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RESUMO

O cancer de préstata (CP) é o pior tipo de cancer em homens com mais de 60 anos devido ao
numero crescente de pacientes diagnosticados e levados a 6bito pela doenca. Acredita-se que,
independentemente da existéncia de um histérico familiar como um fator de risco para o
desenvolvimento da doenca, a incidéncia do cancer de préstata esporadico também é muito
alta. Apesar de ser uma doenca relativamente comum, a maior parte dos genes associados
atualmente com a doenca apresentam resultados controversos e ainda ndo foi possivel
encontrar um marcador molecular capaz de prever as chances do aparecimento da doenca. Altos
niveis do segundo mensageiro AMP ciclico e a associacao entre GMP ciclico com diversos tipos
de canceres, incluindo o cancer de prdstata, ja foram bem estabelecidas. Devido a esse fato, foi
criada a hipdtese de que o principal alvo do AMP ciclico na prdstata (a subunidade regulatdria do
tipo 1a da proteina quinase A) e os responsdveis por hidrolisar esses segundos mensageiros no
meio intracelular (as fosfodiesterases), também possam estar envolvidos no processo de
tumorigénese. O objetivo principal deste trabalho foi caracterizar a variabilidade genética
existente na principal subunidade regulatdria da Proteina Quinase A (PRKAR1A) e os genes das
fosfodiesterases (PDEs). Para isso foram utilizadas 16 amostras de origem de tecido somatico
(tecido prostdatico carcinogénico) para a analise completa de todos estes genes através da
plataforma SOLID. Todas os polimorfismos encontrados por SOLID foram comparados com a
base de dados do projeto 1000 Genome para garantir que mutacdes raras também fossem
incluidas na analise. Nesta analise foram encontrados 19 polimorfismos PDEs com significancia
estatistica (p<0,05) e 17 possiveis muta¢des ndo descritas anteriormente. No entanto, todas as
variantes encontradas para os genes PRKARIA e PDE5SA nesses 16 pacientes, também foram
testadas em outras 32 amostras de CP de origem de tecido somdtico através da técnica de
sequenciamento do tipo Sanger. Nessa analise foi possivel encontrar duas alteracdes genéticas
no gene PDE5A com probabilidade de estarem associadas a doenca [p=0,034 OR-16,1 (95% ClI,
1,44-179); p=0,052 OR-0,51 (95% Cl, 0,26-0,99)]. Foi possivel concluir que o gene PDE5A pode
estar associado com o desenvolvimento do CP, e que, através das analises obtidas pelo SOLID 4,
existem desarranjos genéticos em varios dos genes das PDEs que podem estar relacionados ao
surgimento do cancer de préstata.

Palavras chaves: cAMP; cGMP; Fosfodiesterases; RDEBKAR1A;



ABSTRACT

Prostate cancer is the worst type of cancer in aven 60 years due to the increasing number of
patients diagnosed and its mortality. It is belegvbat, regardless of the existence of a family
history as the major risk factor for developing tisease, the incidence of sporadic prostate
cancer is also very high. Despite of being a neddyicommon disease, most of the genes that are
currently associated with it have shown controwaregsults. Furthermore, it has not yet been
possible to find a molecular marker able to prettietchances of disease onset. High levels of the
second messenger cyclic AMP and cyclic GMP wasadireassociated with various types of
cancers, including prostate cancer. Due to thig fawas created the hypothesis that the primary
target of cyclic AMP in the prostate (the type regulatory subunit of protein kinase A) and those
responsible for these hydrolyze the intracellunosid messengers (the PDE family), may also be
involved in tumorigenesis. The main objective oistthesis was to characterize the genetic
variability of the main regulatory subunit of pristekinase A PRKAR1A and genes of
phosphodiesterases (PDEs). For that, 16 samplesmétic tissue (prostate tissue carcinogen)
were used through SOLID platform to analyze themgeg. All polymorphisms found by SOLID
were compared with the database of the 1000 Geiroject to ensure that rare mutations were
also included in the analysis. This analysis fo@Adpolymorphisms with statistical significance
(p <0.05) in the PDEs and 17 possible mutationspnetiously described. However, all variants
of the genes found tBRKAR1AandPDESAwere also tested on other 32 samples with somatic
prostate cancer tissue using the technique of $aeggiencing. In this analysis it was possible to
find two genetic alterations in the geRBESAlikely to be associated with the disease [p = 0.034
OR-16, 1 (95% ClI, 1.44 to 179), p0052 OR-0, 51 (95% CI 0.26-0.99)]. It was conchlideat

the genePDES5A may be associated with the development of CP,thadthrough the analysis
obtained by SOLID 4, there are genetic disorderseveral genes of PDEs that can be related to

the onset of prostate cancer.

Key words: CAMP, cGMP; Phosphodiesterases; PDESRAR1A,
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1. INTRODUCAO

1.1 O CANCER DE PROSTATA

O cancer de prostata (CP) € um adenocarcinomafatoiial que se origina nas
células glandulares secretoras do liquido que cengp8émen ou nas células do lumen. O
grau de agressividade do CP é muito variavel. Agipos podem progredir para invasivo,
potencialmente letal, enquanto outros permanecé&mtés pelo resto da vida do individuo
(Drudge-Coates e Turner, 2012). O surgimento de&teer pode estar relacionado tanto a
guestdes ambientais quanto genéticas, sendo qaetarésticas relacionadas a alimentacao,
guestdes hormonais, estilo de vida e ao propriocanbiente interno aparentam aumentar as
chances de predisposicédo (Hamid, Umdtaal, 2011; Ligibel, 2012; Niclis, Diaz Mdelt al,
2012; Stasiewicz, Staroslawsktal, 2012). E interessante notar que apenas um qdasto

casos ocorre em pessoas com menos de 60 anod,(Nghadhanet al, 2012).

Esta neoplasia € muito comum entre homens nosdsstagidos, sendo que dentre os
canceres, € a terceira maior causa de morte emtreéduos de 60 a 79 anos e a segunda
maior causa em individuos acima de 80 anos (Siddaishadhamet al, 2012). As
estimativas de novos casos de CP tem gradativaraementado a cada ano. Nos Estados
Unidos Foi constatado um aumento de 49.460 novesscasperados entre os anos de 2009
até 2012 (Jemal, Sieget al, 2009; Siegel, Naishadhagh al, 2012) (Figura 1). No Brasil a
situacdo ndo € muito diferente, para o ano de 20i2mero esperado de novos casos era de
60.180 (Inca, 2007; 2011).

Os principais sinais da doenca podem incluir simi®eomo a dificuldade em iniciar e
manter um jato continuo de urina, sangue na usat@,de ejacular ou urinar doloroso e
disfuncéo erétil e sexual. Entretanto, uma grandmma dos casos ndo apresentam sintomas
(Miller, Hafez et al, 2003). Deve-se lembrar que ndo existem formapadker prever o
aparecimento do CP, jA que o0s Unicos fatores dm rigualmente estabelecidos séo:
descendéncia Afro-Americana, idade avancada eriogtdéamiliar (Walsh, 2011). Além
desses fatores de risco genéticos, alguns estudesesn que o alto consumo de laticinios,
carne vermelha, gordura saturada, fumo e doencasalsgente transmissiveis também
possam ser fatores para contribuir com o desemaehvio desse cancer (Huncharek, Haddock
et al, 2010; Walsh, 2011).
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Figura 1 — Namero estimado de novos casos pareo€RBnos de 2009 a 2012 nos Estados Unidos.
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Nota: Entre os anos de 2009 até 2012 houve umigresto no nimero esperado de novos casos de

49.460, sendo que as expectativas para este @timdoi de 241.740 novos casos.
Fonte: InformagBes adquiridas de artigos (Jemagedet al, 2009; Jemal, Sieget al, 2010; Siegel, Wardt
al., 2011; Siegel, Naishadhash al, 2012)

Devido a essa dificuldade de prever o aparecimdat€P, ainda hoje, o seu principal
método de deteccdo laboratorial se limita nos sisahguineos de antigeno prostatico especifico
(PSA), que apesar de ser a técnica mais utilizadssui grandes limitagdes. Um estudo que
acompanhou 2.950 homens, de 62 a 91 anos, inserntosm teste de prevencédo do cancro da
prostata, relatou que 26,9% dos homens com nieel3SAA entre 3,1 e 4,0 ng/mL (niveis normais
para individuos com menos de 50 anos) tiveram cateerostata. Além disso, 17% dos homens
com niveis de PSA entre 1,1 e 2,0 ng/mL (considerammal para individuos com menos de 40
anos) também tiveram a doenca (Thompson, Patibdr 2004). Ainda mais, nos Estados Unidos,
75% dos homens que passam pelo processo de bitgysitp aos niveis de PSA entre o intervalo
de 4,0 a 10,0 ng/mL (valor considerado acima donabipara individuos abaixo de 60 anos)

demonstraram ndo possuir a doenga (Barry, 2001).

1.2 ATUAIS FORMAS DE DIAGNOSTICO

Apos o fator idade e etnia, o0 maior fator de rigpmlemioldgico para CP € o histérico
familiar positivo (Alberti, 2010). Clinicamente, ses cancer foi definido em trés diferentes
formas epidemiolégicas: esporadico (de ocorrénk@at@ia na populacdo); familial (com

agrupamento aleat6rio de cancer na familia); editére (forte agrupamento e inicio de
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desenvolvimento precoce em familias) (Sacco, Pr@wbetti et al, 2005). Os tipos
Hereditario e Familial geralmente séo identificadoses dos 55 anos e apesar de algumas
subvariedades estarem normalmente associadas aaion mivel de agressividade, ndo se
pode dizer que estes tipos possuem um pior pragoddd que o do esporadico (Ferris-I-
Tortajada, Garcia-I-Casteket al, 2011). Além da idade e ocorréncia, ndo é possivel
identificar outras caracteristicadinicas que poderiam auxiliar na identificacdo sdss

diferentes formas epidemiolégicas (Alberti, 2010).

Para que a classificacdo clinica seja do tipo fah®l necessario ter o diagndstico de
dois ou mais casos em parentes de primeiro ou deggmau. Através de estudos
epidemioldgicos, foi documentado que individuoqugi ou um irmao € afetado possuem
um risco de desenvolvimento de CP antes da idadsa®aumentado em duas a trés vezes
(Alberti, 2010). Além disso, esta chance aumentad®do com o numero de individuos
afetados. Na existéncia de dois membros afetadosco relativo € cinco vezes maior e
guando existem trés parentes, o risco sobe pavaZes (Ferris-I-Tortajada, Garcia-I-Castell
et al, 2011).

Para que seja classificado como do tipo hereditatiste um critério mais rigoroso a
ser atendido: (a) possuir trés ou mais parentgwideiro grau afetados; (b) pelo menos trés
casos em parentes de primeiro ou segundo graudesasdo a transmissdo ligada ao
cromossomo X; e (c) dois parentes de primeiro gif@tados antes dos 55 anos de idade
(Ferris-I-Tortajada, Garcia-I-Castelt al, 2011). Levando-se em consideracao o fato de que o
cancer de prostata é uma doenca exclusivamentaulimascquando em doencas ligadas ao
cromossomo X, a classificagdo do tipo hereditdddepser subestimada por ndo ocorrer nas
maes que transmitirdo aos seus filhos. Os casadogya polimorfismos de baixa penetrancia
ou com influéncia de condi¢cdes ambientais, compégtipos esporadicos e familial (Alberti,
2010; Ferris-I-Tortajada, Garcia-I-Castedlal, 2011).

No entanto, a classificacdo esporddica dessa doéngamais ampla. Além de
considerar casos sem o histérico familiar, tambéntigo mais associado a efeitos ambientais
e com mutacdes do tipo somaticas. Acredita-se qua p cancer esporadico exista a
interferéncia de varios genes distintos, sendocqde alteracdo genética associada a doenca,
em média, poderia aumentar os riscos em 1,1 aVEp&s. Desta forma, um conjunto de
guatro ou cinco alteracdées em um unico individudep@ ser responsavel por aumentar as

chances de aparecimento da doenga em até cince (Adberti, 2010).
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1.3 TECNICAS DE ABORDAGEM

Acredita-se que nao existe um Unico gene respohpaévedesenvolver esse cancer,
principalmente nos tipos esporadicos e familiaasjra como ndo é imaginado a existéncia de
apenas um unico tipo de CP, mas sim varios. Eggraesie poderia esclarecer a dificuldade
encontrada nos dias atuais de identificar os difesegenes responsaveis, ja que a maior parte
das analises realizadas teriam como amostras miésresubtipos da doenca. Mesmo o0s
estudos utilizanddsenome-Wide AssociatioqfGWAS) foram ineficazes para encontrar os
genes responsaveis pela herdabilidade da doengang\pesquisadores acreditam que talvez
a incapacidade de encontrar os polimorfismos alesgonsaveis seja devido ao fato de que é
improvavel que, um dia, essa técnica seja capaabdedar todos os polimorfismos de
nucleotideos unicos (SNPs) comuns (Gibson, 201@yo® acreditam que talvez varios SNPs
em conjunto, e de pouca relevancia, sejam respeiss@elo desenvolvimento de doencas
herdadas (Womack, Jamrg al, 2012), o que também seria muito dificil de deteepenas
por GWAS ja que estes SNPs poderiam ainda nao tsigms descobertos (Gibson, 2010).
Por mais que algumas das doencas ja tenham sidalpsnte explicadas pela técnica, elas
ainda estdo limitadas a uma porgédo dos individdesdos e ndo € possivel estimar as

chances para os que ainda nao foram (Gibson, 2010).

A falta de abrangéncia encontrada na técnica GWAgRiimente suplementada pela

técnica de Sequenciamento de ultima geracdo (NGBgtksNext-Generation Sequencing
tanto quando analisados através de sequenciamentgembma completo ou de exoma
completo (sequenciamento do genoma inteiro ou apdoa éxons respectivamente) (Ng e
Kirkness, 2010). Nos dias atuais existem iniUmeigisraas para realizar o NGS e o constante
crescimento desses faz com que ocorra uma redugcudtos da técnica e, dessa forma,
facilitando a identificagcdo das doencas de uma domuito mais abrangente e que, sem
davida, revolucionara o aconselhamento genéticdef@®l e Lee, 2012; Yu, Wet al, 2012).
No entanto, devido ao montante de dados geradoegses sequenciamentos, as condicbes
atuais de analises estatisticas esaféwaresdisponiveis, ndo estdo preparados para utilizar
esses algoritmos que permitam analisar 0 genoma aomtodo, mas apenas algumas regioes
individualmente. Esse impedimento nos for¢ca a éstovias metabdlicas ou familias de

genes na tentativa de esclarecer melhor a doenca.
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Ainda hoje ndo foi possivel encontrar mutacdes aiaugesponsaveis pelo
desenvolvimento do CP, acredita-se que estudos@nitos podem se tornar essenciais para
se descobrir novos marcadores tumorais. A ideatifio de biomarcadores e a expresséo
genética em diferentes estados do cancer, quamdpatados com tecidos normais, podem
desvendar ndo so a etiologia molecular da doengs também novos métodos para deteccéo,
reduzindo assim, resultados falsos positivos edmdpdesnecessarias (Leman e Getzenberg,
2009).

1.4 GENES CANDIDATOS

A histéria da genética relativa ao cancer de prastapesar de todos os esforgos
dedicados por varios grupos e pesquisadores,dsatados bastante insatisfatorios pelo fato
de que a maior parte das analises obtidas até centonsdo contraditorias. Atualmente ja
foram identificados cerca de 140 genes com mutagdesconferem uma vantagem seletiva
de crescimento para a célula tumorkiver mutation$, considerados como condutores pelo
desenvolvimento de canceresiydr gene} (Vogelstein, Papadopoules$ al, 2013) . Porém,
para o CP, ainda ndo esta estabelecido quais sawtagdes condutoras e quais sdo as
mutacfes pré-neoplasicas que nao exercem efeitetogdiou indiretos sobre a doenca
(passengemutationy. No entanto, alguns autores estdo tentado idsartiesses possiveis
genescondutores para o CP através de estudos biblioggaiom a comparacédo de todos os
resultados ja obtidos até o momento sobre a doEhgakel e Wang, 2012; Vogelstein,

Papadopoulost al, 2013).

No entanto, a cada ano que passa varios, Hogbs novos genes sao associados com
o0 desenvolvimento do CP (Smith, Frege al, 1996; Berthon, Valeret al, 1998; Gibbs,
Chakrabatrtiet al, 1999; Gudmundsson, Sulesh al, 2008; Yeager, Chatterjext al, 2009;
Takata, Akamatset al, 2010; Haiman, Cheat al, 2011; Kote-Jarai, Olamet al, 2011).
Uma regido bastante analisada por estudos de GWABas técnicas , por ser possivelmente
associada a doenca, foi a regido 17q, mais esmoiéinte 17924.3 (Gudmundsson, Suém
al.,, 2007; Eeles, Kote-Jarat al, 2008; Sun, Purcekt al, 2008; Eeles, Kote-Jarat al,
2009;Penney, Salinaat al, 2009).
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Um dos genes presentes facus 17¢g24.3 cromossdmico é o gemRKARILA
(Bertherat, Groussiet al, 2003). Este gene expressa uma proteina que rest@amente
ligada ao funcionamento dos genes responsaveisppadizicdo das fosfodiesterases (PDES)
(Horvath, Boikoset al, 2006; Horvath, Giatzakist al, 2008; Linglart, Fryssirat al, 2012).
Juntos, eles trabalham na modulacdo dos niveisddeoaina 3',5-monofosfato ciclico
(cAMP) na célula (Stratakis, 2012). InUmeros trAbal mostram a importancia da via
metabdlica da qual este segundo mensageiro fag partseu envolvimento com neoplasias
(Bimpaki, Nesterovat al, 2009; Almeida e Stratakis, 2011; Almeida, Azevetal, 2012) e

demostra-se importante para o desenvolvimento d(s@Rvar, Sandbergt al, 2013).

1.4.1PRKAR1A

O genePRKAR1Aé o responsavel por codificar a principal subuedaegulatéria da
proteina quinase dependente de cAMP (PKAQ,RfLie é a principal mediadora da sinalizacdo de
cAMP em mamiferos (Jia, Torgj al, 2004; Chen, Gintgt al, 2005; Dodge-Kafka, Soughayer
et al, 2005). As moléculas de cAMP sdo segundos mensaggue se ligam as subunidades
regulatérias da PKA, ocorrendo assim uma alterag@formacional reversivel, levando a
liberacdo das subunidades cataliticas responsfedis fosforilacdo de diversas proteinas e

consequentemente pela transmissdo da sinalizagdkg(d, Skalheget al, 1997).

Sabe-se que o tecido que compde a prostata é atesensivel aos niveis de CAMP
(Faucz, Horvathet al, 2011), e diversos estudos ja demonstram os sf@itsitivos na
inibicdo da proteina PKA (Wang, Joretsal, 2006; Chung, Furihatet al, 2009; Desiniotis,
Schaferet al., 2010). Assim, quaisquer alteracdes na sequéreclNA do gendPRKAR1A
gue possanmterferir na formacéo da proteina poderiam sgraesaveis por um aumento da
atividade do complexo proteico PKA. Essa desestalgiio da homeostase pode levar a perda
do controle do ciclo celular, devido a um aumento mvel de sinalizacdo por cAMP
(Stratakis e Kirschner, 1998; Stratakis, Kirscheieal, 2001; Bourdeau e Stratakis, 2002), e
esse gene pode se tornar um grande alvo de estudsstar localizado na proximidade do
locus 17q22-24, posicdo a qual ja foi fortemente asslacea doenca. Até o0 momento, ndo

existem publicagc6es que relacionam alteracdesigaaé@ntrd®’RKAR1Ae o CP.
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1.4.2PDEs

Considerando o fato de que o CAMP estaria diretéenetacionado a progresséao da
doenca em estudo, seria imprescindivel aceitanguesponsaveis pela hidrdlise e o controle
da sua quantidade também estariam envolvidos. Admas da familia das PDEs,
inicialmente descobertas no inicio da década deO 1@utcher e Sutherland, 1962),
conseguem, por quebra da ligacdo fosfodiésterolisdr as moléculas cAMP e cGMP

(guanosina ciclica 3',5’-monofosfato) para 5’AMB’'&MP respectivamente (Figura 2).

A familia das fosfodiesterases € composta por ddniimas que séo codificadas por 21
genes, que expressam mais de 100 mRNAs devgidi@ngsalternativos e regides promotoras
diferentes (Bender e Beavo, 2006; Lugnier, 200@nde que muitas dessas isoformas

desempenham func¢Bes especificas em diferentessdéidravis e Lugnier, 2010) (Tabela 1).

As 21 diferentes tipos de PDE sé&o classificadasSeoategorias, baseadas na sua
capacidade e seletividade de hidrolisar cAMP ou BGHigura 3). Dessa forma, por sua
seletividade e atuacao especifica, sdo respongamet®ntrolar a quantidade desses segundos
mensageiros em diferentes 6rgdos, e assim, tambéranao os niveis intracelulares de
calcio, a proliferacdo celular, a capacidade destracdo, controlando inflamacdes atraves de

diferentes vias (Figura 2) (Francis e Corbin, 1999)

De forma geral, as fosfodiesterases possuem astsufuoteicas bastante parecidas.
Essas proteinas podem ser divididas em 3 pringizatss: regido (N) amino-terminal; regiao
do sitio catalitico; e Regido (C) carboxi-termidd regido N-Tterminal, dependendo de cada
PDE, geralmente encontram-se sitios de fosforilag@sponsaveis pela atividade da
proteina), dominios regulatérios, sitios de ligagdios de associacdo de membranamefs
de dimerizacdo. Na regido do sitio catalitico etreese um dominio de ligacdo de metais (Zn
e Mg), o qual é essencial para o funcionamentnaisacdo da enzima, denominad®
domain (Aravind e Koonin, 1998) e o sitio catalitico. Rdtimo, a regido C-terminal é
passivel de fosforilacéo (Baillie, Mackenaieal, 2000) ou isoprenilacdo (Anant, Oapal,

1992) pelas MAPKNlitogen-activated protein kinas@eravis e Lugnier, 2010) (Figura 4).



Figura 2 - A sinalizacéo intracelular mediada p&k® ou cGMP

Nota: Esta sinalizacdo nédo é apenas controladgpadaicdo dos nucleotideos ciclicos em resposta a

estimulos extracelulares, mas também pela hidrdlegiada por PDE destes nucleotideos ciclicos.

Fonte: o autor.
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Tabela 1 - Diferenciacdo das PDEs.

