of
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patients in the FH/M— group, even having high values of LDL-C, still
do not have either a monogenic or polygenic cause identified. The
availability of numerous GWAS can allow the improvement of a
more comprehensive PRS, with greater risk stratification power and
applicability [38]. Also, some other genes may be involved in the
genetics of FH, such as APOE, STAP1 and, LIPA, but the exact
contribution of those genes remains unclear [39]. In the present
study, 35% of the subjects in the two FH groups had a complete
screening of those genes, excluding this possibility as an explana-
tion for the low yield of molecular testing in FH. On the contrary,
our results support the proposition that a significant fraction of
people with the FH phenotype are, indeed, individuals with poly-
genic hypercholesterolemia.

The main study limitations are its cross-sectional design, the
small number of individuals with the FH phenotype and CAC
scores; the use of a subsample of participants from the ELSA-Brasil
study and not the whole cohort; and the replacement in NGS
technology, once not all subjects were sequenced using the same
panel. Furthermore, the lack of information about the type, dosage,
and duration of pharmacological treatment in the FH groups is also
a limitation of the study.

We conclude that this is the first study to evaluate two PRSs
associated with dyslipidemia as a risk assessment tool in a Latin
American sample of FH individuals. Our study showed that subjects
with the FH phenotype, but in whom no causal genetic variant was
identified had a higher mean PRS when compared to FH/M+ and
control groups. In addition, despite not predicting LDL-C levels, CVD
events or atherosclerosis in the FH population, the 12 SNPs PRS has
been shown to be a risk predictor of preclinical atherosclerosis in
the general population.
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