Numero di Isoforma: Total Tamanhi

Familia do Expresséo tecido Localizacao
Geng especific Gene RNAs  Codificadoras de  Médio de Cromossémic
Transcrito _de Proteine ___Exons AA
Cérebro, miscu PDE1A 12 8 40 53C 2q32.:
liso, coracac
PDE1 pulmao, testiculo, L= B 2 2 L7 230 12q13
prostata, linfacito! ppp e 19 6 48 580  7pl5.1-pla.c
macrofagos
Cérebrc
suprarrena
PDE2 coracdo, figado, PDE2A 11 8 69 850 11g13.1-q14.1
plaquetas, células
endoteliais
Coracdo, miscu PDE3A 1 1 16 1141 12plz
liso, adipdcitos
plaquetas,
PDE3 hepatdcitos, rim,
células do sistems PDE3B 2 2 17 731 11p152
imunologico
prostata
PDE4A 7 7 28 700 19p13.2
i PDE4B 11 8 45 600 1p31
PDE4 Ubiquo
PDE4C 4 4 23 630 19p13.11
PDE4D 8 8 27 580 5q12
Misculo liso
plaquetas, cerebel
PDE5 pulmao, rim, PDE5A 5 5 29 800 4q27
coracéo, prostata
PDEGA 1 1 22 860 5031.2-q34
Fotorreceptores da
PDE6 retina PDE6B 12 8 47 500 4p16.3
PDE6C 2 1 25 858 10924
Musculc PDE7A 3 3 16 45( 8q13
esquelético, céluli
PDE7 do sistem
imunolégico,0 PDE7B 3 3 17 400 6023-024
cérebro, coraca
testiculos, préstate
Testiculos, ovéaric PDE8A 5 3 49 80C 15025.:
figado, coraca
PDES célon, cérebro, PDESB 5 5 23 840 5q14.1
glandula tireoide
pDEg  COrEPro.fins,bac popq, og 13 62 500 21q22.3
prostata
PDE10 Cérebro, testiculos PDE10A 4 4 28 780 60926
tireoide coraca
Prostata, testiculos
PDE11 tiroide, suprarrenal PDE11A 16 10 74 500 2031.3

figado

Nota: Principais localizagdes encontradas em relag&cido especifico. Classificagdo por familsauas
respectivas isoenzimas; identificadas por tamanfimero de RNAs mensageiros, nimero de éxons, tantnh
amino acidos (AA) e localizagao.

Fonte: o autor.
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Figura 3 - Seletividade daliferentes PDEs.

PDE4A
PDE4B

PDE4C

PDE4D PDESA
PDE7A PDEGA
PDE7B PDEIC PDEIA PDEGB
PDESA PDE3A PDE2A PDE1B PDE6GC
PDESB PDE3B PDE11A PDE1I0A PDE9A
cAMP cAMP>cGMP cAMP=cGMP cAMP<cGMP cGMP

Nota: Separacdo em 5 diferentes classes das 2&rd#e PDESs relacionadas a sua seletividade egiceta

hidrélise de cAMP e cGMP.

Fonte: o autor.

Figura 4 - Estrutura geral das fosfodiesterases.

N-Terminal Sitio Catalitico C-Terminal

Associacdo de Membrana Sitios de ligacdo de Zn & Mg MAPK

e Sitio Catalitico

? Sitios de Fosforilagdo

Nota: Divisdo basica utilizada como padrao parasas PDEs, sendo que dentro dessa divisdo apenas a

regides N-terminal e C-terminal variam de acordm cada PDE.

Fonte: o autor.

Até o0 momento, varias dessas 11 isoenzimas ja faesuoritas com algum tipo de
relacdo com canceres ou processos relacionadosrdimle do crescimento, migracdo ou
adeséao celular. Mas, devido ao tamanho da famaili@mla nos dias atuais ndo se encontram
trabalhos capazes de relacionar as variacfes gamétio comportamento das proteinas como
um todo em diferentes tipos de canceres. Além gd&sexistem estudos isolados com alguns
desses genes. Nao obstante o fato de que quase asd@DEs sdo expressas na prostata

(Tabela 2), apenas as PDEs 4, 5 e 11 foram estsidadamaior interesse nesse tecido.
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Tabela 2 - Expresséo das PDEs na prostata.

PDEs Bexiga Préstata Uretra Corpos Cavernosos
1 + 1A, 1B, 1C + 1A, 1B, 1C
2 + 2A + 2A
3 + 3A 3A 3A
4 + 4A,B,C, D + 4A,B,C, D
5 5A1, 2,3 5A1, 2,3 + 5A1, 2,3
6 ? 6A, 6B, 6C ? ?

7 ? TA ? 7A
8 ? 8A ? 8A
9 + +++ ? +
10 ? 10A ? 10A
11 - o ? ?

Nota: Tabela referente a expressao de todas as &{pEsssas na prostata. + Todas as isoformas péeseas/

+++ Todas as isoformas sdo muito expressas/ ? §dwalesconhecida.

Fonte: Tabela retirada do artigo de M.A. WHEELER h@&ler, Ayyagariet al, 2005) e adaptada e
complementada por informacgdes de outros artigos\8tshireet al, 2004; Lukk, Kapushesksgt al, 2010).

1.4.2.1 PDE1

Essa subfamilia se diferencia das demais pelaegugacao por Cd/Calmodulina (CaM),

sendo que esse ion estimula a sua capacidaderdéseidFigura 5A) (Sonnenburg, Segdral,
1995; Yan, Zhaet al, 1996). A PDE1A é conhecida por agir em resposés@es ou estimulos
hormonais em células de mdusculo liso vascular ebéam esta associada ao controle da
proliferacdo, migracdo, apoptose e a producao ateipas da matriz extracelular. No citoplasma
do musculo liso esta associada com o marcadoramtihtcalponina, enquanto no ndcleo esta

associada a um marcador de crescimento Ki-67 (Nagelwaet al, 2006).
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A segunda isoenzima da familia, a PDE1B, ao caotdas suas isoformas, aparenta
estar mais envolvida com fatores do sistema imefecionados a doencas alérgicas pela
regulacéo de IL-13 (Kanda e Watanabe, 2001) assimocdnfluenciando a capacidade de
locomocgéo e aprendizagem através da atuacdo emsistervoso central (Reed, Repaske
al., 2002).

A PDEI1C, assim como a PDE1A, demonstrou ser fundwhena regulacdo da
proliferacdo de células lisas, uma vez que a symessdo é ausente em musculo liso
guiescente. No entanto, a sua expressdo encontmansentada a durante a proliferacdo de
musculo liso em cultura e em células isoladas #rp#e lesbes ateroscleroticas (Rybalkin,
Rybalkinaet al, 2002; Schermuly, Pullamsegt al, 2007; Jeon, Jonet al, 2010).

Apesar de parecer se relacionar especificamentecedas partes do corpo e fungoes,
o envolvimento da PDE1A com o cancer ja foi descht utilizacdo de inibidores dessa PDE
demostraram um efeito positivo no combate ao caegrele do tipo melanoma (Abusnina,
Keraviset al, 2011). Estudos sobre o gene desta proteina mospua ele aparenta ser um
possivel candidato para estudos relacionados &ornteato de cancer cervical, ja que por sua

vez é capaz de inibir o crescimento celular e irapoptose (Zhang, Bat al, 2012).

N&o existem artigos especificos relacionados as1P8d#n CP e, no entanto, é
possivel encontrar um indicio da relacdo da PDE1RD&E1IC com o cancer de prostata
através de estudos de microarranjo disponiveis awcd de dados do ArrayExpress
(www.ebi.ac.uk/arrayexpress) (Institute, 2013) sdmero de acesso E-MEXP-1243 (Figura
6). Em um trabalho que verifica o consumo de bigcela interacdo da via GSTM1 na
préstata, foi encontrada uma pequena alteracaoiges de expressao de PDE1A e PDEL1C
entre tecidos com alto grau de neoplasia intrdeitprostatica, cancer de préstata e

hiperplasia benigna na prostata (Traka, Gaspal, 2008).



Figura 5 - Caracterizacéo geral dos dominios prosedlas PDES

Al PDE1A
Bl PDE2A
C PDE3A
PDE3B
Dy
PDE4B
PDE4C
PDE4D
E PDESA
F PDEGA
PDEGB
PDEGC
€ | PDE7A
PDE7EB
Hy PDESA
PDESB
i PDESA
1 PDE10A
K| PDE11A
——= Length = 50 aa - Ree Domain 9' Phosphoserine
I Exon @ GAF Domain o] Phosphotyrosine
£ CaM Binding @ Trans-membrane Helices o) Phosphothreonine
M HDc Domain @ rAS domain # <GMP Biding
- N-Terminal Domain B uUcr \ cAMP / ¢cGMP Biding
) Catalyvtic Domain \ Zn2 ' cAMP Biding
B cCoiled-coils (Neoils) I zZn2nvig2 J  AMP Biding
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Nota: Regides das proteinas separadas pela lag@dipaevistas por Pfam, SMART ou InterPro (Huntenes

et al, 2012; Letunic, Doerkst al, 2012; Punta, Coggibit al, 2012)

Fonte: o autor.
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Figura 6 - Comparacao de expresséo dos genes PD&4C em tecido prostatico.

disease state

. : M high-grade prostatic intraepit... 1 7.37 x 10 -9
' I prostate cancer 1 0.002
H I benign prostatic hyperplasia ~ 0.101

T

i disease state
i L ‘ _ ‘ Bl high-grade prostatic intraepit... 1+ 0.013
LT e ~oless

|
1

Il benign prostatic hyperplasia ~ 0.655

Nota: Os nameros representam o valor dx:zp (
Fonte: Imagem retirada do banco de dados do Argagss sob nimero de acesso E-MEXP-1243 (Institute,

2013).

1.4.2.2 PDE2

A fosfodiesterase do tipo 2 é composta por apemasinico gene chamadeDE2A
capaz de gerar 12 transcritos de RNA, sendo quéesieito sdo codificados em proteina. Na
sua regido N-terminal existem 2 dominios de GAF M&Sspecific phosphodiesterases,
adenylyl cyclases and FhlA) (GAF-A e GAF-B) (Mcsalér-Lucas, Hailet al, 1995) (Figura
5B). Os dominios do tipo GAF sdo sequéncias de @nidos especificas, encontradas em
algumas proteinas, que possuem a capacidade @gisads segundos mensageiros cAMP e
cGMP. Essa ligacao alostérica na PDE2A altera eeatara sua capacidade de catalisacao de
cAMP. Na PDEZ2A, essa unido ocorre no dominio GAE-Bpenas com o cGMP (Erneux,
Couchieet al, 1981; Heikaus, Pandat al, 2009).

A relacéo entre mutacdes éMDE2Ae cancer é quase desconhecida. No entanto, mo inic
desse ano, andlises da variacdo genética de cdéiieélulas PMPRseudomyxomperitonei cell
line) de melanoma oral maligno de humanos demonstrargresenca denutagbes pontuais,
podendo ser as responsaveis por afetar a progrdssélo celular através da modulacdo da
expressdo de ciclina ACCNAJ (Morita, Murataet al, 2013). Além disso, ja foi descrito um
aumento nos niveis de expressaoP@EE2A em tumor adrenocortical (Durand, Lampretnal,
2011), muito embora sua relacdo ndo estd bem agplicErros no corpo da enzima e erros na

regido promotora do gene podem resultar em um a@ondarsua quantidade
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na célula. Pode ser sugerido que esse aumento rrapueria ser oriundo de uma tentativa
de compensacdo do organismo para tentar controlmpassivel excesso dos segundos

mensageiros livres intracelulares.

A relacdo da expressdo de PDE2 no CP é inexistpptém ha expressdo dessa
enzima nas células endoteliais (Durand, Lamgitaad, 2011) e a sua relacdo com a regulagéo
da migracao celular e a capacidade de angiogéNeskefton e Maurice, 2005) ja esta bem
descrita. Isso sugere que PDE2 possui uma capacdtaduxiliar na malignidade do tumor.
Além disso, os dados de microarranjoAtoayExpresgFigura 7) demonstram uma alteragédo
na quantidade de PDE2A entre diferentes tipos ddde danificados (Traka, Gaspsral,
2008).

Figura 7 - Comparacao de expressédo do PDE2A edutecostatico.

PDE2A

disease state

T

Nota: Os ndmeros representam o valor dx:zp (

M high-grade prostatic intraepit... 1 1.77 = 10 -3

W prostate cancer 1 2.05 =10 =
MR benign prostatic hyperplasia ~ [0.258

Fonte: Imagem retirada do banco de dados do Arargss sob nimero de acesso E-MEXP-1243 (Institute,

2013).

1.4.2.3 PDES3

A familia da PDE3 é conhecida pelo nome de cGMBidora de PDE cAMP (Figura
5C). Isso significa, em termos gerais, que 0s membonseguem mais facilmente hidrolisar
CcAMP do que cGMP. Entretanto, na presenca de cGMPapacidade de degradacédo de
cAMP ¢é inibida (Meacci, Tairat al, 1992; Beavo, 1995; Miki, Tairet al, 1996). Através da
analise de mutacfes de delecdes da regido N-tdrdanBDE3A foi possivel verificar um
aumento na capacidade de hidrolizacdo de cGMP Emareao de cAMP. Desta forma os
autores acreditam que na maioria das PDEs altevatdeegidao N-terminal podem gerar a

divergéncia entre substrato especifico (Tang, éaag, 1997).
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Enquanto a expressdo RDE3A é mais frequentemente encontrada no coracao,
plaguetas, musculo liso da placenta e dos corpesrmasos (Degerman, Belfrage al,
1997), o PDE3B é mais evidente no tecido adiposo (Miki, Taea al, 1996). Em
camundongos PDE3A-knockout ele causa um aumento nos niveis de sinalizac&tPeA
PKA, provocando maturacdo espontanea do Ovulo,gdsecardiovasculares e alteragdo do
controle do ciclo celular (Masciarelli, Horner al, 2004; Begum, Sheet al, 2011). Niveis
elevados de PKA e PKB podem ativar as PDE3A e PDE3pectivamente. A proteina 3A
dessa familia pode fosforilar e ativar proteinangsé C (PKC), enquanto a 3B pode,
juntamente com PI3K-cAMP, estimular a sinalizacédegptina no hipotalamo (Shakur, Holst
et al, 2001; Zhao, Huaat al, 2002; Pozuelo Rubio, Campbetlal, 2005).

Muito embora exista uma literatura ampla sobre lesa€os niveis de cAMP em
canceres, até o momento nao foi encontrada umghcetiireta com as enzimas da familia das
PDE3s. Porém, um estudo realizado em 2001 registeguentes delecées cromossémicas
em genes supressores tumorais em tecido afetad€&oentre a regido 12pl2-13, cuja
localizacéo envolve tocusdo genePDE3A (Dong, 2001). Um melhor entendimento dessas
moléculas pode beneficiar o entendimento da ufimade compostos quimicos que

interfiram no seu funcionamento e, consequentemaunigliar o tratamento de tumores.

1.4.2.4 PDE4

Entre todas as PDEs, a PDE4 é a que esta preserienanaior nimero de tecidos
(Engels, Fichteket al, 1994; Engels, Sullivaet al, 1995). E composta por quatro genes
distribuidos em trés cromossomos diferentes quangem total de 30 transcritos, sendo que,
desses, 27 sao codificados em proteinas. Essa @Distsigue das demais por possuir duas
regides chamadas de UCRgpsgtream conserved regulatdrJCR1 e UCR2). Essas UCR
correspondem a sequéncias de aminoacidos na rdgiderminal e sdo altamente
conservadas entre as espécies e em todos os geaegs. A UCR1 possui um total de 55
aminoéacidos enquanto a UCR2 possui um total demiieaécidos (Figura 5D). Nas isoformas
mais completas desse gene € possivel encontrajuérega de bases para codificar ambas
UCRs, enguanto nas isoformas menores é encontpi@a®s a sequéncia para a segunda
UCR. No entanto, existem isoformas “super pequeaasjuais nao codificam nenhuma parte
destas regides (Houslay, Sullivanal, 1998; Houslay, 2001).
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Acredita-se que, assim como os dominios GAFs, esgases denominadas UCR
também possam influenciar na capacidade catatiisad®DEs (Conti e Jin, 1999). Estudos na
terceira isoforma do geneDE4D sugerem que ambas UCRs interagem de forma conjunta
para formar o modulo regulatorio (Lim, Pahlke al, 1999; Beard, Olsewrt al, 2000)
controlado e ativado pelas proteinas PKA e MAPKbffidann, Wilkinsonet al, 1998;
Mackenzie, Baillieet al, 2000).

Pode-se dizer que os membros da familia PDE4 d@l@)meente, os que mais se
relacionam com o desenvolvimento de canceres. Cxrecédo da PDEA4C, todos os outros
membros da familia ja tiveram algum tipo de asg@cacom neoplasias (Gelman, 2012; Moon,
Leeet al, 2012; Tsunoda, Otet al, 2012; Pullamsetti, Banat al, 2013). Além disso, baixos
niveis da PDE4B aparentam ativar a via metabolec®KA e contribuem com a progressao de
CP avancado (Kashiwagi, Shiataal, 2012). Através de informagdes disponiveis no bate
dados doArrayExpress,sob nimero de acesso E-GEOD-6919 (Figura 8) tilitesti2013), foi
encontrada uma diminuicdo nos niveis de expressddranscritos das 3 isoenzimas (A, B e D)
no tecido com CP metastéatico, quando comparadocommrmal (Chandran, Mat al, 2007).
Sabe-se que cerca de 85% da hidrolise de cAMP rdmagdens celulares de prostata é realizada
pela atividade conjunta da PDE3 e da PDE4 (Hamilkdunet al, 2013) e a sua diminuicao

poderia indicar um aumento da quantidade livreAMFP no tecido.

De forma geral, todos os membros dessa familiao est&olvidos com o controle de
processos inflamatorios, sendo que cada um possupapel especial e ndo redundante no
controle das fungBes das células (Page e Spind,; 201, Dinget al, 2012). A relagdo entre
inflamacgé&o crénica e canceres ja esta descritaredagacterizada por influenciar diversos tipos
de tumores como ode mama, pulmao, célon, panckastdvani, 2010; Del Prete, Allaverh
al., 2011; Chiba, Marusawet al, 2012; Herszenyi, Lakatast al, 2012; Romagnolo &elmin,
2012; Vendramini-Costa e Carvalho, 2012) e até masanprostata (Romagnolo e Selmin, 2012;

Stasiewicz, Staroslawslet al, 2012; Vendramini-Costa e Carvalho, 2012).
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Figura 8 - Comparacao de expresséo dos genes dé &DEecido prostatico.
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Fonte: Imagem retirada do banco de dados do Arrgss sob nimero de acesso E-GEOD-6919 (Institute,

2013).

1.4.2.5 PDE5

Dentro de todas as PDEs, o membro Unico da farRiD&5, a PDESA, € a mais
conhecida por interagir com a préstata e, até mgsom o CP. O uso de medicamentos para
a inibicdo dessa enzima é utilizado como formarad&rmento para a impoténcia masculina
(Corbin, 2004), para melhorar a qualidade de vipésaprostatectomia radical (Haffner,
Landiset al, 2005), para a diminui¢cdo nas chances de desemaito de cancer de prostata
(Chavez Scott Coffieldet al, 2013), para controle da hipertensdo pulmonard@re Curran,
2008) e até mesmo para a recuperacao e melhoraoh&@® no progndstico de doencas

cardiovasculares (Lee e Kass, 2012).

Este gene possui 3 isoformas (Al, A2 e A3) geradasiuas regides promotoras. A

primeira regido promotora € capaz de expressaofminas Al e A3, enquanto a segunda
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isoforma é capaz de gerar apenas a isoforma ARr@#®) (Lin, Linet al, 2006). A isoforma
A2 é regulada positivamente por alguns de seusefatde transcricdo AP2 e Spl em sua
regido promotora (Lin, Chowt al, 2001), através de cAMP e cGMP (Ahlgren, Suskal,
1999) por meio da PKA e da proteina quinase depeadie cGMP (PKG) (Zhong, Hammani
et al, 2000; Uchida, Odat al, 2002).

Figura 9 - Caracterizacdo das 3 isoformas de PDESA.

p,pz HAPI D Sp1
AR
— —
PDESA promoter ATG PDE5A2 ATG
promaoter

Nota: Diferenciacdo dos 3 primeiros éxons formasus diferentes isoformas Al, A2 e A3 do geB&ES5Ae

suas duas regifes promotoras

Fonte: Retirado de um artigo (Lin, L&t al, 2006).

A sua expressao é detectada em quase todos ogdéptesidos, principalmente em
musculos lisos, plaquetas, tecidos vasculares dis,péoracdo e, em grande quantidade, na
prostata (Kotera, Fujishiget al, 1999). Apenas a isoforma A3 é tecido especifemndsculo
liso (Lin, Chowet al, 2001). Assim como a PDE2A, na regido N-termirsaP@E5A existem
2 dominios GAF (GAF-A e GAF-B) (Figura 5E) que, mh@neira oposta a outra familia,
possuem a capacidade de aumentar a capacidadedadizagdo de cGMP devido a
fosforilacdo da enzima (Turko, Franeisal, 1998; Zoraghi, Bessast al, 2005).

Os medicamentos inibidores de PDESA (PDE-5i) maishecidos séo: citrato de
sildenafila, tadalafil e vardenafil. Essas drogabdm em maior escala a PDE5 e em menor
guantidade a PDE11A e PDEGA, evitando a degraddedaoGMP para 5’GMP, causando

vasodilatacdo pela despolarizacdo dos canais HeekC&' e aumentado os niveis

intracelulares de PKG (Luedders, Muetal, 2006). No inicio de 2012, um grupo descreveu
gue a acédo conjunta da PDE5A e da PDE11A seriameapel pela inibicdo de cerca de 86%
da atividade especifica de cGMP em linhagens cekilde cancer de prostata. Tambéem
relatou que essas PDEs sdo expressas em maiordadaném células de linhagens de tumor
maligno (Hamilton, Hiet al, 2013).
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Recentemente, uma pesquisa demonstrou informagdgedde interesse relacionadas a
utilizacdo de PDE-5i com o cancer de prOstata. Resguisa acompanhou durante sete anos dois
grupos de individuos com disfuncéo erétil e cororést de risco para CP similares, um que estava
sob administracdo de PDE-5i e um outro que estdwainsstrando. Durante esse periodo foi
possivel concluir que o grupo tratado teve uma mésmdéncia de desenvolver CP (Chavez,
Scott Coffieldet al, 2013) e, ainda este ano, outros dois gruposntbstirelataram que a
utilizacdo de PDE-5i, em conjunto com o ch& veedtimula a apoptose de células com céancer

(Kumazoe, Sugiharet al, 2013; Yang e Wang, 2013).

Apesar disso, as informacdes atuais a respeito niemis de cGMP em relacdo a
capacidade de desenvolvimento da doenca apresentammacdes bastante contraditérias. O
aumento dos niveis de cGMP pode fazer com que, éstuio liso, essa molécula também
adquira a capacidade de ativar PKA (Forte, Thetal, 1992; Cornwell, Arnolcet al, 1994)
devido a alta similaridade com sitios regulatodesPKG (Lincoln e Cornwell, 1993). O aumento
desse segundo mensageiro também faz com que auosenieeis de PKG, que por sua vez esta
relacionada ao aumento da proliferacao celulargiwmacdo da via das MAPK e inducao de
angiogénese quando em conjunto com VGE&scular endothelial growth fatpr(Hood e
Granger, 1998; Pyriochou, Zhaat al, 2007). A via da PKG ja foi associada ao cancer em
diversos trabalhos, como na proliferacdo de céladascancer de mama (Karami-Tehrani,
Fallahianet al, 2012), musculo liso (Joshi, Martiet al, 2012) e prevencdo de apoptose
espontanea em céancer de pulmdo (Wong, Batéinal, 2012). Esses dados sugerem que o

aumento dos niveis de PKG pode levar a um piom@rstgco da doencga de cancer.

Além disso, a despolarizagdo dos canais ibnicosdaz que ocorra uma reducdo dos
niveis de C&" (Burnett, 2006). Os altos niveis de célcio consagativar as sintetases de
dois tipos de oxido nitrico (NOS) em musculo lia@ndotelial (eNOS) e a neuronal (nNOS).
Consequentemente, essa diminuicdo pode impedidaséormas de induzir a célula a entrar
em apoptose por alvo da p53 devido a falta de altass intracelulares de 6xido nitrico (NO)
(Griffith e Stuehr, 1995; Zhao, Fran@sal, 1997).

No entanto, a presenca de NO é responsavel pornganee producdo de cGMP em até
200 vezes (Bian e Murad, 2003). Desta forma, ag@&duwa producdo dessa molécula também
seria benéfica para reduzir a quantidade livreadesgundo mensageiro. Informacdes detalhadas
ja descrevem bem o envolvimento dos NOS com odgmidstatico (Hedlund, 2005; Andersson,

2007; Andersson, Uckeet al, 2007). Assume-se que na préstata humana a eNOS
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esta relacionada com a manutencdo da perfusdolara$meal, enquanto que a nNOS esta
mais envolvida no controle do ténus do muasculo Bsda funcdo glandular, incluindo a
proliferacdo de células epiteliais e subepitel{&iedia, Uckertet al, 2008). Também, altos
niveis de expressdo de NOS ja foram encontradosliesnsos tipos de tumores malignos
como de estdmago, tireoide, mama, pulmao, colorigae cérebro, melanoma e prostata
(Lala e Orucevic, 1998; Fukumura, Kashiwagial, 2006; Zhu, Liet al, 2011), assim

também como em processos inflamatorios (Salvemdimi,et al, 2013).

O que torna todos esses dados ainda mais contogveé® as descobertas citadas
anteriormente a respeito da interatividade do cbdler e o PDE-5i. Ambos os grupos
demonstram que o composto do cha verde conhecido E65CG ¢épigallocatechin gallafe
consegue ativar a via do receptor 67LR. Para ungdgsos, este receptor € capaz de ligar e
inibir a producdo das MAPKs e MMPmdtrix metalloproteinas@s causar alteragcdes nos
receptores IGF-1R e EGFR e outras atividades ds opilaem o desenvolvimento do cancer e
induzem a apoptose (Yang e Wang, 2013). Todaviesatado do segundo grupo, através de
experimentos, concluiu que o receptor 67RL possidpmcidade de aumentar a atividade da
Akt quinase (AKT/PKB)(Kumazoe, Sugihaea al, 2013). Esse aumento na atividade da Akt
guinase ativa a producao de NO através da eNOSOS(EI-Mas, Faret al, 2009; Patruno,
Franceschellet al, 2012; Yao, Natarajagt al, 2012), tornando assim o ambiente intracelular
toxico devido aos altos niveis de cGMP e NO e, gmseguinte, induzindo a apoptose
(Kumazoe, Sugiharet al, 2013). E interessante relatar que, a partir @go®sl disponiveis no
banco de dados darrayExpresssob niamero de acesso E-GEOD-6919 (Figura 10)t(test
2013), o tecido com CP demonstra possuir um feadtgm as mesmas caracteristicas das
induzidas pelo tratamento com PDE-5i e cha verdix#lexpressdo de PDES5 e alta de nNOS)
(Chandran, Mat al, 2007).
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Figura 10 - Comparacao de expressdo do PDE5SA e rd¥iO@®cido prostatico.
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Fonte: Imagem retirada do banco de dados do Argagss sob nimero de acesso E-GEOD-6919 (Institute,

2013).

Um outro estudo realizou a simples aplicacdo deeN€guladores de cGMP (como as
PDE-5i) em varios tipos de linhagens celulares alalos animais, e obteve resultados
controversos a respeito de que se a via poderiausefio benéfica ao cancer (Bian, Ghassemi
et al, 2012). Acredita-se que a via dependente de NOR@bte variar de tecido para tecido
e também depende dos tipos dos diferentes tumBias, (Ghassemet al, 2012). Dessa
forma, ainda ndo é possivel afirmar se esta vianéfica ou prejudicial ao cancer (Kimura e
Murad, 1975; Mujoo, Shariet al, 2010; Bian, Ghassenat al, 2012). Necessita-se que
exista um maior conhecimento da funcionalidadeade8iE em todos os tecidos antes da sua

opcgao como forma de tratamento ao cancer (FauclplBeDe Alexandreet al, 2011).

1.4.2.6 PDEG6

A familia da PDE6 é composta principalmente pos@&nzimas: PDE6A, PDE6B e
PDEG6C. No entanto, se diferencia das demais fasndes PDES por possuir outros trés
membros (PDE6D, PDE6G e PDEG6H) os quais ndo desdrape um papel tipico de
fosfodiesterase.

Similarmente a PDE5, essa familia é constituida membros que contém uma
especificidade por cGMP e também possuem 2 dom{BAE responsaveis por regular a
atividade catalitica da enzima (Zhang, Cagiilal, 2008) (Figura 5F). As PDE6 também sao
afetadas, em menor escala, pelos PDE-5i, o quéigastlguns dos poucos efeitos colaterais

encontrados por essas drogas (Bischoff, 2004; &Branesh-Meyer, 2009). Mas ao contrario
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da PDE discutida no item anterior, essa familisspios sua expressédo quase que limitada aos
fotorreceptores dos segmentos exteriores da rétisanamiferos (Miki, Barabaat al, 1975;
Ridge, Abdulae\et al, 2003).

Como mencionado anteriormente, as PDE6G, 6H e GDdedempenham o papel
tradicional das PDEs. Enquanto as PDEs 6G e 6HcsAbecidas por ter uma funcdo de
inibicdo das PDEs 6A, 6B e 6C (Tuteja, Dancigeal, 1990; Shimizu-Matsumoto, Itoét
al., 1996; Stryer, 1996; Piri, Gaat al, 2005), a funcdo da PDE6D ainda ndo € bem cordecid
(Dekomien e Epplen, 2003), mas acredita-se quel duseionamento esta relacionado com a
dissociacao de GTP (Linari, Hanzal-Bagéal, 1999).

Atualmente, essa familia estd muito ligada a daewisaais como, em algumas formas de
cegueira noturna (Muradov, Granovsiyal, 2003) e retinite pigmentosa (Mclaughlin, Sandberg
et al, 1993; Dryja, Rucinsket al, 1999). A expressao e caracterizagdo de PDE6 dmsou
orgaos tem recebido pouca atencdo (Nikolova, Geemthal, 2010), muito embora existam
relatos de expresséo desses genes na prostatawgremtecidos (Su, Wiltshiret al, 2004; Liu,
Ramachandraet al, 2006; Lukk, Kapusheskgt al, 2010). Trabalhos recentes sugerem que a
sua funcionalidade vai além da cascata de fotattepd® classica. Acredita-se que fora do tecido
da retina essas enzimas possuem a capacidadeatizasipela via Wnt (Wang, Le=t al, 2004;

Ma e Wang, 2007). A via Wnt ja foi associada a dige tipos de carcinomas inclusive o da
prostata (Hsieh, Chareg al, 2013; Johnson, Pric al, 2013).

1.4.2.7 PDE7

Esta familia € constituida por apenas 2 membroguas ndo compartilham nenhuma
das propriedades dos outros membros da cAMP-egac(Michaeli, Bloomet al, 1993) e

nem mesmo outro dominio reconhecido como o0 GARUfBI§G).

O conhecimento sobre essa familia ainda € muitalito, principalmente no que se diz
respeito a PDE7B (Lugnier, 2006; Ke e Wang, 200lH.entanto, a familia tem se mostrado
essencial para o crescimento de células de leuéemito (Zhang, Murrayet al, 2008). O gene
daPDE7Aestéa distribuido ubiquamente nas células prosmdlarias e imunes (Smith, Brookes-
Fazakerleyet al, 2003), musculo esquelético, corpos cavernosoésgta (Wheeler, Ayyagaet

al., 2005). Enquanto a expressacRizE7Bé maior no pancreas seguido de
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cérebro, coracéo, tireoide, musculo esquelétido,avario, glandula submaxilar, epididimo
e do figado, a sua expressao na prostata € minunaaisente (Gardner, Robeassal, 2000;

Hetman, Soderlingt al, 2000).

Aparentemente, a PDE7A mostra-se necessaria paiaagdo de células T induzida
pela co-estimulacdo dos receptores CD28 e CD3, uem que aumentou a PDE7
correlacionada com uma diminuicdo no cAMP, aumealdointerleucina-2 e uma maior
proliferacéo (Li, Yeeet al, 1999; Glavas, Ostensat al, 2001). Acredita-se também que
essa PDE esteja relacionada com capacidade ddisadrm® excretar testosterona nas células
(Ekstrom, Schulzet al, 2011).

Recentemente foi descoberta a existéncia da retagé® alteracdes genéticas no gene da
PDE7Ae a capacidade de reconhecimento de seu inibitlai,( Wanget al, 2003), sugerindo
gue um mesmo principio também possa ser aplicadp gsademais familias e seus respectivos
genes. O entendimento dessas variabilidades gasétca essencial para entender como, quando

e quais medicamentos podem ou nao ser utilizadasgp@atamento de doencgas.

1.4.2.8 PDES8

Ao contrario das demais familias, as PDEs-8 possZ2i@iominios diferentes chamados
REC (do inglésreceive) e PAS (do inglésperiod circadian proteinaryl hydrocarbonreceptor
nuclear translocator proteinsingle-minded proteinndo encontrados em nenhumatra PDE
(Figura 5H). As func¢fes desses dominios dentroadeBBES ainda ndo estdo bem esclarecidas
(Kobayashi, Gamanunet al, 2003; Gilles-Gonzalez e Gonzalez, 2004). Salsisemuitos dos
dominios REC e PAS estdo presentes em proteinagpalsensitivas. O dominio REC esta
presente em sistemas de transducéo de sinal gonitgyarsentir, responder e se adaptar a uma
ampla gama de ambientes estressores e condic@esidémento (Skerker, Praset al, 2005).
Nas PDEs acredita-se que esse dominio esta redg@caom a atividade hidrolitica (Kobayashi,
Gamanumaet al, 2003). Enquanto o dominio do tipo PAS demonstesponsavel por se ligar a
cofatores ou ligantes, sendo essenciais para acdetele sinais sensoriais de entrada como de

fosfatos, oxigénio, redox ou a luz (Hefti, Franseij al, 2004).

O funcionamento intracelular dessa familia é seamth com alguma das outras

familias das PDEs. Assim como a PDEDS, possui cdadeide hidrolisar cAMP, causando a
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despolarizacdo de membrana e afetando os nivedséhtlares de ] (Patrucco, Alberginet

al., 2010). Do mesmo modo que aparenta estar relatdonam a regulacdo da ativacdo das
células T (Dong, Osmanowet al, 2006), a regulacdo da modulacdo de testosteidasty|
Shimizu-Albergineet al, 2006) afeta a producédo de T4 e T3 na tireoidedAd-Lopez, Usalat

al., 2008). Distribuido de forma abundante em véariesidos como na prostata (Wheeler,
Ayyagariet al, 2005) e nos testiculos (Wang, \&tual, 2001; Hayashi, Shimads al, 2002).

Os dados disponiveis arayExpresssob niumero de acesso E-GEOD-6919 (Figura
11) (Institute, 2013), relatam que foi encontrada@audiminuicdo nos niveis expressao dos
genesPDE8Ae PDE8Bentre tecido normal e o tecido com CP metasta@t@miidran, Maet
al., 2007). Essa reducao significativa encontrada, assmo visto na PDE4, pode significar
uma maior quantidade de cAMP livre na célula esegnentemente, um pior prognéstico da

doenca.

Figura 11 - Comparacao de expresséo dos genes &DE&ido prostatico.
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Fonte: Imagem retirada do banco de dados do Argagss sob nimero de acesso E-GEOD-6919 (Institute,

2013).

1.4.2.9 PDE9

Dentre as PDEs com a capacidade de hidrolisar cGNPBE9AE a que possui uma maior
afinidade por esse segundo mensageiro (Fisherh&mnial, 1998) e, interessantemente, nao
possui henhum tipo de dominio conhecido para auxiéssa funcéo (Figura 5l) (Huai, Waetg

al., 2004). Devido ao grande numero de transcritasaegpressao é encontrada de
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forma ubiqua (Rentero, Monfost al, 2003), porém como poucos realmente chegam a ser
traduzidos, ainda ndo se sabe exatamente em guiiog estd expressa. No entanto j4 existe
relato de sua existéncia em tecido como da proftdteeler, Ayyagaret al, 2005; Nagasaki,

Nakanoet al, 2012), cérebro, rim, bacgo, colon e intestino (dam Tersteegeet al, 2005).

A utilizacdo dos inibidores especificos de cGMPNooPDE-5i, ndo demonstraram
uma eficiéncia muito grande na inibicdo da PDE9Aufder, Tersteegeet al, 2005),
provavelmente devido ao fato de possuir um doméatalitico que se assemelha mais a da
PDE4 (Huai, Wanget al, 2004). Sabe-se também que o principal inibidetad®DE nao é
seletivo, pois causa também a inibicdo da PDE1@hsexjuentemente gera o aparecimento de

alguns efeitos colaterais (Meng, Hetual, 2012).

Apesar dessa diferenca entre as regides cataldedDES e PDE9, acredita-se que

ambas possuem uma funcéo similar, ja que a utiizde PDE-9i, juntamente com a PDE-5i,
auxilia no relaxamento dos corpos cavernosos dis péta via de cGMP/GANO (Da Silva,

Pereiraet al, 2013). Outrossim, aparentemente a inibicdo de P@Ebém pode induzir
apoptose pelo acumulo de cGMP em células cancasgea mama. Neste mesmo estudo,
verificou-se um aumento significativo da quantiddé€®DES5A e PDE9A expresso ha mama
(Karami-Tehrani, Moeinifardet al, 2012). E interessante ressaltar que esse fendpo
aumento na quantidade d®RDESA é o oposto daquele visto em prostata anteriormente
(Chandran, Mat al, 2007). Porém, consultando os niveisR@E9A nos dados disponiveis
no ArrayExpresssob nimero de acesso E-GEOD-6919 (Figura 12) t{itesti2013), também

observa-se um aumento significativo da sua expog§dd&andran, Mat al, 2007).
Figura 12 - Comparacao de expressdo do PDE9A edotprostatico.
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2013).
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1.4.2.10 PDE10

Consiste em uma familia de apenas um gerrRDB10A.E expresso principalmente
no cérebro, cerebelo, tdlamo, hipocampo e na colartabral (Fujishige, Koterat al, 1999;
Seeger, Bartlegt al, 2003), assim como nos testiculos, especialmerg@spermatdcitos em
desenvolvimento (Fujishige, Koteea al, 1999), prostata (Wheeler, Ayyagatial, 2005) e
também € detectavel no pulméo, coracdo, rim e coraisnbaixos em outros tecidos
periféricos (Lakics, Karranet al, 2010). Em sua sequéncia é possivel encontrar a
correspondéncia para dois dominios GAF, assim cosnencontrados na PDE3 (Figura 5))
(Gross-Langenhoff, Hofbauet al, 2006). Apesar disso, os seus dominios GAF, assinmo
na PDE11lA, ndo possuem capacidade de estimularnungo catalitico (Matthiesen e
Nielsen, 2009). Além disso, € interessante notar gusegundo dominio GAF (GAF-B)
consegue se ligar apenas com o segundo mensagééii® (Handa, Mizohatat al, 2008).
Como consequéncia dessa ligacéo, ocorre inibicampacidade da enzima de hidrolisar seu
alvo especifico (cGMP) (Fujishige, Koteztal, 2000).

Atualmente, a principal utilizagdo clinica de icibies de PDE10A é o possivel
tratamento de distarbios psiquiatricos (Rodeferypy et al, 2005), da esquizofrenia e de
distarbios cognitivos (Yang, Smotrys&t al, 2012; Reneerkens, Ruttet al, 2013), e da
doenca neurodegenerativa progressiva de Huntinffthn Mccaw et al, 2004). Até o
momento existem apenas indicios de que PDE-10i poddiar no controle de processo
inflamatoérios no cérebro (Oliva, Kared al, 2012) e, fora isso, ndo existe nenhum tipo de
publicacdo relacionando essa enzima com qualgper de céncer. Nao foi encontrada
significancia na alteracdo da expressao entreidotemrmal e o CP no bancos de dados do
ArrayExpresqInstitute, 2013). Contudo, a PDE10A e a PDE114 @@ membros mais novos
descobertos dentre as PDEs (Jager, Russvairal, 2012) e o conhecimento dos seus

possiveis usos ainda estdo sendo pesquisados.

1.4.2.11 PDE11

A PDE11A é a unica componente desta familia queyias capacidade de hidrolisar
cGMP e cAMP na mesma quantidade, porém o seu cdtimlitico aparenta ter uma maior

similaridade com a da PDE5SA (Fawcett, Baxenéalal, 2000). Assim como na PDE10A, nédo
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se conhece a exata funcdo de seus dois dominibpad@AF, mas sabe-se que ndo existe
relacdo com a atividade do dominio catalitico (Matten e Nielsen, 2009). E interessante
notar que nem todas suas isoformas possuem a segpana os dois dominios do tipo GAF
(Yuasa, Koterat al, 2000; Yuasa, Kanoét al, 2001).

Apesar de ter sido detectada uma expressédo do R&Amliversos tecidos, a proteina
apenas foi detectada no tecidos da prostata, apréigado, glandula pituitéria (Loughney,
Taylor et al, 2005), adrenal e testiculos (Horvath, Boikbsl, 2006; Horvath, Kordet al,
2009). Atualmente € a PDE mais relacionada conr@ancgénese, sendo que quase todos os
estudos que a relacionam com doengas encontraatdas inativadoras na sua sequéncia de
DNA (Horvath, Boikoset al, 2006; Boikos, Horvatlet al, 2008; Libe, Fratticcet al, 2008;
Horvath, Kordeet al, 2009; Faucz, Horvatét al, 2011; Vezzosi, Libet al, 2012).

Em um estudo, a frequéncia de variantes inativadneasequéncia deDE11Afoi
encontrada em uma quantidade significativamenteormaitre os pacientes com tumor

familiar bilateral nas células germinativas doitego (Horvath, Kordest al, 2009).

J& foi demonstrado anteriormente que cerca de 39%NA de tecido prostatico de
pacientes com CP apresentam alteracdes genétichsndo mutacdes que levam a um cdédon de
parada prematuro (Faucz, Horvathal, 2011). Outro tdpico que vale a pena ressaltaresesse
artigo € que os autores sugerem que uma inatiyagdongada dessa PDE, ou seja, a utilizacao
indiscriminada de inibidores de PDE11l (PDE-1linttém poderia levar ao fenotipo de CP
(Faucz, Horvatret al, 2011). Esse foi o primeiro e Unico estudo atéamento relacionando

qualquer tipo de variacdes genéticas de qualquardas PDEs com a doenca.

1.5 JUSTIFICATIVA

As fosfodiesterases s@o essenciais para o funcemtansorreto dos organismos. (Halpin,
2008). Devido composicdo de cada uma dessas mstgénforam desenvolvidos medicamentos
capazes de inibir quase todas, individualmentea Egsl manipulacdo da atividade das PDEs e o
seu potencial de utilizacdo tem trazido muita atergg comunidade cientifica (Andersson, Uckert
et al, 2007; Kerr e Danesh-Meyer, 2009; Faucz, BertoldoAlexandreet al, 2011; Page e Spina,
2011; Jin, Dinget al, 2012; Yang, Smotryslet al, 2012; Chavez, Scott Coffielet al, 2013).

Ainda mais, cientistas de todo o mundo encontraram
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mutacdes inativadoras e alteracdes dos niveis plesséo associando-as a diversas doencas
(Li, Yee et al, 1999; Dekomien e Epplen, 2003; Wang, etal, 2004; Horvath, Boikost

al., 2006; Faucz, Horvatht al, 2011). As possiveis vias pelas quais cada umsadd3DES
podem ativar nos diferentes tecidos nem sempreasamesmas e podem até divergir em

diferentes estagios dos diferentes tipos de can¢Bran, Ghassenat al, 2012).

Diferentes mutacfes ndo s6 podem afetar a capacatadhibicdo das drogas (Huali,
Wanget al, 2003), como também podem influenciar no aparetionde canceres e dos seus
diferentes tipos em diferentes tecidos (Libe, kmitet al, 2008; Faucz, Horvatét al, 2011;
Vezzosi, Libe et al, 2012). Entdo, antes desses medicamentos comecareser
comercializados para o tratamento de neoplasiag-sk& compreender como cada uma das

PDEs interagem nos diversos tipos de canceres.

Visto esta importancia, é fundamental entenderlacde dos geneBRKAR1Ae a
familia de genes das fosfodiesterases com o c@lec@rostata, buscando mais e melhores
informacgdes a fim de se tentar encontrar caratitarésrelacionadas com as estimativas de

risco de recorréncia, diagnostico precoce, progemwsttratamento desta doenca.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a variabilidade genética das fosfodiesegsae a principal subunidade
regulatoria da PKA com uma maior predisposicdodawer de prostata, utilizando pacientes

com o tipo esporadico da doenca.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

- Analisar e confirmar, em todo o conjunto amosteapdcientes, por sequenciamento
do tipo Sanger, todas as variantes exdnicas erpa&aos eéxons encontradas por SOLID nos

genesPRKAR1Ae PDESA;

- Analisar somente através dos dados obtidos pdiafgiena SOLID 4, a variabilidade
genética existente entre todos os éxons dos garfasndlia das fosfodiesterases nos pacientes

submetidos a essa técnica;

- Avaliar a existéncia de associacdo entre os pofismos e mutacbes dos genes

PRKAR1Ae PDE5Acom uma maior susceptibilidade ao desenvolvimeatcédcer;

- Avaliar a existéncia de associacdo entre os pofismos e mutacdes dos demais

genes da familia das PDEs com uma maior susceéqhithd ao desenvolvimento do cancer.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 CONSTITUICAO DA AMOSTRA

As amostras de tecido de cancer de prostata dermpesiforam obtidas no hospital AC
Camargo (Sao Paulo), sendo que o material foi adpano momento da cirurgia de
prostatectomia radical e armazenado inicialmente seguintes etapas: A) Armazenamento

Primario e apds o B) Armazenamento Definitivo.

A) Armazenamento primario: € aquele que ocorre imaaiahte apds a obtencao das
amostras que entdo sdo colocadas em tubos criogétéc2,0 mL, identificados com seus
respectivos registros e imediatamente armazenaoaira plastica. Consecutivamente, essa

caixa € levada ao freezer de ultrabaixa temperéB@rfaCelsius negativos).

B) Armazenamento definitivo: ocorre quando os tubosaitea plastica séo retirados e
armazenados em caixas de papeldo em um tambotrdgémio liquido, onde as amostras

foram mantidas até sua utilizacao.

Para o diagndstico e pontuacédo, os tumores foreadds em formalina e mergulhados
em parafina, cortados em secdes de 4um e corados@matoxilina e eosina. Dessa forma

foi possivel separar o material afetado pelo cadodecido normal.

Foram coletadas amostras de tecido prostatico dendiQiduos afetados por CP.
Desses, 49 individuos possuiam CP esporadico,rasdeé do tipo familiar. A idade média
desses pacientes foi de 67 anos (de 48 a 79 &wis)desses individuos possuiam o valor de
PSA abaixo do considerado normal para sua etngxa €taria (Polascik, Oesterlirg al.,
1999). Apenas dois ndo possuiam dados suficiersies qbter as informacdes necessarias
para essa verificacdo (Tabela 3). Essas amostras foomparadas com controles neutros
adquiridos do projetd000 GenomeEsse projeto consiste no sequenciamento gendaeico
uma amostra da populacdo mundial contendo 109%ichdis separados por suas origens,

sendo que entre esses 379 sao de origem europeia.
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Tabela 3 - Caracteristicas individuais de cadaepdei

Amostra* Idade Histérico Familiar Pontuagdo Gleason PSA anterior** Ultimo PSA** Estagio
01DT 64 0 6 7.8¢ 0.04( pT2k
02DT 56 0 6 8.3C 0.02( pT3e
03DT 61 0 8 9.2C 0.07¢ pT2k
04DT 61 0 8 5.00 0.010 pT3a
05DT 67 0 6 9.50 0.100 pT2b
06DT 66 0 6 13.80 0.007 -
07DT 56 0 6 10.6C 0.05( pT3e
08DT 61 0 6 4.2C 0.16¢ pT3L
09DT 64 0 6 5.7C 0.05( pT3k
10DT 78 0 6 - - pT2a
11DT 71 0 6 8.95 0.010 pT3a
12DT 56 0 7 21.90 0.300 pT2b
13DT 50 1 7 18.16 3500 pT2b
14DT 57 0 7 4.6C 0.03( pT2k
15DT 72 0 7 7.32 0.04( pT4e
16DT 64 0 7 25.9( 0.01( pT3e
17DT 77 0 7 7.20 0.110 pT2b
18DT 58 1 7 2.40 0.075 pT2b
19DT 69 0 7 20.30 0.010 pT2b
20DT 55 0 7 14.00 0.918 pT2b
21DT 48 0 7 7.6C 0.05( pT2¢
22DT 62 0 7 5.74 0.05( pT3e
23DT 58 1 7 8.60 0.062 pT3a
24DT 61 0 7 17.80 0.030 pT3a
25DT 54 0 7 7.30 0.050 pT3a
26DT 60 0 7 4.22 0.010 pT3a
27DT 64 1 7 7.50 0.008 pT3a
28DT 71 0 7 7.1C 0.17¢ pT3e
29DT 65 0 7 16.5( 0.08( pT3e
30DT 62 0 7 5.11 0.040 pT2a
31DT 55 0 7 22.10 0.003 pT2b
32DT 72 0 7 6.80 0.053 pT3a
33DT 60 0 7 5.20 0.019 pT3b
34DT 61 0 7 5.70 0.020 pT3a
35DT 79 0 7 8.6 0.10¢ pT2k
36DT 62 0 7 20.28 0.320 pT2b
37DT 73 2 7 21.87 0.040 pT3a
38DT 60 0 7 32.05 0.310 pT2b
39DT 68 0 7 6.21 0.060 pT3a
40DT 0 7 - - pT4a
41DT 74 0 7 5.25 0.020 pT3a
42DT 65 0 7 13.9¢ 0.58¢ pT2k
43DT 64 0 7 9.20 0.090 pT2b
44DT 56 0 7 9.60 0.085 pT3b
45DT 70 0 7 10.30 0.008 pT2a
46DT 66 0 7 33.61 0.170 pT3a
47DT 63 0 7 3.93 0.010 -
48DT 67 0 7 23.30 0.070
49DT 74 0 7 6.30 0.003 -
50DT 63 0 7 7.60 0.003 -

Nota: *Amostras renomeadas em codigos. **Valore®84 pré e pos-operatorio. 0 historico familiareaus. 1
e 2 no histérico familiar refere-se ao nimero ddividuos na familia com a doenca. — refere-se aresl
indisponiveis ao pesquisador.

A extracdo de DNA foi feita através do kit de egfia de DNAMagMAX™ FFPE
DNA Isolation Kit(numero de catalogo 4463578), através do protadmlproduto disponivel
pela empresalnvitrogen™, fornecido pela empreshife Technologies CorporationNo
entanto, as amostras DT50 e DT49 ndo possuiam ualalade de DNA adequada para a

pesquisa. Devido a isto, o0 projeto foi desenvolddm um total de 48 amostras.

Todos os pacientes antes de fornecer o materikigico, leram e assinaram o termo
de consentimento livre e esclarecido (TCLE). Estado foi aprovado pelo Comité de Etica

em Pesquisa da PUCPR através do protocolo nimé@@ila78/07 CEP-PUCPR.
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3.2 AMPLIFICACAO POR SEQUENCIAMENTO DE ULTIMA GERABO (NGS)

Dezesseis das 48 amostras foram selecionadas psuipgn um DNA de melhor
gualidade para serem sequenciadas no equipamerti 804 System da empresa Life
Technologies. As amostras selecionadas foram a4d,00002, DT03, DT04, DT07, DTO08,
DT10, DT12, DT18, DT19, DT21, DT22, DT32, DT35, D& DT45. Devido a grande
guantidade de DNA requerida pelo sistema e a pguaatidade de DNA disponibilizada pela
equipe do hospital A.C. Camargo, a priori, as arassiveram que passar pelo processo de
Amplificacdo do genoma inteiro (WGA do ingl®¢hole Genome Amplificatipratravés do
kit de reagenteREPLI-g Mini Kit com o protocolo fornecido pela empresa QIAGENeEs
um metodo simples capaz de reamplificar o genomagemnde quantidade sem qualquer
purificacdo adicional. Em contraste com a tecnalatg PCR convencional, a técnica WGA
possui um menor indice de erro devido ao fato deagputaxas de fidelidade de amplificacdo
da enzima polimerase sdo aumentadas em até 10686. vg®s a obten¢do da quantidade de

DNA necesséria, as amostras comecgaram a ser pilapgrara a etapa de NGS.

Para a analise da amostra através do procedimea® fii utilizado um protocolo
criado pelo laboratéritdolecular Genetics Laboratory (MGlr)o National Institute of Child
Health and Human Development (NICHB)adaptado para as necessidades deste trabalho
(Anexo 1). Devido a extensao do protocolo, cujopgerpara a realizacdo de 8 amostras é de

uma a duas semanas, uma versao resumida € apdaseateorpo do texto.

Os DNAs séo inicialmente quantificados através goipamentoQubit dsDNA BR
Assay e a sua qualidade é medida através do espeéirdto NanoDrop 2000&hermo
Fisher Scientific(ndo degradado, A260/A280 entre 1,8 e 2,0) paraaguanalises possam
apresentar uma boa confiabilidade e para que s@jeido o0 nUmero de eventuais repeticdes.
Trés microgramas do DNA gendmico sao diluidos efull@e 1XLOW TE Bufferem um
tubo Low Bind de 1,5mL. Em seguida o material é fragmentadovégralo instrumento
Covaris para que o DNA a ser sequenciado tivesse um tamantre 150 a 180 pb. A
visualizacdo do resultado desta fragmentacéo zadal atraves do equipamertgilent 2100
Bioanalyzer o qual deve demonstrar uma distribuicdo de potie 50 a 500 pb para garantir
uma boa fragmentacao. As extremidades sdo entacaggs com a enzima de polimento das
extremidades e o material comeca a ser purificadcAMPure BeadgEsferas magnéticas

ionizadas) em uma estante magnética. O passo seguanigacao dos adaptadores P1 e P2
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através de incubacdo em temperatura ambiente paridfos. Com as amostras purificadas e
preparadas, € realizada uma PCR com mix especgam@a amplificacdo das bibliotecas
previamente selecionadas. Esta etapa € seguidanpowerificacdo da distribuicdo do tamanho
dos fragmentos com a utilizacdo Agilent 2100 Bioanalyzemo qual deve ser observado um
pico em torno de 220 a 250pb. Sdo separados 500 QNA amplificado que para serem
concentrados em um volume final de Bl4(147 ng/uL), e assim misturados com a bibliotéea
RNA chamada de iscas, que s&o especificas para94s génes selecionados para o
sequenciamento pakgilent's SureSelect Target Enrichment Syst@nexo 2) para hibridacéo a
65° C em um termociclador. Diretamente do termadiat € adicionado mix de hibridacéo e a
solucdo de esferas metélicas entdo a mistura dadeua temperatura ambiente. Depois da
incubagdo a solugcdo é purificada cohvPure Beads utilizando os tampdes de lavagem
apropriados com etanol a 70%. Ocorrera entdo a@mefio da etapa de PCR pos-hibridacao que
ocorre através da amplificada pelo termociclad@d®Aesta amplificacdo, € realizada mais uma
purificacdo comAMPure Beadseguido pela leitura da estimativa de distribuigddamanho dos
fragmentos com @gilent 2100 BioanalyzelPara essa leitura deve-se obter um pico em tgno
220 a 250 pb, e a ap0Os esse procedimento € estenqaantidade de DNA através de uma PCR
quantitativa (QPCR). O passo seguinte € o preparnixipara a fase de 6leo cder Bead “E-
Small Pouch e o preparo dos PBeadsno SOLID™ EZ Bead™Emulsifier para a PCR em
emulsdo ndSOLID™ EZ Bead™ AmplifietA amostra é armazenade 4°C até ser realizada a

etapa de enriquecimento das esferas. Essas esff@as entdo contadas através do
espectrofotdmetrdNanoDrop® e a sua concentracdo é acertada para a 750.0011251)5&@

esferagiL. As esferas sdo entdo depositadas na lamina reagentes e 0s acessorios seréao

adicionados na maquina de sequenciamento e o N@sgsado.

Apos a corrida realizada pelo equipame®@LiD 4 os dados sdo enviados ao corpo de
bioinforméatica para serem lidos através da platadotinux e convertidos para arquivos do tipo
“.bam”. Esses arquivos sdo denominadBsrie Files e sdo posteriormente interpretados pelos
programas Bioscope e/ou GATK e convertidos a uraailpla “.vcf’, acessivel pelo Microsoft
Excel para a realizacdo da analise estatisticaveriicagdo dos SNPs encontrados nos genes
selecionados. Foram utilizados dois programasntlistipara interpretacéo dos dados, devido ao
fato de que, por experiéncia nos resultados gerpdognsaios passados, foi possivel ver uma
divergéncia nos resultados emitidos por ambos ogr@mas. Desta forma, os resultados dos
dados brutos dos arquivos “.vcf” gerados tantoBioscope quanto por GATK, foram agrupados

em um Unico arquivo e os dados duplicados forartuidas. Com relacdo a
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andlise dos genes da familia das PDH3RKAR1A todos os filtros de qualidade foram
retirados. Logo, qualquer mutacdo do tipo somaiteontrada em tecido germinativo que

estivesse em um menor numero de células cancesigeangém poderia ser detectada.

3.3 REACAO EM CADEIA DA DNA POLIMERASE (PCR) E SE@NCIAMENTO
POR SANGER

Todos os éxons dos geneRKAR1Ae PDESA encontrados com alteracdes genéticas
atraveés da técnica de NGS foram amplificados erastad 48 amostras a partir da técnica de
PCR convencional (Figura 13). Esta técnica se dasaiamplificacdo seletivia vitro de
regides especificas de DNA, as quais sao delinstapda pares de iniciadores, através da
adicdo da enzimd@ag polimerase e ciclos de temperatura sucessivoszeapde causar:
desnaturacdo da dupla fita, hibridacdo e extensdmalécula. Ao contrario da NGS, esta
etapa apresenta uma vantagem consideravel reldeioaauma menor necessidade na

guantidade de DNA necessario, tempo dedicado eiéisgade.

Foram entdo desenhados oligonucleotideos iniciadoaea 0 genPRKAR1A(éxons
2,3,4,8¢e9) e para 0 geRBESA (éxons 2, 4, 7, 8, 9, 10, 13, 17, 19, 20 e 21péla4)
através do programa “BatchPrimer3 v1.0” disponieeh http://probes.pw.usda.gov/cgi-
bin/batchprimer3/batchprimer3.cgi. As condigbesapar desenvolvimento sdo as mesmas
disponiveis como padréo no site, com excecao darthmmdo produto minimo (250 pb),
tamanho ideal (400 pb), tamanho maximo (600 pbyantidade de GC% maxima (60,0%).
As condicbes utilizadas para as amplificacdes sagde acordo com o otimizado pelo

laboratério (Tabela 5).
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Figura 13 - Sequéncia de procedimentos utilizadoa pas andlises com as 48 amostras.

48 Amostras de DNA

16 amostras
selecionadas para o
SOLID

32 DNAs nao utilizado
para o SOLID
Resultados para PDESA
e PRKAR1A

Resultados das
variacdes para os 194

genes Confirmagao por

sequenciamento
direto e reverso nas
16 amostras

Identificacio dos falsos Verificacao das
positivas e criacdo de alteracfes verdadeiras
filtros de qualidade nas demais 32 amostras

Resultados para as PDEs
com excegao da PDESA

Selegao das variantes
mais provaveis de
serem positivos
verdadeiros

Analises estatisticas

Nota: Foram coletadas 48 amostras sendo que apériasam utilizadas na plataforma SOLID 4. Dos
resultados obtidos por essa plataforma, foram smipeos por Sanger todas as variantes encontrada®e
genesPDE5Ae PRKAR1AO resultado desse procedimento foi utilizadodersais genes para filtrar os falsos
positivos. Ainda mais, todos esses resultados tanfbéam confirmados nas demais 32 amostras nao
utilizadas por SOLID. Andlise estatistica forantdeipara todas as analises.

Fonte: o Autor.
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Tabela 4 - Sequéncia dos iniciadores dos éxongetossPRKAR1Ae PDESA

Gene / Exon Primer Direto Primer Reverso

PRKAR1A Ex2 CCTAGTCCCCACTTCCCTGT ATCACCTCATCATCTCCCCA
PRKAR1A Ex3 CATGCCGAAGGATCTCATTT ATGGATGAAGTTCCACCCTG
PRKAR1A Ex4 CAGGTTGCAAACGTGAAATG CTGCGATAAAGGAGACCGAA
PRKAR1A Ex8 GGCATAATATTGGCGGAAAA AAGGCTTTTCCCAAGTCCAT
PRKAR1A Ex9 AGAATGTTGAATGGGCATGG TTAGCCCACTCTTTCCCTCTT
PDESA Ex2 GGAGCTCTCAGGCATAGCAC TTCATGATTGCTATCCAATGC
PDE5A Ex4 AATGCTGATGAGGGGTTTTG TCAGATGTGAAATCATCGCTTTA
PDESA EXx7 GGGAAGCAGTTTTGAGGATG GGAGGACGACTTAGGACCGTA
PDE5A Ex8 CGATGAGAATAAGGCCATTCA CCTCAGATGAGGGAAAGCAC
PDE5A Ex9 GGCATCTAATGGACAAATCAATCTC GTCAACATCCAGGAAATAGACTC
PDE5A Ex10 AGACAATCTTTGGGTGTGTTTG TGAGGACACAATGACGGAAC
PDE5A Ex13 TGAATGCTTTGTAGTGTCTGGA CAACGAAGTAGTTTTGCCAGAT
PDE5SA Ex17 TCGAAAGCAAATGATAGAAGG CCCTCTGGAGAAATCTGACC
PDE5A Ex19 AGAGAGCACGCTTTGGACAT TGAACCCAAGAGTCTTTATTATGC
PDE5A Ex20 GTTGCAGTGAGCTGAGATGG TTGAGGGTAACACTGGCACA
PDE5SA Ex21 GAAATGAGTGTGGGATGTGG TGGATGTTGTTGATCCTTTCAG

Nota: Ex refere-se a Exon.

Tabela 5 - Protocolo utilizado para a PCR.

A) Reagentes 1rxn B) Temperatura Tempo Ciclos Delta T
H20 34,5 94°C 2 min A° C
Tampao 10x 5 94°C 30 seq|
50 mM MgCl 2 64°C 30 seg 12 ciclos -0.5°C
dNTPs (2,5 mM) 2 72°C 45 seq|
Pr1 (10 pMol) 2 94°C 30 seg
Pr2 (10 pMol 2 58°C 30 sel |20 ciclo:

DNA 2 72°C 45 seg
Taq (5p/uL) 0,5 72°C 3 min 1 ciclo
Total Volume 50

Nota: A) Quantidade de reagentes em pL, utilizagasa 1 reacdo (1 rxn) considerando as concentracfes
descritas de cada. B) Ciclos de temperatura patiidas para todos os pares de iniciadores, send@glia T

se refere a alteracao de temperatura por ciclagass

Para controle da qualidade do amplificado, o pdigt PCR foi aplicado em um gel de
agarose a 1,5%. O gel foi submetido a uma voltagerh20V por um periodo de 15 minutos. O
gel era confeccionado com 3uL brometo de etidia pasua coloracdo. Apés a corrida, o gel foi

levado a um foto documentador com emisséo de luzRdva andlise e confirmacéo do
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tamanho do produto amplificado também foi aplicadogel 5 L de um marcador de peso

molecular de 100 pb.

Apos a confirmacdo das bandas, os produtos de Re&n purificados utilizando o
reagenteUSB® ExoSAP-IT® PCR Product Cleanupsse reagente € capaz de purificar o
amplificado, removendo iniciadores e nucleotide@s utilizados sem perda de amostra. O
processo de purificagdo consiste em 3 etapas: dtuMr 5 pL de produto de PCR com 2 pL
de ExX0SAP-IT; 2) Incubar esse produto a 37 °C panihutos para degradar os iniciadores e
nucleotideos em excesso; e 3) Incubar a 80 °C Hpomihutos para inativar o reagente
EXoSAP-IT.

O material amplificado e purificado foi utilizadoara montar a reacdo de
sequenciamento direto e reverso. Para essa reacaotilizando o reagentd3igDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kitoduzido pelaApplied Biosystems utilizado de
acordocom as instrucdes fornecidas pelo fornecddfe Technologiee optimizadas pelo

laboratério (Tabela 6). Esse material entdo papsoum novo processo de purificacao.

Tabela 6 - Protocolo utilizado para a rea¢do deessgjamento.

A) Reagentes 1 rxn B) Temperatura Tempo Ciclos
H20 3,5 96 °C S se(
Tampéo 2 96 °C 10 seq]
Primer (10 pMol) 0,5 50 °C 10seg 25 ciclos
PCR (DNA) 2 60 °C 4 min|
BigDye 3.1 2 4 °C (Continuo
Total Volume 10

Nota: A) Quantidade de reagentes em pL, utilizagasa 1 reacdo (1 rxn) considerando as concentracdes

descritas de cada. B) Ciclos de temperatura patirdas para todos os pares de iniciadores.

Essa segunda purificacdo foi desenvolvida pelogyesdores do laboratorio MGL para
agilizar e facilitar o processo pelo fato de uditizompletamente uma placa de 96 pocos, e nao
tubos separadamente (Anexo 3). Esse processo camega adicdo de etanol 95% com acetato
de sodio 3M com o produto da reacao de sequenctantesse material € entdo misturado e apos
centrifugado em uma centrifuga de placa por 45 miapos é feita a inversdo do contetdo. Para

eliminar o excesso dos reagentes na placa de 98 pesgta é centrifugada
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com a extremidade superior para baixo por 1 mirdsAps pocos secos € adicionado etanol
70%, seguido por uma nova centrifugacdo por 10 miexcesso é descartado da mesma
forma utilizada anteriormente e entdo o materiabléerto em papel aluminio e armazenado

em um freezer a -20 °C até a utilizacao.

Para finalizar o processo de sequenciamento, a@ufm® da reacdo de sequenciamento
purificados sao ressuspendidos com 18 pL de forgwnii-Di, produzido pelaApplied
Biosysteme fornecido peldife TechnologiesAs placas foram entéo levadas ao sequenciador
Applied Biosystems 3130x|I Genetic AnalyZgoplied Biosystems)As sequéncias extraidas
da maquina foram analisadas pelo prograb@sergene SeqMan Pro 9froduzido pela

empresdDNASTARIisponivel no laboratorio MGL.

3.3 BIOINFORMATICA E ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos pelo programa Bioscope e GATKnfoegrupados, analisados e
organizados pelos programas da Microsoft Excel eesg 2010 da Microsoft Office. Os dados

foram complementados por informac¢des disponivessonogramas virtuais e bases de dados:

SeattleSeq Annotation 13fttp://snp.gs.washington.edu/SeattleSegAnnota8af)lutilizado

para identificar aminoacidos alterados, distancaspliceossomo, posi¢cdo na proteina e no

genoma,

IGV (http://www.broadinstitute.org/igv/) utilizado pavesualizar os arquivos do tipo “.bam”;

BioMart (http://www.ensembl.org/biomart/martview) utilizagara fazer uma verificacdo
genérica da frequéncia na populacéo e identifioamprfismos ja descritos pelas bases de

dados mais recentes;

Enseble(http://www.ensembl.org) utilizado para verificagdas sequencias de pares de bases

para a confeccéo dos primers e localizacédo dasgiites;

1000 Genomdhttp://browser.1000genomes.org/index.html) utdizapara a realizacdo da

comparacao entre populacao controle e paciente;

LS-SNP/PDB(http://ls-snp.icm.jhu.edu/ls-snp-pdb/) utilizacéa verificacdo dos possiveis

efeitos nas alteracdes na cadeia de amino&cidoutuea da proteina;

PolyPhen-2(PPH) (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) zditio para analise silico das

variacao;
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SIFT (http://sift.jcvi.org/) utilizado para analise silico das variacao; e
IPA (http://lwww.ingenuity.com/products/ipa) utilizadana a verificacdo das vias metabolicas
e em que tipos de tecidos cada gene esta envolvido.
Cada um dos polimorfismos ja descritos foram testqubr meio de analise estatistica
no programa IBM SPSS software 20 (Figura 13). Oodwtutilizado foi o teste exato de
Fisher. Valores de p<0,05 indicaram significanaagstica. Também foi calculado o fator de

risco OR dds ratig, para cada uma das variantes.



4. RESULTADOS

Foram sequenciadas duas placas, contendo 8 amestraada uma, no sistema de

NGS SOLID 4. Esse equipamento gerou uma média deitbgas de 50 bases por gene com

uma meédia de 184 kilo bases (kb) por amostra (@abel

Tabela 7 - Namero de leituras por amostra

Amostra Média de leiture Média de bast N° de bases p
por gene por gene amostra
DT1 18,7 938,5 ki 182084,5 k
DT2 18,05 902,9kb  175169,3 kb
DT3 18,99 949,5 kb 184217,1 kb
DT4 21,38 1069,1 kb  207413,9 kb
DT7 16,00 800,2 kb 155245,2 kb
DT8 18,77 938,8 kb 182142,7 kb
DT10 14,73 736,9 kb 142977,1 kb
DT12 19,35 967,7 kb 187744,3 kb
DT18 22,30 1115,2 kb 216363,1 kb
DT19 21,19 1059,9 kb  205628,1 kb
DT21 15,25 762,6 kb 147952,5 kb
DT22 22,37 1118,8 kb 217064,4 kb
DT32 21,60 1080,1 kb  209540,4 kb
DT35 19,68 984,3kb  190963,9 kb
DT38 20,82 1041,4 kb  202040,0 kb
DT45 15,58 779,4 kb 151219,7 kb

Nota: DT refere-se a amostras com CP; kb refemeki® bases
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Para a selecdo de polimorfismos foram excluidosstams parametros referentes a
gualidade e quantidade de leituras dos todos ossdaitidos pelo equipamento SOLID 4,
sendo que foram selecionados apenas as informdo8egenes’DE1A, PDE1B, PDELC,
PDE2A, PDE3A, PDE3B, PDE4A, PDE4B, PDE4C, PDE4D,EBB, PDEGA, PDEG6B,
PDEG6C, PDE7A, PDE7B, PDE8SA, PDES8B, PDEY9A, PDE10OBEP1A e PRKAR1A Das
alteracOes encontradas para estes genes foramdasatidas as mutacdes novas e para 0s
SNPs ja descritos foram mantidos apenas as lodakzem éxons e em introns a até 15 pares

de bases de éxons (Figura 13).
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Através desse método foi possivel selecionar 8Bnpdismos ou mutacdes para os
genesPDESA e PRKAR1Apelo programa GATK, enquanto na utilizacdo do &pe foi
possivel encontrar 191 alterac6es. Apenas 58 giitesaforam encontradas em ambos os
programas. O resultado total encontrado por ambagrgamas foi de 218 alterac6es genéticas
Unicas, sendo que foram encontrados 211 SNPs dest@l genes das PDEs e apenas
setepara o gerffRKAR1A(Figura 14).

Figura 14 - Os 218 SNPs encontradas pelos doisgras distintos utilizados para deteccao de vamdo
SOLID.

Nota: n° refere-se a quantidade de SNPs encontesd@sda programa.

Fonte: o Autor.

Os sete SNPs encontrados para o g#RKAR1Aatravés do SOLID, eram mutacdes
nunca antes descritas. Todos foram testados polesei@mento direto e reverso em suas
respectivas amostras. Apesar de terem sido idmudids pelos programas nao foram
confirmados por sequenciamento convencional (Safggura 13). A maior explicacdo para
esse ocorrido € de que € comum encontrar falsaBvpgsnas plataformas de NGS quando
ndo se leva em consideracdo os filtros de qualig@deuki, Onoet al, 2011). Isso pode
ocorrer para alguns casos devido ao tamanho peglanteituras e possiveis amplificaces
de pseudogenes (Knies, Schusgteal, 2012) e também devido a utilizacdo prévia daitécn
WGA causando amplificacbes errbneas em pequenagtidp@es. No entanto, devido a
tentativa de tentar encontrar quaisquer tipos dssipeis mutacdes somaticas a retirada dos

filtros de qualidade pode ter agravado o aparedon@os falsos positivos.
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Entre as 211 alteracGes encontradas nas PDEs,safpérf@ram referentes ao gene
PDESA Seis dessas foram mutacdes novas identificadaS@biD porém, assim como para
0 gene anterior, ndo foi possivel confirmar porusegiamento e, por esse motivo, foram
descartadas. Os outros 10 SNPs pREESA jA haviam sido descritos na literatura e
identificados peld 000 genoméFigura 13) e foram confirmados por sequenciament@eus
respectivos pacientes. No entanto, entre essesolifigpfismos, apenas sete SNPs foram
sequenciados em todos os pacientes remanescentgsa(AR3). Os outros trés SNPs
remanescentes ndo foram sequenciados em todos dbdgdums com CP por nao
demonstrarem significancia estatistica na amostlisada e ndo aparentarem comprometer a

estrutura da molécula (Tabela 8).

As demais mutacgdes para os outros genes foramaedas manualmente, por meio
da visualizacdo das sequéncias atraves do progi@¥Wa Esse programa permite a
visualizacdo dos arquivos convertidos para a edtehbam”. Os parametros utilizados para
separar os falsos positivos (aqueles nédo confirm@do Sanger) dos verdadeiros positivos
(confirmados por Sanger) foram: qualidade, quadadairecéo e frequéncia das leituras; os
guais foram baseados nos dados obtidos pelo segqomamto dos gend3DES5Ae PRKAR1A
Através dessa selecdo foram selecionados apenaalt€?8coes as quais os atenderam 0s
perfis de qualidade e aparentavam ser verdadeasiiyos (Figura 13). Dentre essas, apenas
17 aparentam ser mutagdes novas nunca descritbitenatura. Analises estatisticas foram

feitas para os 106 SNPs referentes aos genes desdtidla ndo analisados (Figura 13).

Outros genes comBTENP1, PTEN, ARHGAP9, CDKL5, ATPEAR, sequenciados
por SOLID, também foram submetidos as mesmas asédlis quais passaram a familia das
PDEs. O intuito dessa analise foi de testar a hemeigade de nossa populacdo com os
controles utilizados. Para esses genes foram eadast 15 alteracdes, sendo que quatro
dessas nunca foram descritas e serdo confirmadaseguenciamento direto no futuro. Os

polimorfismos remanescentes ndo demonstraram is@ndia estatistica (Tabela 9).

Para a realizacdo das andlises estatisticas, qusndmmparacdo com a populacao
mundial, foram utilizados os 1092 individuos retoa dos bancos de dados do prof60
Genomede origem mista e de diferentes localizacées dodmApéndice 1). No entanto, a
andlise da comparacédo de nossos pacientes conidunavde origem europeia foram feitas a
partir de dois bancos de dados. A grande maiogaadalises foram feitas através dos dados

disponiveis dos 379 individuos do projé@00 Genomee origem europeia. Entretanto, para
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alguns SNPs que cuja frequéncia ndo estava digdoméssa base de dado, foi-se utilizado os
dados doCLINSEQ_SNP:CSAgilerdisponivel no site Ensembl. Essa base de daddsnocom

informacgéo de algumas variantes utilizando 429%iddos de origem europeia (Apéndice 2).

Dentre as estatisticas realizadas, em relacaqaéineia alélica, foram encontrados 20
polimorfismos com significaAncia estatistica quamdonparados 0s nossos pacientes com a
populacdo de origem europeia, e apenas seis pikmos demonstraram uma significancia
estatistica para ambas populacdes descritas anerite (Tabela 9). No entanto, quando
considerado as frequéncias genotipicas, 24 polismoks demonstraram significancia entre
pacientes e europeus, e oito foram significativasa @mbas as populagd€xlds Ratiofoi

considerado apenas para as frequéncias alélicas.

Dentre as fosfodiesterases com maior significaestatistica se destacaram os genes
das PDEs 11A, 2A e 1C, seguido pelos resultado@iss 4B, 8A, e 6A. Analisi silico
com o objetivo de analisar o potencial de abakstautura da proteina foi realizada para todas
as variantes através do programa PPH (Tabela 1d3e @os 21 genes que codificam
fosfodiesterases aparentam possuir mutacoes remrad) que, entre esses, estdo os genes das
PDEs 1A, 1C, 2A, 4B, 6A, 6B, 6C, 7A, 7B,&9P0A(Tabela 12). Para essas mutacdes ainda

nao foram desenhados iniciadores para realizagueseiamento pela técnica de Sanger.



Tabela 8 - Andlise dos 10 SNPs no gene da proRzbA por sequenciamento do tipo Sanger nos 4&mpi@és com CP.

Ex02 Ex02 Ex08 Ex10 Ex17 Ex19 Ex19 Ex19 Ex19 Ex21
2 pbdo 5 pb do 15 pb do 3 pbdo
Amostra Na&o sinbnima N&o sinbnima  Sinénima Sinbnima  spliceossomo Nao sinénimo spliceossomo spliceossomo N&o sinénimo spliceossomo
rs3733526 rs17051276 rs11947234 rs148360694 rs142272118 rs114886951 rs3733524 rs3733523 15144204269 rs1045177

DTO1 A/A AIA AIA TIC C/iC AIG TIT C/C TIT G/G
DT02 A/A AIA AJA ciC CiC AIA TIT ciC TIT G/G
DTO3 A/A AIA AIA C/C C/iC AIA TIT C/C TIT G/G
DTO04 A/A AIA AJA ciC CiC AIA TIT ciC TIT AIG
DTO5 AIG AIA AIG X X AIA T/C T/C TIT X
DTO06 AIG AIC AIG X X AIA TIC T/IC TIT X
DTO7 A/A AIA AIG C/C C/iC AIA T/C T/C TIT G/G
DTO8 A/A AIA AIG ciC CiC AIA TIC TIC TIT G/G
DTO09 A/A AIA AIG X X AIA T/C T/C TIT X
DT10 A/A AIA AJA ciC CIT AIA TIT ciC TIT AIG
DT11 A/A AIA AIA X X AIA TIT C/C TIT X
DT12 A/A AIA AJA ciC CiC AIA TIT ciC TIT G/G
DT13 A/A AIA AIA X X AIA TIT C/C TIT X
DT14 A/A AIA AIG X X AIA TIC T/IC TIT X
DT15 G/G AIA AIA X X AIA TIT C/C TIT X
DT16 A/A AIA AIG X X AIA TIC T/IC TIT X
DT17 AIG AIA AIA X X AIA TIT C/C TIT X
DT18 AIG AIA AIG ciCc CiC AIA TIC TIC TIT G/G
DT19 A/A AIA AIG C/C C/iC AIA T/C T/IC TIT G/G
DT20 A/A AIA AIG X X AIA TIT T/IC TIT X
DT21 AIG AIC AIA C/C C/iC AIA TIT C/C TIT G/G
DT22 AIG AIA AIA C/C c/iC AIA TIT C/C TIT G/G

DT23 A/A AIA AIG X X AIA T/C T/IC TIT X



DT24
DT25
DT26
DT27
DT28
DT29
DT30
DT31
DT32
DT33
DT34
DT35
DT36
DT37
DT38
DT39
DT40
DT41
DT42
DT43
DT44
DT45
DT46
DT47
DT48

AIA
AJA
AIA
AJA
AJA
AIA
AJA
AIA
AIA
AJA
AIG
AJA
AJA
AIA
AJA
AIA
AIG
AJA
AIA
AJA
AJA
AIG
AJA
AIA
AIA

AIA
AJA
AIA
AJA
AJA
AIA
AJA
AIA
AIA
AJA
AIC
AJA
AJA
AIA
AJA
AIA
AIA
AJA
AIA
AJA
AJA
AIC
AJA
AIA
AIA

G/IG
AIG
AIG
A/A
A/A
AIG
A/A
AJA
AIG
AG
AJA
A/A
AIG
AIG
A/A
AJA
AJA
AIG
AJA
A/A
AIG
AJA
AIG
AJA
AIG

AIA
A/A
AIA
A/A
A/A
AIA
A/A
AIA
AIA
A/A
AIA
A/A
A/A
AIA
A/A
AIA
AIA
AIG
AIA
A/A
A/A
AIA
A/A
AIA
AIA

C/C
TIC
T/IC
T/IC
TIT
T/IC
T/IC
T/T
T/IC
T/IC
TIT
T/IT
TIT
T/IC
TIT
T/T
T/IC
TIT
TIT
T/IC
TIT
T/T
T/IC
T/T
TIT

TIT
TIC
TIC
CiC
CiC
T/IC
TIC
CIC
T/IC
TIC
CIC
CIC
TIC
T/IC
CIC
CIC
T/IC
TIC
CIC
TIC
CIC
CIC
TIC
CIC
CIC

TIT
TIT
TIT
TIT
TIT
TIT
TIT
TIT
T/G
TIT
TIT
TIT
TIT
TIT
TIT
TIT
TIT
TIT
TIT
TIT
TIT
TIT
TIT
TIT
TIT
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Nota: Ex refere-se a Exon; pb refere-se a parémsie; x refere-se aos dados ndo coletados.
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Tabela 9 - Analise estatistica em relacao a fretjaé&iélica, entre a populagdo mundial e entrepaus dos 10
polimorfismos encontrados nos seis genes para es@mogeneidade das populacdes.

Gene SNP Comparacgdo Significancia Gene SNP Comparacgdo Significancia
p=0,073 OR -
AR rs1800053 DT X ALL p= * AR rs1800053 DT X EUR 0,06 (95% ClI,
0,00-0,54)
p=0,750 OR - p=1OR -
AR rs6152 DT X ALL 1,79 (95% ClI, AR rs6152 DT X EUR 1,30 (95% ClI,
0,40-8,00) 0,28-6,06)
p=0,707 OR - p=0,657 OR -
ARHGAPY rs79948748 DT X ALL 1,08 (95% CI,| ARHGAP9 rs79948748 DT XEUR 1,37 (95% ClI,
0,25-4,60) 0,31-5,99)
p=0,574 OR - p=1OR -
ATP7A  rs113968994 DT X ALL 1,68 (95% CI,| ATP7A  rs113968994 DT X EUR 1,29 (95% CI,
0,47-5,99) 0,35-4,77)
p=1OR - p=0,767 OR -
ATP7A rs2227291 DT X ALL 0,90 (95% CI,| ATP7A rs2227291 DT XEUR 1,11 (95% ClI,
0,28-2,86) 0,34-3,63)
ATP7A rs4826245 DT X ALL p= ** ATP7A rs4826245 DT X EUR p= **
p=0,479 OR - p=0,475 OR -
PTENP1 rs111298584 DT X ALL 0,70 (95% CI,| PTENP1 rs111298584 DT X EUR 0,69 (95% ClI,
0,21-2,35) 0,20-2,36)
p=0,102 OR - p=0,375 OR -
PTENP1 rs146747019 DT X ALL 3,97 (95% CI,| PTENP1 rs146747019 DT XEUR 1,61 (95% ClI,
0,91-17,2) 0,36-7,08)
p=0,999 OR - p=1OR -
PTENP1 rs58865272 DT X ALL 0,96 (95% CIl,| PTENP1 rs58865272 DT XEUR 1,01 (95% ClI,
0,44-2,09) 0,46-2,22)
p=0,999 OR - p=1OR -
PTENP1 rs7853346 DT XALL 1,03 (95% CI,| PTENP1 rs7853346 DT XEUR 0,98 (95% ClI,
0,47-2,25) 0,44-2,16)

Nota: * dados ausentes; ** polimorfismo descritosmeam frequéncia ausente em ambas populacoes;f&€re
se aos pacientes com CP; ALL refere-se aos costdalgoopulacdo mundial; EUR refere-se aos controles

europeus.



Tabela 10 — Andlise estatistica da frequénciacalélos 22 polimorfismos maior significancia estiafs
encontrados em todos os genes das PDEs.

Gene SNP Populagao Estatistica % Alélica Estatistica % Genotipica

EUR p=0,040 OR - 1,03 (95% Cl, 0,96-1,0¢ p=0,040
PDE1C rs11595773¢€

ALL p=0,184 OR - 0,18 (95% ClI, 0,02-1,4¢€ p=0,185

EUR p=0,001 OR - 1,06 (95% Cl, 0,97-1,16) p=0,001
PDE1C rs116449276

ALL p=0,008 OR - 0,05 (95% Cl, 0,01-0,27) p=0,008

EUR p=0,040 OR - 1,03 (95% Cl, 0,96-1,0¢ p=0,040
PDE1C  rs76290787

ALL p=0,264 OR - 0,28 (95% ClI, 0,03-2,2C p=0,265

EUR p=0,040 OR - 1,03 (95% Cl, 0,96-1,09) p=0,040
PDE1C  rs78021925

ALL p=0,452 OR - 1,72 (95% Cl, 0,23-12,9) p=0,785

EUR p=0,040 OR - 1,03 (95% Cl, 0,96-1,0¢ p=0,040
PDE2A rs392818

ALL p=0,483 OR - 0,63 (95% Cl, 0,08-4,77 p=0,888

EUR p=0,001 OR - 1,06 (95% Cl, 0,97-1,16) p=0,001
PDE2A  rs11824084

ALL p=0,098 OR - 0,24 (95% Cl, 0,05-1,06) p=0,097

EUR p=0,001 OR - 1,06 (95% Cl, 0,97-1,1€ p=0,001
PDE2A rs4944557

ALL p=0,381 OR - 0,63 (95% ClI, 0,14-2,7C p=0,634

EUR p=0,000 OR - 1,10 (95% Cl, 0,98-1,23) p=0,001
PDE2A rs577536

ALL p=0,028 OR - 0,19 (95% Cl, 0,05-0,67) p=0,048

EUR p=0,003 OR - 1,03 (95% Cl, 0,96-1,0¢ p=0,003
PDE4B rs34492439

ALL p=* p=*

EUR p=0,040 OR - 1,03 (95% ClI, 0,96-1,09) p=0,040
PDE4B  rs114408173

ALL p=0,172 OR - 0,17 (95% Cl, 0,02-1,35) p=0,173

EUR p=0,040 OR - 1,03 (95% Cl, 0,96-1,0¢ p=0,040
PDE4B rs7534999

ALL p=0,587 OR - 0,86 (95% Cl, 0,11-6,41 p=0,928

EUR p=0,052 OR - 0,51 (95% Cl, 0,26-0,99) p=0,059
PDESA rs3733526

ALL p=0,080 OR - 0,55 (95% Cl, 0,29-1,04) p=0,148

EUR p=0,034 OR - 16,1 (95% ClI, 1,44-179, p=0,034
PDE5A  rs114886951

ALL p=0,005 OR - 46,4 (95% Cl, 4,17-516, p=0,005

EUR p=0,040 OR - 1,03 (95% Cl, 0,96-1,09) p=0,040
PDEGA  rs113309832

ALL p=0,295 OR - 0,32 (95% Cl, 0,04-2,52) p=0,555

EUR p=0,040 OR - 1,03 (95% Cl, 0,96-1,0¢ p=0,040
PDEGB rs61734864

ALL p=0,231 OR - 4,11 (95% ClI, 0,53-31,¢ p=0,473

EUR p=0,040 OR - 1,03 (95% Cl, 0,96-1,09) p=0,040
PDEGB rs73058408

ALL p=0,014 OR - 1,03 (95% Cl, 0,96-1,09) p=0,014

EUR p=0,040 OR - 1,03 (95% Cl, 0,96-1,0¢ p=0,040
PDE6C rs193276411

ALL p=0,148 OR - 0,14 (95% Cl, 0,01-1,14 p=0,148

EUR p=0,040 OR - 1,03 (95% Cl, 0,96-1,09) p=0,040
PDE6C  rs76999928

ALL p=0,295 OR - 3,03 (95% Cl, 0,39-23,1) p=0,297

EUR p=0,011 OR - 0,00 (95% CIl, 0,00-0,0¢ p=0,011
PDE8A  rs148254104

ALL p= * p=*

EUR p=0,040 OR - 1,03 (95% ClI, 0,96-1,09) p=0,040
PDE8B rs182775622

ALL p=0,028 OR - 0,01 (95% Cl, 0,00-0,23) p=0,028

EUR p=0,000 OR - 26,9 (95% ClI, 6,40-113, p=0,000
PDE11A rs75461311

ALL p=0,029 OR - 3,80 (95% ClI, 1,30-11,1 p=0,079

EUR p=0,000 OR - 1,10 (95% Cl, 0,98-1,23) p=0,000
PDE11A rs79903863

ALL p=0,000 OR - 0,00 (95% Cl, 0,00-0,04) p=0,000

Nota: * refere-se aos dados ausentes; % referdreguéncia; ALL refere-se aos controles da pogidac
mundial; EUR refere-se aos controles europeus.
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Tabela 11 - Frequéncia das alteragBes com signdiaé&statistica nos paciente analisados e seivpbsteito
na estrutura da cadeia de amino&cidos.

% alélica em Valor de p para

SNP Gene . Tipo / Localizagéo Efeito
Nnossos pacientes Europeus
rs11644927 PDEI1C 6,25% 0,001 Intron *
rs115957738 PDEI1C 3,13% 0,04 Sinénimo *
rs7629078 PDE1C 3,13% 0,04 Sindnimc &
rs78021925 PDE1C 3,13% 0,04 intron *
rs577536 PDE2A 9,38% 0 Splice Site *
rs11824084 PDE2A 6,25% 0,001 utr-3 *
rs4944557  PDE2A 6,25% 0,001 Sl *
No spliceossom

rs392818 PDE2A 3,13% 0,04 utr-3 *
rs34492439 PDE4B 3,13% 0,003 Sindnimo £
rs114408173 PDE4B 3,13% 0,04 intron *
rs7534999 PDE4B 3,13% 0,04 No spliceossom *
(s114886951 PDESA  2,08% 0034  NAosSinonimo - Possivelmen

vo70 : No spliceossomo danoso
rs3733526 PDESA 11,00% 0,052 Nao Sinénimo Benigno
rs113309832 PDEGA 3,13% 0,04 intron *
rs73058408 PDE6B 3,13% 0,04 No spliceossom *

Sinénimo

rs61734864 PDE6B 3,13% 0,04 No spliceossomo *
rs193276411 PDE6C 3,13% 0,04 intron £
[$76999928 PDE6C 3.13% 0.04 Nao Sinénimo Possivelment

=370 : No spliceossomo danoso
rs148254104 PDESA 3,13% 0,011 Sindbnimo £
rs182775622 PDESB 3,13% 0,04 Sinénimo *
rs7990386 PDE11A 9,38% 0 Nao Sindénim Danosi
rs75461311 PDE11A 12.50% 0 intron *

Nota: Analise da frequéncia encontrada na populggitente com a intercalagdo dos dados dos programa
SeattleSeq, PPH e SIFT de cada polimorfismo, grafsiéncia estatistica quando comparado com alpggo
europeia. Utr-3 refere-se a regido ndo traduziddicke 3'; * refere-se aos dados ndo passiveis dense
calculados pelos programas PPH e SIFT.



Tabela 12 - Localizagdo das mutacbes, efeitosg@ércias.

Troca Posicdo do Distancia do Leituras Leituras % alélica

Cromossomo Posi¢éo de Tipo Aminoacido spliceossomo Genotipo PPH SIFT  normais\ totais nos

alelos mutadas pacientes

AR chrX 66779967 CIT Sin6nimo 587 8 1/1 * Toleravel  4\37 41 6,25%
ARHGAP9 chri2 56159777 AT intron 3 0/1 * * 7\3 10 3,13%
CDKL5 chrX 18512295 A/G intron 7 1/1 * * 4027 31 6,25%
PDE1A chr2 182813268 CIT intron 2 0/1 * * 20\6 29 12,50%
PDE1A chr2 183095311 A/G Sin6nimo 11 0/1 * Tolerdve  47\35 82 3,13%
PDE1C chr7 31884155 G/T ASN,HIS 149 0/1 Benigno  Toleravel 28\17 45 9,38%
PDE2A chri1 71993818 AT INTRON 10 0/1 * * 11\5 16 3,13%
PDE4B chrl 66231291 C/G ASN,LYS 38 0/1 Benigno  Toleravel  26\36 62 3,13%
PDE4B chrl 66570862 C/T  ARG,TRP 68 o Posdsgﬁlgem‘ Danoso  35\7 43 3.13%

Possivelmente
PDEGA chr5 149304164 A/G LEU,PRO 89 0/1 danoso Danoso  27\17 44 12,50%
PDE6A chr5 14929436, T/C  ASN,SER 196 01 Pozs;‘;‘zlgem' Danoso  35\8 44 313%
Possivelmente

PDE6B chr4 618602 CIT THR,ILE 202 0/1 danoso Danoso 19\5 24 3,13%
PDE6B chra 649077 CIT GLN,STOP 743 0/1 * * 13v 17 3,13%
PDE6C chr10 95408566 A/G intron 0/1 * * 16\16 32 3,13%
PDE6C chr10 95395810 CI/T intron 14 0/1 * * 40\11 51 12,50%
PDE6C chr10 95411802 GIC intron 2 0/1 * * 16\5 22 3,13%
PDE7A chr8 66798399 AT LYS,STOP 366 0/1 * * 9\7 16 3,13%
PDE7B chré 136536633 A/G MET,ILE 239 6 0/1 Benigno  Toleravel 28\28 56 3,13%
PDE9A chr2l 43063910 G/IT  LEU,ARG 406 o Pozsé‘fo'gem‘ Tolerave  22\7 20 3,13%
PDE10A chré 165782464 GIT intron 7 0/1 ' * * 28\5 33 6,25%
PTEN chrl0 89643765 AT ILE,ASN 28 4 01 Posds;‘:ggem‘ Danoso  48\8 56 3,13%
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Nota: Tabela gerada pela utiliza¢gdo dos dadosalowar VCFea intercalagéo dos dados do Seattl@ld,e SIFT. * refere-se a dados nédo passiveisrdenscalculados

pelos programas PPH e SIFT.
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5. DISCUSSAO

No inicio de 2011, devido aos resultados positigosviamente publicado por Faucz
(Faucz, Horvatlet al, 2011), foi levantada a hipotese de que, alérRDB11A os demais alvos
dos medicamentos relacionados a disfungédo erétibdan poderiam estar envolvidos com o
desenvolvimento do CP. Esses medicamentos sdo dbanda inibidores de PDES5, por terem
como efeito primario a sua inibicdo e como um efsgcundario a inibicdo das PDE11 e PDE6. A
PDES esta presente em grande quantidade no corpmoao do pénis, na prostata, musculo liso,
pulm&o, cerebelo e coragdo. Devido a sua distdoyigs PDE-5i, além de serem utilizados para
tratar o problema de impoténcia, passaram a deradtbs para a melhora na qualidade de vida
apos prostatectomia radical (Haffner, Landisal, 2005), para a diminuicdo nas chances de
desenvolvimento de cancer de prostata (Chavezt Saffield et al, 2013), para controle da
hipertensdo pulmonar (Croom e Curran, 2008) e pamcuperacao e melhora na evolugdo do

prognostico de doencas cardiovasculares (Lee g Ra%8).

Contudo, a relacédo da atividade da PDE5A no teprdstatico e nos demais tecidos
ainda ndo foi totalmente esclarecida. Sabe-se @sa #DE desempenha um papel
fundamental no controle da quantidade intraceldeecGMP (Hamilton, Het al, 2013), e
consequentemente na inibicdo de proliferacédo pde RKPKA. A alteracdo da quantidade
desse segundo mensageiro também esta relacionatda aespolarizacdo da membrana,
responsaveis pela degradacéo e inibicdo de 86%ualatiqade livre de cGMP na prostata
(Hamilton, Huetal., 2013).

Em funcéo do principal objetivo deste trabalhoré&zglizado uma andlise completa de
toda a regido codificadora do gedABE5A em tecido com cancer de préstata. As frequéncias
dos polimorfismos encontrados foram comparados aammostra neutra db000 Genome
Através dos dados de sequenciamento obtidos, 13 $&NBmM encontrados na populacdo
paciente. No entanto apenas um demonstrou sigmifi@éestatistica para a predisposicao
geneética (rs114886951), enquanto um segundo SNErdpa estar no limite da significancia
(rs3733526) (Tabela 11).

A alteracdo referenciada como rs114886951 foi cmafila em 2 individuos, em

heterozigose, entre os 48 pacientes (2,1%) atdvésetodo de sequenciamento de Sanger.
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Enquanto em controles neutros, selecionados ao aeggopulacao, foi encontrado um dnico
individuo dentre os 1.092 (<0,001%) da populacaadial, e este era de origem europeia. A
significancia estatistica desse resultado é de0B40s com o Odds Ratio (OR) de 16,1 (95%
Cl, 1,44-179) (Tabela 11). Através deste calculiimesse que a presenca dessa alteracdo
podera elevar as chances de predisposicdo ao céacprostata em até 16 vezes. Esta
alteracéo esta localizada na base 2.333 do cDNA segunda base do inicio do éxon 19, a
gual resulta na alteracdo de uma isoleucina paia tugonina no aminoacido numero 778
(p.le778Thr). E importante lembrar que, existe assibilidade de que, em alguns casos,

alteracdes em regides de corte possam causar delegainclusdo de um éxon inteiro.

O aminoéacido 778 esta inserido proximo ao final ddoninio catalitico (Uniprot,
2012), assim como também faz parte de uma dadwssisecundarias de alfa-hélice (Ryan,
Diekhanset al, 2009; Uniprot, 2012). Através de mecanismos @wipo da conformacéo
tridimensional da proteina é possivel estimar o quao profundo &stalizado cada
aminoacido dentro do centro proteico, resultandénaaessibilidade a solventes. Mudancgas
radicais no tipo de residuo de aminoacido dentreeatdro da proteina podem resultar na
desestabilizagédo geral do seu funcionamento (Rpeekhanset al, 2009). Levando em
consideracdo o software de predicdo das conseqsérmiz alteracdo de aminoacidos
PolyPhen-2 (PPH), o qual se baseia em fatore$igcevolutivos para suas consideracdes
comparativas, essa alteracdo no aminoacido 778taegauem uma desestabilizacdo da
proteina (Adzhubei, Schmidt al, 2010).

O que torna esse resultado ainda mais interessante fato de que existe a
possibilidade de que alguns dos controles tambémegteem alelos da predisposicdo ao
cancer. Isso pode ocorrer pelo fato de serem haldd neutros (controles néo rastreados e
ndo caracterizados). No entanto, € indispensawehlezacdo de uma analise funcional dessa

mutacéo para fornecer informacfes mais concretaspaito dos seus efeitos sobre a proteina.

A segunda alteracdo encontrada cuja frequénciaostrau significativa € conhecida
como rs3733526. Este é o polimorfismo mais frequentgene PDE5SA em todas populagdes
estudadas. De acordo com o projed®0 genoma frequéncia na populacdo mundial do alelo
G é de 19%, no entanto, entre as diferentes pdpesagssa frequéncia varia, sendo que é
mais comum na populagcéo de origem africana (32% @&8), com frequéncia intermediaria
na populacao europeia (20%) (Tabela 11) e mengsdrege na populacdo Asiatica (9%). A

frequéncia do alelo G encontrada entre os pacieate®ssa populacao (11%) foi menor
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guando comparada com a europeia p=0,052; OR -(0%% CI, 0,26-0,99). Esse resultado
sugere que a presenca do alelo pode resultar neito gfrotetor do desenvolvimento da
doenca. No entanto, apenas com um numero amosHtalr reeria possivel elucidar a

verdadeira significancia dessa variante.

Esse polimorfismo esta localizado no aminoacidondenero 93 e resulta numa
alteragcdomissensepela substituicdo de uma alanina por uma valinaa B®sicdo néo
pertence a nenhurtipo de dominio proteico conhecido e, assim comeshl4886951,
compdem uma das estruturas alfa-hélice da pro{&yan, Diekhanst al, 2009; Uniprot,
2012). No entanto a sua acessibilidade aos sokleatentermediaria. Acredita-se que
alteracOes nos residuos de aminoacidos que egtastes aos solventes podem desempenhar
um papel na capacidade da proteina de interagirotras moléculas (Ryan, Diekhagtsal,,
2009). Todavia, 0 mecanismo de previsao de altenagdecular PPH descreve essa alteracéo

como ndo danosa a cadeia de aminodcidos (Adzisdianidtet al, 2010).

Dessa forma, a predominancia do alelo menos freguiste polimorfismo poderia
estar associado a alteracdo interacdo da enzimaocambiente intracelular devido a sua
localizacéo na proteina. Dessa foram sugerindo feitogparecido ao que foi encontrado na
atividade da PDE3 com a divergéncia de seu substsyiecifico (Tang, Jareg al, 1997).

Contudo, o seu efeito principal s6 sera revelads @xperimentos apropriados.

A fosfodiesterase 5A provavelmente ndo € a prihcpasadora do CP, mas devido a sua
capacidade de interagir com varias vias de prelif@o e apoptose, faz com que se torne
fundamental entender melhor o seu funcionamentagima-se que a utilizacdo dos inibidores
temporarios como sildenafila, em baixas concengm¢possa trazer efeitos complementares a
outras formas de tratamento mais eficazes. A iagdiv e o0 mau funcionamento constante, como
em casos de alteragBes genéticas nocivas e tratameimterruptos com tadalafila, podem trazer
efeitos opostos dos esperados em um curto praasdda falta de conhecimento disponivel
sobre a real atuacdo nos tecidos em que € expeesshzacao precoce dos seus inibidores como

uma opcéao de tratamento poderia ser consideradéfac@ade dois gumes”.

Apesar dos gene®DESA e PDE11A se demostrarem relevantes no aumento da
suscetibilidade de desenvolvimento do CP, ndo apazes de explicar o surgimento da doenca,

visto que, ndo sdo o0s Unicos genes expressos mtatproDevido a seletividade e atuagéo

especifica de cada PDE imagina-se que estdo deatamelacionadas com a capacidade de



63

proliferacdo celular em tecidos especificos (Frarei Corbin, 1999). Acredita-se que a
homeostase do funcionamento de todas as PDE enmuntonpossam evitar eventos
intracelulares de predisposicdo ao cancer, sendo wu conjunto de desarranjos ndo so
poderia significar a origem da doenca como tambéma maior facilidade de metastases
(Levy, Horvathet al, 2011).

Por esse motivo, como objetivo secundario destaltna, foi realizada uma verificagdo
das variantes codificantes dos demais PDEs. Comutado foram encontrados 18 SNPs, ja
previamente descritos, que demonstraram signifia&statistica espalhada pelos genes:
PDE1C PDE2A PDE4B PDE6A PDE6B PDE6C PDE8BAe PDES8B (Tabela 11); e 17
novasmutacgoes espalhadas pelos geR&E1A PDEL1C PDE2A PDE4B PDEG6A PDEGH
PDE6C PDE7A PDE7B PDE9Ae PDE10A(Tabela 12).

Quando verificada a frequéncia da maioria dessasgbes ja descritas na literatura,
nota-se a auséncia completa em individuos cauesqidrém estdo presentes na populacao
mundial. A principio, sem verificar a frequénciassigs alteracdes nas demais populacdes,
pode-se imaginar que 0 seu aparecimento estagedain com uma possivel contaminagao
por miscigenacdo da populacdo. No entanto, quaenmdd em consideracdo a frequéncia
dessas alteragBes em outras populac¢des, usandoezemplo o individuo DT02, que possui
um menor numero dessas combinacdes, encontra-sehamee estimada inferior a 1 em 142

mil de acontecer ao acaso. Ademais, essa combimBc&NPs raros ndo ocorre em apenas
um individuo, mas sim em 25% do conjunto amosirabéla 1§).

Através da tabulacdo dos dados foi possivel varificpresenca de pelo menos duas
novas mutagcdes em outros nove individuos (Tabe;r’a TBestes, somente um individuo
possuia apenas um SNP significativo (Tabe%,]éBum outro ndo possuia qualquer tipo de

mutacao ou polimorfismo relacionado as PDEs (Tab@‘\)a



Tabela 13 - Combinacéo das alterag6es com signdia&statistica em seus respectivos pacientes.
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Novel

pro1!

pDTO2!

DT03! PDE6GC
DT04*

PDE6CDTO72
PDE7BPDE10A

PDE1ADTO08?
PDE6APDEGC

DTlOZPDE6A
PDE6C

DT122 PDE1A
PDE6B

DT183
PDE1A
PDE4BDT19°
PDEGAPDE6GB

PDE7ADT21
PDEGA

PDE1A

PDE1C
PDE1C

PDE2A
PDE1A

PDE6C
PDE1C

PDE4B

pT452 ppE1od DEOA

DT222

DT322

DT352

DT381

PDE1C

rs11595773

rs7629078
rs7802192¢

rs11644927

rs116449276

PDE2A PDE4B PDESA PDEGA PDE6B
rs57753
rs11824084 rs11488695
rs494455
rs392818
rs1182408 rs11440817
rs4944557
rs3733526
rs3733526
rs3733526
rs577536
rs3449243 - 1s7305840
rs7534999 rs11330983. 561734864
rs3733526

PDE6C PDESA PDESB
rs193276411
rs76999928
rs148254104
rs182775622

PDE11A

rs7990386
rs75461311

rs75461311

rs7546131

rs7990386:

rs79903863

rs7546131

Nota:! Os quatro pacientes com pelo menos 4 alteracégsentes somente em negroitfe@;s nove pacientes com pelo menos 2 mutacdes roasidividuo com apenas
1 SNP com significancia estatistiés® paciente sem alteracdes significativas nos gasmesfosfodiesterases.
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Esses resultados ndo sO confirmam a associacaé® RDE11A com o cancer de
préstata previamente descrita, mas também demonspma um conjunto de desarranjos em
diferentes PDEs podem estar associados com o sngginda doenca. E importante observar
gue as chances de que existam trés mutacoes nmvasma frequéncia de 12% em nossa
populacdo (Tabela 12) € bastante pequena. Essaéfreg sugere a existéncia de falsos
positivos, apesar de terem sido tomados todosidadns para a sele¢ao e caracterizagcédo das
mutacdes. Dessa forma, € de imprescindivel impaeganrealizacdo do sequenciamento para
a confirmacéo dessas mutacoes antes de qualqueus®m a respeito desses genes. Também,
guando analisado os efeitos de cada um dos polsmw$ associados com o cancer de

prostata, verifica-se que nove sdo SNPs sindnis®iNRs) (Tabela 11).

Até pouco tempo, sSNPs eram considerados silersiiogstamente por nao
ocasionarem alteracfes na sequéncia de aminoadidosntanto, recentemente um grupo
conseguiu provar que alteragdes nao sinbnimas @PsSANSSNPs possuem chances parecidas
de estarem associadas com o desenvolvimento deasyesendo também capazes de gerar
efeitos similares (Chen, Davydat al, 2010). Exemplos de como essas trocas de bases
podem influenciar: a) AlteragOes de regido de reeoimento dos spliceossomos capazes de
silenciar éxons inteiros e gerar proteinas nao idmadis; b) Instabilidades da estrutura
tridimensional do RNAm, sendo que essas diferepgdem resultar em uma maior facilidade
de degradacdo e/ou dificuldade no inicio da traolugérando uma menor quantidade de
proteinas; c) Acredita-se na existéncia de umaicaéa velocidade de traducdo, sendo que
cédons mais raros estariam no inicio da traduggiaiam responsaveis por frear e evitar um
congestionamento, enquanto 0os mais comuns estaf@® os 50-60 codons iniciais para
agilizar o processo. Dessa forma alteragfes sShidRripm diminuir a velocidade de sintese
proteica ou até mesmo um enrolamento incorretaalaipa resultando em proteoxicidade; d)
sSNPs podem interferir nas pausas de traducdo sarcalteracbes nas conformacdes
secundarias e terciarias, resultando em conformsag@@imensionais diferentes (Sauna e
Kimchi-Sarfaty, 2011). Desta forma fica claro qagesar da maior parte das alteracoes
encontradas serem sinénimas, esses polimorfismdsnpgerar um mau funcionamento da

proteina final podendo promover o desenvolvimeetaahcer.

O outro gene analisado por esse estud®RKWAR1AEste gene codifica a subunidade
regulatoria Rt da PKA, a qual é ativada pelo segundo mensagéikdPce, através dessa

interacdo, regula a atividade catalitica de topgeoteina. Quando desassociada, a regido
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catalitica possui a capacidade de gerar uma cadeatasforilagdo resultando em: expressao
génica, proliferacdo celular, sinalizacdo por BANOS, ERK, Ras, Raf, Wnt e outras vias
(Robinson-White, Hundlegt al, 2003; Chen, Gintet al, 2005; Mantovani, Laniat al, 2008;
Larizza, Gervasinet al, 2009; Bir, Xionget al, 2012). Como a Ri é a principal subunidade
regulatoria, e € expressa em quase todos os tepidiosipalmente em tecidos endocrinos
(Robinson-White, Hundlegt al, 2003), acredita-se que qualquer alteracdo qu@mmneta a sua
funcdo possa causar uma dissociacdo prematuraulasidades cataliticas e uma possivel

fosforilacdo descontrolada de seus alvos espesifidantovani, Lani&t al, 2008).

N&o é esperado que individuos nascam com mutaesés gene, devido a importancia de
seu funcionamento. Normalmente alteracbes congémitste gene estdo relacionados ao
desenvolvimento de sindromes. O que se esperapaas0s esporadicos sdo mutacdes ao acaso
durante o desenvolvimento adulto do individuo ca@notumores de ovario, cancer de tireoide
(Bertherat, Horvathet al, 2009), tumores de Células de Sertoli Calcifica@oSCSCT) e
Leucemia Promielocitica Aguda (APL) (Catalano, Damwst al, 2007). Erros genéticos que
possam ser passados para o progénito ou desermvaluidnte a fase embrionaria, estdo mais
associados com doencas como Complexo de Carneyug$ng Kirschneret al, 2002) e

Sindrome de Cushing (Horvath, Bossisal, 2008; Bertherat, Horvatt al, 2009).

Existe uma grande relagéo entre a atividade da B#A o desenvolvimento do CP
(Chung, Furihatat al, 2009; Desiniotis, Schafat al, 2010). Muitos estudos de GWAS e
LOH sugerem que o locus em que este gene estddmseruma das causas da doenca
(Gudmundsson, Suleet al, 2007; Eeles, Kote-Jarat al, 2008; Sun, Purce#t al, 2008;
Eeles, Kote-Jaraet al, 2009; Penney, Salinast al, 2009). Outros fatores que levam a
acreditar na importancia dessa proteina é a skdad® do tecido prostatico ao cAMP
(Faucz, Horvathet al, 2011), os altos niveis desse segundo mensageiroteeido
cancerigeno ja foramssociados com a doenca (Dimitriadis, Giannekial, 2008; Sarwar,
Sandberget al, 2013) e também a sua capacidade de tornar o thonordnio-independente
(Tortora, Pepet al, 1994; Sarwar, Sandbeegal, 2013).

Apesar de todos os indicios e expectativas em dangenética desse gene, nenhuma
variabilidade genética pode ser observada. Esgmeiasde mutacdes exclui a hipotese de que a
funcionalidade da regido regulatoria da proteingd RiSteja comprometida em pacientes com
cancer de proéstata. Devido a ndo identificacdo déagdes que possam gerar alteracdes da

proteina, esse trabalho também pode sugerir gtikzagfio das quantidades intracelulares de
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cAMP esta de acordo com a funcionalidade esperada gssa proteina. Dessa forma, um
possivel excesso desse segundo mensageiro namipeewe sua falta de utilizacdo, no
entanto, pode-se imaginar que uma provavel origara p seu excesso seria pela falta da

hidrolizacdo da molécula.

Este trabalho traz uma grande contribuicdo parae® roientifico pbér provar que a
sequéncia exbnica para o getiRKAR1Aencontrada em nossos pacientes é a mesma eneontrad
em controles. Contudo, ndo se pode esquecer daigda existem varias evidéncias de que a
PRKAR1Aest4 associada com o desenvolvimento do cancerd#ata. Os seus niveis de
expressao ja foram encontrados em maior quanteladecido afetado quando comparado com o

tecido normal, assim como, o l6cus do gene j&didemente associado a doenca CP.

Apesar do presente trabalho mostrar que a sequdmeiminoacidos esta de acordo com o
esperado para um individuo normal, ele ndo exchossibilidade da associagdo do gene com a
doenca. E importante lembrar que ainda existemasyiossibilidades de erros genéticos como
metilacdo errénea, LOH e outros fatores de trag@orenvolvidos no processo, 0s quais nao
foram abordados por este estudo. Porém, os trabdkassociacdo que identificaram o lécus
cromossOmico, ndo identificam a posicdo exata dblpma (Bertherat, Groussgt al, 2003;
Yeager, Chatterjeet al, 2009; Haiman, Cheat al, 2011). Isso pode significar a existéncia da

possibilidade de que outros genes, proximos aegia@o, sejam os verdadeiros envolvidos.

Além da analise estatistica realizada para os geréancentes a familia das PDEs e o
PRKAR1A0 presente trabalho também adicionou a sua erlisos 6 genes, tentando assim
provar a homogeneidade dos pacientes com os cesmmelitros (populacédo nao rastreada) do
1000 Genome Projech analise desses genes resultou na verificacdd &NPs ja descritos,
gue na sua totalidade ndo mostraram diferencafisiga através de analise estatistica.
Também é relevante lembrar que apenas 21 demamstan p<0,05 entre as 133 variantes

descritas e analisadas.

Atualmente ja € aceito pela comunidade cientifiagtilzacdo do projetd 000 Genome
como controles, justamente pelo fato da sua capdeidinica de trazer informacdes sobre
algumas doencas complexas (Curtin, éesl, 2009). E importante destacar que um dos motivos
para a constituicdo desse projeto €, justamente,pg@squisadores utilizem esses dados como
controles ou informacdes adicionais para compasmg@den suas amostras de pacientes com

doencas especificas ou de outras popula¢cbes (GerRnmject, Abecasest al, 2010).
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Muitos trabalhos também vem discutindo a capacidxdepcional deste projeto de detectar
mutacOes raras em diferentes populacbes (GenonogectPrAbecasiset al, 2012) assim

como a qualidade dos resultados obtidos (ClarkengiBradleyet al, 2012).

E importante lembrar que a doenca caracterizadeo coéincer de prostata ja foi
demonstrada por varios autores estar quase queesaifie em homens idosos (Sakr, Haas
al., 1993; Sakr, Grignort al, 1996; Gronberg, 2003). Um desses autores descopwe as
chances do aparecimento de cancer de préstata tumprogressivamente com o avangar da
idade (cerca de 10%, 30%, 40%, 45%, 70% e 80% nal®3352, 62, 72 e 82 década,
respectivamente) (Sakr, Grignenhal, 1996). A utilizacdo de controles neutros ja ézaiilo
em muitos estudos sobre a etiologia do cancer dstgia, pois acredita-se que 0 uso de
controles rastreados apenas forneceria informagdbse a deteccdo de casos precoces,

enqguanto fatores de marcacao tardios mais impegdicariam mascarados (Martin, 2007).

Apesar de que a populacao brasileira é considexada Unica, devido ao alto grau de
miscigenacao entre as diversas populacdes de mantisentes com as nativas torna a nossa
genética incapacitada de comparar com as dos aksues de seus ancestrais (Alves-Silva,
Santoset al, 1999; Ribeiro, Santost al, 2002), deve-se considerar também que a maior
parte da imigracdo no Brasil € originaria dos paiseropeus e que, ainda hoje, existem
maiores concentracdes dessas populagbes conserpaidagpalmente no sul do pais
(Aronson, 1975). Alguns trabalhos ja demonstrarasemelhanca genética entre a nossa
populacao caucasoide com as de origem europeialé®@g Hutzet al, 2000; Faucz, Probst
et al, 2000; Martins, Silvat al, 2010; Giacomazzi, Aguiat al, 2011).

Deve-se considerar que além dos fatores étnicosogrdficos existem genes que
permaneceram mais ou menos conservados durante@spo evolutivo e as fosfodiesterases
possuem sequéncias e func¢des altamente consemtataspécies (Halpin, 2008). Isto sugere
gue qualquer tipo de alteracdo drastica na suan@aspode acarretar em consequéncias
graves. Outrossim o cancer de prostata € uma daglobal e aparenta ter uma origem
comum (Niclis, Diaz Mdeét al, 2012; Siegel, Naishadhaghal, 2012).

Desta forma, dependendo dos fatores analisados pogaulactes alvo de estudo, o nivel
de contaminacdo por miscigenacdo pode ser insuoffcipara descaracterizar a amostra. Assim

sendo, esse estudo tenta contra argumentar a aidage de comparacao genética dada da
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exclusividade de origem do material genético daufamg@io brasileira se levado em

consideracao alguns critérios na hora da seleciindividuos.

E importante também lembrar, que existe a possitule de ja terem ocorrido varios
erros de associacao a polimorfismos raros com dseogmuns antes do inicio do projeto
1000 Genome principalmente pela falta de um banco de dado ceimpkaracterizando o
material genético nas diversas populacdes mundiais. Commmgepode ser citado a
associacdo da mutacdo p.Ser827Gly no gene PATCHEE»h individuos com
holoprosencefalia (Ming, Kaupast al, 2002). Somente ap0s uma década essa mesma
mutacéo foi descrita como rara em individuos asate ndo responsavel por causar a doenca
(Huang, Buet al, 2013), no entanto, ja poderia ter chegado a@ssausao anteriormente se
algum pesquisador tivesse comparado essa mutaghoosoresultados do projetb000
Genome(Genomes Project, Abecasst al, 2010). Dessa forma fica claro a autenticidade e
confiabilidade utilizada neste trabalho, porém texia necessidade de que o projeto seja
continuado e que todas as mutacdes encontradas sejafirmadas por sequenciamento

convencional antes de serem apresentadas ao raetdico.

6. CONCLUSAO

Através da utilizacdo da plataforma de NGS e pqueeciamento do tipo Sanger, foi
possivel analisar os genes responsaveis pela @odias proteinas envolvidas na degradacgéo
de cAMP e cGMP (a familia das fosfodiesterases) egenePRKAR1A Os dados das
variacOes obtidos por essas plataformas foram ddbsle entdo foram realizadas analises
estatisticas entre pacientes e controles. Nao feracontradas alteragdes genéticas no gene
PRKARI1A capazes de modificar a sequéncia de aminoacidasice foi encontrado

significancia estatistica com qualquer polimorfigddescrito.

Também foram analisadas todas as variantes catiisalo gend®’DESA que, através
dessa analise, foi possivel chegar a conclusdoegistem 2 alteracdes provaveis de estarem
envolvidas com o desenvolvimento do CP. A alteragdd4886951 aparenta estar relacionada

com uma possivel desestabilizacéo do centro daipeoe da regido regulatéria, enquanto a
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rs3733526 aparentemente parece estar relacionatda capacidade da proteina de interagir

com o ambiente externo.

Entre os demais genes da familia das fosfodiesterfs possivel encontrar varias
alteracOes ja descritas entre as diferentes PD&gliferentes pacientes que aparentam estar
associadas com a doenca. Além dessas alteracOpssivel encontrar mutacées novas e
aparentemente relacionadas especificamente coraergaloEssa analise levou a concluir que
um conjunto de polimorfismos pode causar um des@Eimultaneo nas diferentes PDEs e

alterar a homeostase dos segundos mensageirogdpogtmuma das causas de CP.
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Frequency 2 15(93,75%) Frequency 2 14(87,5%)
PRS 44 0(0%) PRS 44 0(0%)
2 1(6,25%) 2 2(12,5%)
T 13(0,595%) T 17(0,778%)
ALL 0,184 OR - ' ALL 0,029 OR -
Allelic 3 2171 (99,40%) P Allelic 3 2167 (99,22%) P
PDEIC  rs115957738 0,18(95%Cl, | PDE6B  rs115775983 0,11 (95% Cl,
Frequency PRS 1 1(3,125%) 0,02-1,46) Frequency PRS 1 2(6,25%) 0,02-0,53)
3 31(96,87%) 3 30(93,75%)
1 0(0%) 1 0(0%)
AL 33 1079 (98,80%) AL 33 1075 (98,44%)
Genotype 13 13 (1,190%) p=0,185OR - Genotype 13 17 (1,556%) p=0,028 OR -
PDEIC  rs115957738 0,18(95%Cl, | PDEEB  rs115775983 0,11 (95% Cl,
Frequency 11 0(0%) 0,02.1.47) Frequency 11 0 (0%) 002.0.52)
PRS 33 15(93,75%) PRS 33 14(87,5%)
13 1(6,25%) 13 2(12,5%)
2 8(0,366%) T 6(0,274%)
ALL 0,008 OR - ' ALL 0,096 OR -
Allelic 4 2176 (99,63%) P Allelic 3 2178 (99,72%) P
PDEIC  rs116449276 0,05(95%Cl, | PDE6B  rs147482003 0,08 (95% Cl,
Frequency PRS 2 2(6,25%) 0,01-0,27) Frequency PRS 1 1(3,125%) 0,00-0,73)
4 30(93,75%) 3 31(96,87%)
2 0 (0%) 11 0 (0%)
AL M 1084 (99,26%) 0008 AL 33 1086 (99,45%) 00570
0,008 OR - p=0,097 OR -
Genot 2 8(0,732% p=0, Genot 13 6(0,549% /
PDEIC  rs116449276 enotype (0.732%) 0,05(95%Cl, | PDEEB  rs147482093 enotype (0,545%) 0,08 (95% Cl,
Frequency 2 0(0%) 001.0.26) Frequency 11 0 (0%) 000.0.73)
PRS 44 14(87,5%) PRS 33 15(93,75%)
2 2(12,5%) 13 1(6,25%)
T 2158 (98,80%) T 2167 (99,22%)
ALL 0,326 OR - ' ALL 0,231 OR -
Allelic ) 26 (1,190%) P Allelic 3 17(0,778%) P
PDEIC  rs117088924 2,67(95%Cl, | PDE6B  rs61734864 4,11 (95% C,
Frequency PRS 1 31(96,87%) 0,35-20,3) Frequency PRS 1 31(96,87%) 0,53-31,8)
2 1(3,125%) 3 1(3,125%)
1 1066 (97,61%) 1 1076 (98,53%)
AL 2 0(0%) AL 33 1(0,091%)
p=0,327 OR -
Genotype 12 26(2,380%) Genotype 13 15 (1,373%)
PDEIC  rs117088924 2,73(95%Cl, | PDE6B  rs61734864 p=0473
Frequency 11 15 (93,75%) 0,34.21.4) Frequency 11 15(93,75%)
PRS 2 0(0%) PRS 33 0(0%)
12 1(6,25%) 13 1(6,25%)
T 2087 (95,55%) T 59(2,701%)
ALL =10R-0,69 ' ALL 0,058 OR -
Allelic 3 97 (4,441%) P Allelic 4 2125 (97,29%) P
PDEIC 1860790 (95%C1,009- | PDE6B  rs61760239 0,26 (95% Cl,
Frequency PRS 1 31(96,87%) 5,13) Frequency PRS 1 3(9,375%) 0,07-0,90)
3 1(3,125%) 4 29(90,62%)
1 997 (91,30%) 1 0(0%)
AL 33 2(0,183%) AL M 1033 (94,59%)
Genotype 13 93 (8,516%) Genotype 14 59 (5,402%) p=0,055OR -
PDEIC  rs1860790 p=0916 PDE6B  rs61760239 0,24 (95% Cl,
Frequency 11 15(93,75%) Frequency 11 0 (0%) 0,06.0,89)
PRS 33 0(0%) PRS a 13(81,25%)
13 1(6,25%) 14 3 (18,75%)
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7
Allelic ALL ; 14:;9(12727'63632) FOEEC Allelic ALL i 21;4(%1))%) ORI
PDEIC 152302450 ; - — Los(oswal, | poees  rs7sossaos - — 1,03 (95% CI,
requency RS (21,87%) 0,45-2,43) (EEEE) PRS (=) 0,96-1,09)
3 25 (78,12%) 3 31(96,87%)
1 53 (4,853%) e 0 (0%)
AL 33 650 (59,52%) AL 33 1092 (100%) 001408
p=0, -
Genot: 13 389 (35,62% Genot 13 0 (0%
PDEIC  rs2302450 enotype { ) p=0,397 PDE6B  rs73058408 enotype (0%) 1,06 (95% CI,
Frequency 1 0(0%) Frequency 1 0 (0%) 0,93-1,21)
PRS 33 9(56,25%) PRS 33 15 (93,75%)
13 7 (43,75%) 13 1(6,25%)
7 m
Aleli ALL ; 1472577('1’3: ;‘;%/0)] [FOEEC Aleli AL i ;;:5(159;:45852) AR
PDEIC  rs3213709 ; e - e 094 (95%Cl, | PDESC  rs11187564 ; e - — (95% Cl, 0,24-
reauency  pgs ([BER) 0,38-2,32) reauency  prs B 13,1)
3 6 (18,75%) 4 31(96,87%)
1 705 (64,56%) 2 5(0,457%)
AL 33 40(3,663%) AL 44 978 (89,56%)
Genotype 13 347 (31,77%) Genotype 24 109 (9,981%)
PDEIC  rs3213709 p=0,514 PDE6C  rs11187564 p=0,806
Frequency 1 10 (62,5%) Frequency 22 0 (0%)
PRS 33 0(0%) PRS 44 15 (93,75%)
13 6(37,5%) 2 1(6,25%)
. m
Aleli ALL ; 12;;9111326372/:/3) FOERRC Aleli ALL i 1926204(?52%54/:/3) ORI
PDEIC  rs61729940 ; ¢ - — 1,98(95%Cl, | PDESC  rs1409332 ; e - ATy 0,88 (95% Cl,
requency PRS (6,25%) 0,47-8,34) requency PRS (k) 0,44-1,78)
3 30 (93,75%) 4 17 (53,12%)
11 24(2,197%) 11 248 (22,71%)
AL 33 861 (78,84%) AL 44 380 (34,79%)
Genotype 13 207 (18,95%) Genotype 14 464 (42,49%)
PDEIC  rs61729940 p=0,538 PDESC  rs1409332 p=0,951
Frequency 11 0(0%) Frequency 11 4(25%)
PRS 33 14.(87,5%) PRS 44 5(31,25%)
13 2(12,5%) 14 7(43,75%)
o
Aleli ALL i zf7(§ i;?:;)%) [FREEBCI Aleli AL i 2167 50'23;/.,2)/0] PROEIE
POEIC 61736729 | - - —— 012(95%Cl, | poEeC  rsisaadszas - - e 11,7 (95% CI,
requency oo (3,125%) 0,01-1,04) requency  ppg EEEES 1,36-100,)
4 31(96,87%) 3 1(3,125%)
3 0(0%) 1 1086 (99,45%)
AL M 1083 (99,17%) AL 33 0 (0%)
Genotype 34 9 (0,824%) p=0,135 OR - Genotype 13 6(0,549%) p=0,097 OR -
PDEIC  rs61736729 012(95%Cl, | PDESC  rs182445749 12,0 (95% CI,
Frequency 33 0(0%) 001108 Frequency 1 15 (93,75%) 136.106)
PRS 44 15(93,75%) PRS 33 0(0%)
34 1(6,25%) 13 1(6,25%)
7
T wei ML iimue | POMSOR
PDEIC  rs61745829 ; e - T 349(95%cl, | poEsc  rsioszeart e - —— 0,14 (95% CI,
requency PRS (96,87%) 0,45-26,8) (EEEE) PRS (=) 0,01-1,14)
4 1(3,125%) 3 31(96,87%)
2 1072 (98,16%) EE) 0 (0%)
AL M 0(0%) 0265 08 AL 33 1082 (99,08%) 0145 08
p=0, - p=0, -
Genot: 2 20 (1,831% Genot 13 10 (0,915%
PDEIC  rs61745829 enotype 1,831%) 3,57(95%Cl, | PDE6C  rs193276411 enotype (0,915%) 0,13 (95% Cl,
Frequency 2 15(93,75%) 044.28.3) Frequency 1 0 (0%) 0,01.1.15)
PRS 44 0(0%) PRS 33 15 (93,75%)
2 1(6,25%) 13 1(6,25%)
-
Aleli ALL ; 21%?(%12;2) [FOEEC Aleli AL : 165051112772'63%/:/3) ORI
POEIC 73690312 - - e 0,65(95%Cl, | PDE6C 3737228 ; - - e 0,55 (95% Cl,
requency PRS (96,87%) 0,08-4,82) (ECHIEsy PRS (40,62%) 0,27-1,13)
3 1(3,125%) 4 19 (59,37%)
1 993 (90,93%) 33 101 (9,249%)
AL 33 4(0,366%) AL 44 590 (54,02%)
Genotype 13 95 (8,699%) Genotype 34 401 (36,72%)
PDEIC  rs73690312 p=0,882 PDE6C  rs3737228 p=0,321
Frequency 11 15(93,75%) Frequency 33 3(18,75%)
PRS 33 0(0%) PRS 44 6(37,5%)
13 1(6,25%) 34 7 (43,75%)
-
Allelic ALL ; 21254( 759915321 PR Allelic ALt g 21675301';;4:;'%) PROREIE
POEIC  rs76200787 : T 028(95%Cl, | poesc  reass22236 - e 0,08 (95% Cl,
requency PRS (3, ) 0,03-2,20) (EEEE) PRS () 0,00-0,73)
3 31(96,87%) 3 31(96,87%)
1 0(0%) 2 0 (0%)
AL 33 1072 (98,16%) AL 33 1086 (99,45%)
Genotype 13 20 (1,831%) p=0,265 OR - Genotype 23 6(0,549%) p=0,097 OR -
PDEIC  rs76290787 - 027(95%Cl, | PDE6C  rs45522236 — 0,08 (95% Cl,
Frequency 11 0(0%) 0,03.2.22) Frequency 2 0 (0%) 000.073)
PRS 33 15(93,75%) PRS 33 15 (93,75%)
13 1(6,25%) 23 1(6,25%)
-
e AL Ciiemy | posmon woe M5 ina | POSSOR
POEIC 78021925 - - YT 1,72(95%Cl, | PoE6C 15616522 ; - - — 0,92 (95% Cl,
requency  pgs ) 0,23-12,9) reauency  prs ([R5 0,43-1,95)
2 1(3,125%) 3 22 (68,75%)
1 1055 (96,61%) EE) 104 (9,523%)
AL 2 3(0,274%) AL 33 551 (50,45%)
Genotype 12 34(3,113%) Genotype 13 437 (40,01%)
PDEIC  rs78021925 p=0,785 PDE6C  rs616522 p=0,700
Frequency 11 15(93,75%) Frequency 1 1(6,25%)
PRS 22 0(0%) PRS 33 7(43,75%)
12 1(6,25%) 13 8 (50%)
m
Aleli ALL i 17‘23804((3627 695%) R Aleli AL ; 1923459114527'81;/:/3) PROTEER-
PDE2A  rs1135029 ; e - e 187(95% ¢, | PpEsC 15701865 ; e - —— 0,74 (95% CI,
requency PRS (53,12%) 0,92-3,76) requency PRS (50%) 0,37-1,50)
4 15 (46,87%) 2 16 (50%)
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22 539 (49,35%) 1 220 (20,14%)
ALL 44 147 (13,46%) ALL 2 377 (34,52%)
Genotype 24 406 (37,17%) Genotype 12 495 (45,32%)
PDE2A  rs1135029 p=0,139 PDE6C 15701865 p=0,703
Frequency 2 4(25%) Frequency 11 4(25%)
PRS 44 3(18,75%) PRS 2 4(25%)
24 9 (56,25%) 12 8 (50%)
3 35 (1,602%) 1 896 (41,02%)
Allelic ALL 4 2149 (98,39%) p=0,098 OR - Allelic ALL 3 1288 (58,97%) p=10R-1,01
PDE2A  rs11824084 5 ~ 0,24 (95% CI, PDE6C rs714550 - o (95% C1, 0,49-
Frequency PRS : ) j) 0,05-1,06) Frequency PRS : 9,3 /.,; 2,06)
4 30(93,75% 3 19 (59,37%)
33 0 (0%) 1 199 (18,22%)
ALL 44 1057 (96,79%) ALL 33 395 (36,17%)
Genotype 34 35 (3,205%) p=0,097 OR - Genotype 13 498 (45,60%)
voen sttsziom T 5 5T p= votec s T Tl e pates
PRS a4 14 (87,5%) U PRS 33 4(25%)
34 2(12,5%) 13 11 (68,75%)
AL 1 595 (27,24%) 0,999 08 AL 2 2161 (98,94%) 0,295 08
Alleli 3 1589 (72,75%) P - Alleli 3 23 (1,053% e -
PDE2A  rs1980091 ele - - '25% ) 112(95%Cl, | PDESC  rs76999928 ele - — (96 37“/0) 3,03 (95% CI,
Frequency PRS l( /:' 0,50-2,51) Frequency PRS (( X y)o) 0,39-23,1)
3 24 (759 3 1(3,125%
1 80 (7,326%) 22 1069 (97,89%)
ALL 33 577 (52,83%) ALL 33 0(0%)
Genotype 13 435 (39,83%) Genotype 23 23(2,106%) p=0,297 OR -
e f— pe— i 6259 passs ossc f— pe— = T e
PRS 33 9(56,25%) PRS 33 0(0%) o
13 6(37,5%) 23 1(6,25%)
ALL ! 44(2,014%) 0,483 OR ALL 2 65 (2,976%) 0,072 OR
Alleli 3 2140 (97,98%) =, - Alleli 4 2119 (97,02%) P -
PDE2A 5392818 . ele - 1(3'125” ) 063(95%Cl, | PDE7A  rs11sS7040 ene - 3(9'375” ) 0,29 (95% Cl,
requency oo (, “/) 0,08-4,77) requency  pes (' °/) 0,08-0,99)
3 31(96,87% 4 29 (90,62%
f) 1(0,091%) 22 210,366%)
ALL 33 1049 (96,06%) ALL a4 1031 (94,41%)
Genotype 13 42 (3,846%) Genotype 24 57(5,219%)
PDE2A 15392818 p=0,888 PDE7A  rs11557049 p=0,158
Frequency 11 0 (0%) Frequency 22 0 (0%)
PRS 33 15(93,75%) PRS 44 13 (81,25%)
13 1(6,25%) 2 3 (18,75%)
1 89 (4,075%) 2 444 (20,32%)
Allelic ALL 3 2095 (95,92%) p=0,381OR - Allelic ALL 3 1740 (79,67%) p=0,375OR -
rse ), o LI, rs: ’ g
PDE2A 4944557 N =T 0,63 (95% CI PDESA 11073917 > (250 1,78 (95% CI
Frequency PRS ( 2 ) 0,14-2,70) Frequency PRS . 4 ) 0,62-5,11)
3 30(93,75% 3 28 (87,5%
1 8(0,732%) 22 65 (5,952%)
ALL 33 1011 (92,58%) ALL 33 713 (65,29%)
Genotype 13 73 (6,684%) Genotype 23 314 (28,75%)
PDE2A  rs4944557 p=0,634 PDEBA  rs11073917 p=0,334
Frequency 11 0(0%) Frequency 22 0(0%)
PRS 33 14 (87,5%) PRS 33 12 (75%)
13 2(12,5%) 23 4(25%)
2 44 (2,014%) 2 0 (2%)
Allelic ALy 2140 (97,98%) p=0,028 OR - Allelic ALy 0(2%)
PDE2A 15577536 - o3 0,19 (95% CI, PDESBA  rs148254104 - 5 o p=
Frequency  pps . 29000 6;‘/) 0,05-0,67) Freavency  pps . . (;ﬂ/")
,62% ?%)
22 1(0,091%) 22 227 (%)
ALL 44 1049 (96,06%) ALL a4 222 (%)
Genot 2 42(3,846% Genot 24 222 (%)
PDE2A 15577536 enotype { 4 p=0,048 PDESA  rs148254104 enotype (220} p=
Frequency 22 1(6,25%) Frequency 22 ?2?2? (?%)
PRS 44 14 (87,5%) PRS 1 222 (%)
2 1(6,25%) 24 222 (%)
AL 2 2025 (92,71%) 0,725 OR ALL 2 165 (7,554%) 0,509 OR
Alleli 4 159 (7,280% p=0, - Alleli 4 2019 (92,44% =0, -
PDE3A  rs10743380 ene - 31'9'6 870/"' 0,41 (95% CI, PDESA  rs16974908 e - n 3(12'5% ) 2,53 (95% Cl,
Frequency  peg (( g y)") 0,05:3,02) Frequency  ppg ((' ’/) 034-186)
4 1(3,125% 4 31(96,87%
22 943 (86,35%) 22 28(2,564%)
ALL 44 10(0,915%) ALL 44 955 (87,45%)
Genotype 24 139 (12,72%) Genotype 24 109 (9,981%)
PDE3A  rs10743380 p=0,597 PDEBA  rs16974908 p=0,565
Frequency 22 15 (93,75%) Frequency 22 0(0%)
PRS 44 0(0%) PRS a4 15(93,75%)
24 1(6,25%) 24 1(6,25%)
2 937 (42,90%) 2 36 (1,648%)
Allelic ALy 1247 (57,09%) p=0,473 OR - Allelic ALy 2148 (98,35%) p=0,418 OR -
PDE3A  rs10743384 ; - T 0,75 (95% CI, PDEBA  rs35666574 ; - YERTE) 0,51 (95% Cl,
requency PRS oy 0,37-151) requency PRS (, n/) 0,06-3,91)
4 16 (50% 4 31(96,87%
22 231 (21,15%) 22 0 (0%)
ALL 44 386 (35,34%) ALL 44 1056 (96,70%)
Genotype 24 475 (43,49%) Genotype 24 36 (3,296%) p=0,421 OR -
e - pe— > AT ase voesn satosa Ee— 7 5T e
PRS 44 2(12,5%) PRS 44 15(93,75%)
2 12 (75%) 24 1(6,25%)
2 61(2,793%) 1 14 (0,641%)
Allelic ALL 4 2123 (97,20%) p=0,599 OR - Allelic ALL 3 2170 (99,35%) p=0,0210R -
PDE3A  rs117453345 ; - —— 0,89 (95% CI, PDESB  rs115599001 ; - T 0,09 (95% Cl,
requency PRS . 3i ('96 87“2/) 0,11-6,63) requency PRS , I 29'3 75‘;/') 0,02-0,44)
4 0] a 0]
2 1(0,091%) 11 0 (0%)
ALL 44 1032 (94,50%) ALL 33 1078 (98,71%)
Genotype 24 59 (5,402%) Genotype 13 14 (1,282%) p=0,020 OR -
e f— - = 0 (0% pasrs e f— - o ) e
PRS 44 15 (93,75%) PRS 33 14 (87,5%)
2 1(6,25%) 13 2(12,5%)
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- 7
Aleli AL i 2105:38(8203%2) FACR=IZE Aleli AL i 21:(301'2359/;;) PROPEIEI
PDE3A  rs71539448 e : (95%C1,020- | PDESB  rs182775622 e - 0,01 (95% Cl,
Frequency PRS 1 2 (6,25%) 5,20) Frequency PRS 1 1(3,125%) 0,000,23)
3 30 (93,75%) 3 31 (96,87%)
1 8(0,732%) 1 0 (0%)
AL 33 934 (85,53%) AL 33 1091 (99,90%) 250
p=0,028 OR -
Genot 13 150 (13,73% Genot 13 1(0,091%)
PDE3A  rs71539448 enotype { ) p=0,879 PDESB  rs182775622 enotype { ) 0,01 (95% Cl,
Frequency 11 0(0%) Frequency 1 0(0%) 0,00-0,23)
PRS 33 14 (87,5%) PRS 33 15 (93,75%) T
13 2(12,5%) 13 1(6,25%)
m
» o T 165 (7,554%) - » o 2 0 (0%)
Allelic 3 2019 (92,44%) Allelic 4 2184 (100%)
PDE3A  rs78782960 0,78(95%Cl, | PDESB  rs186753 p=
Frequency PRS 1 3(9,375%) 0,23-2,62) Frequency PRS 2 0 (0%)
3 29 (90,62%) 4 32 (100%)
1 9(0,824%) 2 0 (0%)
AL 33 936 (85,71%) AL M 1092 (100%)
Genotype 13 147 (13,46%) Genotype 24 0 (0%)
PDE3A  rs78782960 p=0,744 PDESB rs186753 p=
Frequency 11 0 (0%) Frequency 2 0 (0%)
PRS 33 13 (81,25%) PRS 44 16 (100%)
13 3 (18,75%) 2 0 (0%)
m m
Alleli AL i zi:ég}sgjé/)n) (RACE-008 Alleli AL i 1566;0(12754'81272) (RACE-24
PDE3B  rs1247719 ele 2 (95%C1,098- | PDESB  rs335614 ele . (95% Cl, 0,46-
Frequency PRS 2 0(0%) 0,99) Frequency PRS 1 8(25%) 2,33)
4 32 (100%) 3 24(75%)
2 0 (0%) 11 82 (7,509%)
AL M 1068 (97,80%) 599 AL 33 610 (55,86%)
=0,999 OR -
Genot 2 24 (2,197% p=0, Genot 13 400 (36,63%
PDE3B  rs1247719 enotype (2,197%) 0,97 (95%Cl, | PDESB rs335614 enotype (36,63%) p=0,204
Frequency 2 0 (0%) 0.96.0.98) Frequency 11 0 (0%)
PRS 44 16 (100%) o PRS 33 8 (50%)
2 0 (0%) 13 8 (50%)
m P
wek ML pese  LOvOm wek M Sepaley OO
PDE3B 151247720 Slg (98 30} (95%c1,0,98- | PDESB 1540594 Slg (38 36%) 2,34 (95% Cl,
Frequency PRS 2 0 (0%) 0,99) Frequency PRS 1 13 (40,62%) 1,15-4,77)
4 32 (100%) 3 19 (59,37%)
2 0 (0%) 11 445 (40,75%)
AL M 1068 (97,80%) 0959 08 AL 33 191 (17,49%)
p=0, -
Genot 2 24 (2,197% Genot 13 456 (41,75%
PDE38  rs1247720 enotype { ) 0,97 (95%Cl, | PDESB 1540594 enotype { ) p=0,051
Frequency 2 0 (0%) 0.96.0,98) Frequency 11 7(25%)
PRS a 16 (100%) PRS 33 7(43,75%)
2 0 (0%) 13 5 (31,25%)
o -
Alleli AL i 1741,7122‘3654{36“52 FOEE Alleli AL i 1295:4‘1818'45452 i
PDE3B 154757268 a5 s ( = ) 0,79 (95% Cl, PDESB  rs62362531 a5 - : 9'3 = ) 1,24 (95% Cl,
Frequency PRS 1 13 (40,62%) 0,39-1,62) Frequency PRS (9,375%) 037-4,13)
3 19 (59,37%) 4 29 (90,62%)
11 137 (12,54%) 2 19 (1,739%)
AL 33 457 (41,84%) AL M 861 (78,84%)
Genotype 13 498 (45,60%) Genotype 2 212 (19,41%)
PDE38  rs4757268 p=0,777 PDESB  rs62362531 p=0,752
Frequency 11 3(18,75%) Frequency 2 0 (0%)
PRS 33 6(37,5%) PRS 44 13 (81,25%)
13 7 (43,75%) 2 3 (18,75%)
o o
Alleli ALL j ff:e((ls7£72i§)) P=03460R - Alleli ALL : i;ﬁ; :ié'g:;; P=0,0490R -
PDEAA  rs1051738 ele e 2,08(95%Cl, | PDESA  rs1045382 ele - e 0,46 (95% Cl,
Frequency PRS 1 (9,375%) 0,63-6,89) Frequency PRS (71,87%) 0,21-1,00)
4 29 (90,62%) 4 9(28,12%)
1 36 (3,206%) 2 343 (31,41%)
AL M 740 (67,76%) AL M 254 (23,26%)
Genotype 14 316 (28,93%) Genotype 24 495 (45,32%)
PDEAA 151051738 p=0,351 PDEOA  rs1045382 p=0,118
Frequency 11 0 (0%) Frequency 2 3 (50%)
PRS 44 13 (81,25%) PRS 44 1(6,25%)
14 3 (18,75%) 2 7 (43,75%)
wee M oim weie M1 lmiaom) | PioR-m
PDE4A  rs138164292 el i) p= PDESA  rs13047953 el Aack) (95% CI, 0,48-
Frequency PRS 2 0 (?%) Frequency PRS 2 10 (31,25%) 2,19)
4 0 (?%) 4 22 (68,75%)
2 272 (%) 2 146 (13,36%)
AL M 222 (2%) AL M 540 (49,45%)
Genotype 24 2?7 (%) Genotype 24 406 (37,17%)
PDEAA  rs138164292 p= PDEOA  rs13047953 p=0,560
Frequency 2 222 (2%) Frequency 2 3 (18,75%)
PRS a 222 (2%) PRS a 9(56,25%)
24 222 (%) 24 4(25%)
Aleli ALL i 2197(501';;2;/;;) RO Aleli ALL i 18:759(13;665815:;)2) PR
PDEAA  rs141286487 e - 012(95%Cl, | PDE9A  rs2269153 e : 1,11 (95% CI,
Frequency PRS 2 1(3,125%) 0,01-1,04) Frequency PRS 1 11 (34,37%) 0,53-2,32)
4 31 (96,87%) 3 21 (65,62%)
2 0 (0%) 11 171 (15,65%)
AL M 1083 (99,17%) 013508 AL 33 458 (41,94%)
p=0, -
Genot 2 9(0,824% Genot 13 463 (42,39%
PDEAA  rs141286487 enotype { ) 0,12(95%Cl, | PDESA 2269153 enotype { ) p=0,938
Frequency 22 0 (0%) 0,01-1,04) Frequency 11 2(12,5%)
PRS a 15 (93,75%) PRS 33 7(43,75%)
2 1(6,25%) 13 7(43,75%)
Aleli ALL 2 251,59(2(9571:;?;) PO Aleli ALL i 1919904((4554 %627;)) PR
PDE4A  rs74453701 ele Z 2,58(95%Cl, | PDESA  rs3087994 ele . 0,47 (95% CI,
Frequency PRS 3 30 (93,75%) 0,60-11,0) Frequency PRS 1 23 (71,87%) 0,21-1,02)
4 2 (6,25%) 4 9(28,12%)
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Gene RS Type Pop ALE/Gen N Significance Gene RS Type Pop ALE/Gen N Significance
33 1038 (95,05%) 1 345 (31,59%)
ALL 44 1(0,091%) ALL 44 243 (22,25%)
Genotype 34 53(4,853%) Genotype 14 504 (46,15%)
PDE4A  rs74453701 p=0,487 PDESA  rs3087994 p=0,135
Frequency 33 14 (87,5%) Frequency 11 8(50%)
PRS 44 0(0%) PRS 44 1(6,25%)
34 2(12,5%) 14 7(43,75%)
1 12(0,549%) B 2 39(1,785%) §
Allelic ALL 3 2172 (99,45%) p=0,172 OR - Allelic ALL 4 2145 (98,21%) p=0,444 OR -
PDE4B  rs114408173 - —— 0,17 (95% Cl, PDE9A  rs71320554 . = T 0,56 (95% Cl,
Frequency PRS (3,125%) 0,02-1,35) requency PRS (3,125%) 0,07-4,23)
3 31(96,87%) 4 31(96,87%)
11 0 (0%) 22 0(0%)
ALL 33 1080 (98,90%) ALL 44 1053 (96,42%)
Genotype 13 12(1,098%) p=0,173 OR - Genotype 24 39(3,571%) p=0,446 OR -
S— pe— m oo e e— 7 oo e
PRS 33 15(93,75%) PRS 44 15(93,75%)
13 1(6,25%) 24 1(6,25%)
3 0 (?%) 2 492 (22,52%)
Allelic ALL 4 0(2%) Allelic ALL 4 1692 (77,47%) p=0,2850R -
PDE4B  rs200851592 5 o p= PDE10A  rs220740 . ~ TGN 0,63 (95% Cl,
Frequency PRS (50%) requency PRS (31,25%) 0,30-1,35)
4 16 (50%) 4 22 (68,75%)
33 277 (%) 22 59 (5,402%)
ALL 44 222 (%) ALL a4 659 (60,34%)
Genotype 34 222 (?%) Genotype 24 374 (34,24%)
PDE4B 15200851592 p= PDEI0A  rs220740 p=0,044
Frequency 33 1(6,25%) Frequency 22 0 (0%)
PRS 44 1(6,25%) PRS 44 6(37,5%)
34 14 (87,5%) 2 10 (62,5%)
AL 2 0 (2%) AL 2 1949 (89,23%) 0,956 0
Alleli 4 0(2% Alleli 4 235 (10,76% P -
POEAB 1534402430 ele - > ‘(?;; = POEIOA 73022128 e - = ((90 szy)) 0,85 (95% Cl,
requency oRS 2% requency PRS e 0,25-2,83)
4 0 (?%) 4 3(9,375%)
22 227 (%) 22 869 (79,57%)
ALL 44 22 (%) ALL a4 12 (1,098%)
Genotype 24 2?7 (%) Genotype 24 211 (19,32%)
PDE4B  rs34492439 p= PDE10A  rs73022128 p=0,836
Frequency 22 ?2? (?%) Frequency 22 13 (81,25%)
PRS 44 222 (%) PRS 44 0(0%)
24 222 (%) 2 3 (18,75%)
2 59(2,701%) 1 12/(0,549%)
Allelic ALL 4 2125 (97,29%) p=0,587 OR - Allelic ALL 2 2172 (99,45%) p=0,016 OR -
PDE4B  rs7534999 > FYERTET 0,86(95%Cl, | PDEIOA  rs77122094 - =T 0,08 (95% Cl,
Frequency PRS ) 0,11-6,41) Frequency PRS 4 0,01-0,38)
4 31(96,87%) 2 30 (93,75%)
22 3(0,274%) 1 0(0%)
ALL 44 1036 (94,87%) ALL 2 1080 (98,90%)
Genotype 24 53(4,853%) Genotype 12 12 (1,098%) p=0,016 OR -
wssane — > iR paszs r— —_ T T e
PRS 44 15(93,75%) PRS 2 14 (87,5%)
24 1(6,25%) 12 2(12,5%)
ALL 3 34(1,556%) 0,401 OR ALL 2 2024 (52,67%) 0,292 OR
Alleli 4 2150 (98,44%) Py - Alleli 4 160 (7,326% e -
PDE4B  rs75398902 ele - - (3'125” ) 049(95%Cl, | POE10A  rs79460867 e ~ — Ew = ) 1,80 (95% CI,
Frequency  pps o 0,06-3,69) TEAUENSY pgs "~ 0,62:5,21)
4 31(96,87%) 4 4(12,5%)
33 0 (0%) 22 940 (86,08%)
ALL 44 1058 (96,88%) ALL 44 8(0,732%)
Genotype 34 34(3,113%) p=0,403 OR - Genotype 24 144 (13,18%)
J— P m T o J— R—— 7 ]
PRS 44 15(93,75%) PRS 44 0(0%)
34 1(6,25%) 24 4(25%)
1 1015 (46,47%) 2 1902 (87,08%)
Allelic ALL 3 1169 (53,52%) p=0,723 OR - Allelic ALL 4 282 (12,91%) p=0,790 OR -
PDE4B 15783036 - T 0,86(95%Cl, | PDEl0A  rs9459421 = s ez 0,69 (95% Cl,
Frequency PRS 0,43-1,74) Frequency PRS e 0,21-2,30)
3 16 (50%) 4 3(9,375%)
11 286 (26,19%) 22 841 (77,01%)
ALL 33 363 (33,24%) ALL 44 31(2,838%)
Genotype 13 443 (40,56%) Genotype 24 220 (20,14%)
PDE4B 15783036 p=0,904 PDEI0A  rs9459421 p=0,620
Frequency 11 5(31,25%) Frequency 22 13 (81,25%)
PRS 33 5(31,25%) PRS a4 0(0%)
13 6(37,5%) 24 3(18,75%)
1 328 (15,01%) 3 1500 (68,68%)
Allelic ALL 3 1856 (84,98%) p=0,001 OR - Allelic ALL 4 684 (31,31%) P=0,5650R -
PDE4B 15783039 ; - IO 029(95%Cl, | PDE11A  rs1047884 . S Y 0,73 (95% Cl,
requency oRS ,5%) 0,14-0,60) requency PRS 5 0,32-1,63)
3 20 (62,5%) 4 8 (25%)
11 33(3,021%) 33 533 (48,80%)
ALL 33 797 (72,98%) ALL 44 125 (11,44%)
Genotype 13 262 (23,99%) Genotype 34 434 (39,74%)
PDE4B 15783039 p=0,004 PDE11A  rs1047884 p=0,726
Frequency 11 4(25%) Frequency 33 9(56,25%)
PRS 33 8 (50%) PRS a4 1(6,25%)
13 4(25%) 34 6(37,5%)
2 557 (25,50%) 1 58 (2,655%)
Allelic ALL 4 1627 (74,49%) p=0,024 OR - Allelic ALL 4 2126 (97,34%) p=0,580 OR -
PDE4C 15783039 ; - YRR 044(9s%Cl, | POELIA  rsl15616942 n — 0,84 (95% Cl,
requency PRS (43,75%) 0,21-0,89) requency PRS (3.125%) 0,11-6,30)
4 18(56,25%) 4 31(96,87%)
22 88(8,058%) 11 1(0,091%)
ALL 44 623 (57,05%) ALL 44 1035 (94,78%)
Genot 24 381 (34,89% Genot 14 56 (5,128%
PDEAC  rs783039 enotype 5:489%) p=0,091 PDEIIA  rs115616942 enotype (5:128%) p=0,967
Frequency 22 4(25%) Frequency 11 0 (0%)
PRS 44 6(37,5%) PRS 44 15(93,75%)
24 6(37,5%) 14 1(6,25%)
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Gene RS Type Pop ALE/Gen N Significance Gene RS Type Pop ALE/Gen N Significance
=
Aleli AL i 1385195('1853;;2) ORI Aleli ALL ; 213495(13378251:)) PO
PDEAD  rs11950492 e - 0,91(95%Cl, | PDE11A  rs115662866 el - 0,56 (95% Cl,
Frequency PRS 1 27(84,37%) 0,34-2,38) Frequency PRS 1 1(3,125%) 0,07-4,23)
3 5 (15,62%) 3 31(96,87%)
1 758 (69,41%) 1 0 (0%)
AL 33 35(3,205%) AL 33 1053 (96,42%)
Genotype 13 299 (27,38%) Genotype 13 39(3,571%) p=0,446 OR -
PDEAD  rs11950492 p=0,576 PDE11A  rs115662866 0,55 (95% Cl,
Frequency 11 11(68,75%) Frequency 11 0 (0%) 007-431)
PRS 33 0(0%) PRS 33 15(93,75%)
13 5 (31,25%) 13 1(6,25%)
o T
» o T 1992 (91,20%) P ‘ L T 158 (7,234%) D
Allelic 3 192 (8,791%) Allelic 3 2026 (92,76%)
PDEAD  rs11950495 1,07 (95%Cl, | PDE11A  rs13012088 2,41 (95% Cl,
Frequency PRS 1 29(90,62%) 0,32-3,55) Frequency PRS 1 1(3,125%) 0,32-17,8)
3 3(9,375%) 3 31(96,87%)
1 914 (83,69%) 11 11(1,007%)
AL 33 14(1,282%) AL 33 945 (86,53%)
Genotype 13 164 (15,01%) Genotype 13 136 (12,45%)
PDEAD  rs11950495 p=0,758 PDE11A  rs13012088 p=0,603
Frequency 11 13 (81,25%) Frequency 11 0 (0%)
PRS 33 0(0%) PRS 33 15(93,75%)
13 3 (18,75%) 13 1(6,25%)
o -
Alleli AL i 1385195('1853;;2) FOGEE- Aleli AL : 12::8(11818'27632) PP
PDEAD  rs11959349 ele - 0,70(95%Cl, | PDE11A  rs1435573 e 2 3,93 (95% Cl,
Frequency PRS 1 28 (87,5%) 0,24-2,01) Frequency PRS 2 1(3,125%) 0,53-28,9)
4 4(12,5%) 3 31(96,87%)
11 758 (69,41%) 2 23(2,106%)
AL M 35(3,205%) AL 33 869 (79,57%)
Genotype 14 299 (27,38%) Genotype 23 200 (18,31%)
PDEAD  rs11959349 p=0,570 PDEIIA  rs1435573 p=0,254
Frequency 11 12 (75%) Frequency 2 0 (0%)
PRS a 0(0%) PRS 33 15(93,75%)
14 4(25%) 23 1(6,25%)
.
Alleli . j 14726041(189053%) p=10R-0,96 Alleli L ; 1199904‘(89'59390{;)) POSE
PDE4D  rs1553114 ; el - e (95%CI,0,39- | PDE1IA 152293473 . el = e 0,66 (95% CI,
TEqUENTY pRs () 2,36) TeAUeNSY  pRs == 0,23-1,92)
4 6(18,75%) 3 28 (87,5%)
2 720 (65,93%) 11 17 (1,556%)
AL M 18(4,395%) AL 33 919 (84,15%)
Genotype 2 324 (29,67%) Genotype 13 156 (14,28%)
PDEAD  rs1553114 p=0,882 PDEI1A 152203473 p=0,430
Frequency 2 11(68,75%) Frequency 11 0 (0%)
PRS 44 1(6,25%) PRS 33 12 (75%)
2 4(25%) 13 4(25%)
r o
Alleli ALL : 1291713((99'56313?) P=0,3580R - Alleli ALL ; 19203041[1513 Z;/;) P=0,1500R -
POEAD 72769729 ele : e 331(95%Cl, | PDE1IA  rs3821010 . ele 2 s 0,55 (95% Cl,
requency PRS (3,125%) 0,45-24,4) () PRS WLS7) 0,25-1,21)
4 31(96,87%) 3 9(28,12%)
2 9(0,824%) 1 409 (37,45%)
AL M 890 (81,50%) AL 33 217 (19,87%)
Genotype 24 193 (17,67%) Genotype 13 466 (42,67%)
PDEAD  rs72769729 p=0,350 PDE11A 53821010 p=0,028
Frequency 2 0 (0%) Frequency 11 7 (43,75%)
PRS a 15(93,75%) PRS 33 0(0%)
2 1(6,25%) 13 9 (56,25%)
Alel AL 1:77((27: 23327‘:)) e Allel A g £ ((0999353)) PREEDEL
PDESA  rs11947234 ; e - e 0,79(95%Cl, | PDE11A  rs6433711 . S 3 e 0,99 (95% CI,
TeQUENTy  pRs (bE) 0,49-1,26) requency - ppg (s 0,98-0,99)
3 24 (25%) 4 0(0%)
11 543 (49,72%) 2 1073 (98,26%)
AL 33 98(8,974%) AL M 1(0,091%)
Genotype 13 451 (41,30%) Genotype 2 18 (1,648%)
PDESA  rs11947234 p=0,145 PDE11A  rs6433711 p=0,756
Frequency 11 25 (52,08%) Frequency 2 16 (100%)
PRS 33 1(2,083%) PRS 44 0(0%)
13 22 (45,83%) 2 0 (0%)
e A mem
PDESA  rsla2272118 | e - —— 017 (95%Cl, | PDE11A  rs6720891 . el = e 0,47 (95% Cl,
reqauency  pgs B 0,02-1,35) requency - pgs (X 0,21-1,06)
4 31(96,87%) 4 8 (25%)
2 1(0,091%) 2 409 (37,45%)
AL M 1081 (98,99%) AL M 217 (19,87%)
Genotype 2 10(0,915%) Genotype 2 466 (42,67%)
PDESA  rs142272118 p=0,343 PDEI1A  rs6720891 p=0,181
Frequency 22 0 (0%) Frequency 22 9 (56,25%)
PRS 44 15(93,75%) PRS 44 1(6,25%)
2 1(6,25%) 2 6(37,5%)
2 2181 (99,86%) 2 2025 (92,71%)
ALL 0,158 OR - ' ALL 0,725 OR -
Allelic 3 3(0,137%) P Allelic 4 159 (7,280%) P
PDESA  rs144204269 7,65(95%Cl, | POE1IA  rs71423514 0,41 (95% Cl,
Frequency PRS 2 95 (98,95%) 0,78-74,2) Frequency PRS 2 31(96,87%) 0,05-3,02)
3 1(1,041%) 4 1(3,125%)
2 1089 (99,72%) 2 944 (86,44%)
AL 33 0(0%) AL M 11(1,007%)
Genotype 23 3(0,274%) p=0,158 OR - Genotype 24 137 (12,54%)
PDESA  rs144204269 - 7,72(95%Cl, | PDE11A  rs71423514 - p=0,507
Frequency 2 47(97,91%) 078.75,) Frequency 2 15 (93,75%)
PRS 33 0(0%) PRS 44 0(0%)
23 1(2,083%) 2 1(6,25%)
2 1(0,045%) 1 134 (6,135%)
ALL 0,028 OR - ' ALL 0,718 OR -
Allelic 4 2183 (99,95%) P Allelic 4 2050 (93,86%) P
PDESA  rs148360694 001(95%Cl, | PDE1IA 571423544 2,02 (95% Cl,
Frequency PRS 2 1(3,125%) 0,000,23) Frequency PRS 1 1(3,125%) 0,27-14,9)
4 31(96,87%) 4 31(96,87%)
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Gene RS Type Pop ALE/Gen N Significance Gene RS Type Pop ALE/Gen N Significance
22 0 (0%) 1 6 (0,549%)
ALL 44 1091 (99,90%) ALL 44 964 (88,27%)
Genotype 24 1(0,091%) p=0,028 OR - Genotype 14 122 (11,17%)
p— — 7 5T = [ — o o] parzr
PRS 44 15(93,75%) PRS 44 15 (93,75%)
24 1(6,25%) 14 1(6,25%)
1 2122 (97,16%) § 1 2105 (96,38%) §
Allelic ALy 62 (2,838%) p=0,357OR - Allelic ALL 3 79 (3,617%) p=0,029 OR -
PDESA  rs17051276 N YOI 1,48(95%Cl, | PDE11A  rs75461311 - D 3,80 (95% Cl,
Frequency PRS (95,83%) 0,52-4,17) Frequency PRS (87,5%) 1,30-11,1)
4 4(4,166%) 3 4(12,5%)
1 1031 (94,41%) 1 1015 (92,94%)
ALL 44 1(0,091%) ALL 33 2(0,183%)
Genotype 14 60 (5,494%) Genotype 13 75 (6,868%)
PDESA  rs17051276 p=0,704 PDE11A  rs75461311 p=0,079
Frequency 11 44 (91,66%) Frequency 11 12 (75%)
PRS 44 0(0%) PRS 33 0(0%)
14 4(8,333%) 13 4(25%)
1 1769 (80,99%) 1 156 (7,142%)
Allelic ALL 3 415 (19,00%) p=0,080 R - Allelic ALL 3 2028 (92,85%) p=10R-1,15
PDESA  rs3733526 - PTTYT 0,555 (95%Cl, | PDE11A  rs75672043 - e (95% C1, 0,27-
Frequency PRS (88,54%) 0,29-1,04) Frequency PRS (6,25%) 487)
3 11(11,45%) 3 30(93,75%)
1 723 (66,20%) 1 9(0,824%)
ALL 33 46 (4,212%) ALL 33 945 (86,53%)
Genotype 13 323 (29,57%) Genotype 13 138 (12,63%)
PDESA  rs3733526 p=0,148 PDE11A  rs75672043 p=0,876
Frequency 11 38(79,16%) Frequency 11 0 (0%)
PRS 33 1(2,083%) PRS 33 14 (87,5%)
13 9 (18,75%) 13 2(12,5%)
ALL ! 31 (1,415%) 0,080 OR ALL 2 2182 (99,50%) 0,042 OR
Alleli 3 2153 (98,58%) P - Alleli 4 2(0,091% =0/ -
PDESA  rs1045177 . ele - ~ ('6 = ) 021(05%Cl, [ POELIA  rs77597060 ene - 31 o 373/) 35,1 (95% Cl,
requency oo 25% 0,04-0,94) requensy  pps e 3,10-398))
3 30 (93,75%) 4 1(3,125%)
f) 1(0,091%) 22 1090 (99,81%)
ALL 33 1062 (97,25%) ALL 44 0(0%)
Genotype 13 29(2,655%) Genotype 24 2(0,183%) p=0,042 OR -
- — T & o206 rssron p—— 7 e e
PRS 33 14 (87,5%) PRS 44 0(0%)
13 2(12,5%) 2 1(6,25%)
1 2183 (99,95%) 1 1(0,045%)
Allelic ALL 3 1(0,045%) p=0,0050R - Allelic ALL 4 2183 (99,95%) p=0,000 OR -
PDESA  rs114886951 N 4157910 46,4(95% Cl, | PDEL1A  rs79903863 - EET 0,00 (95% Cl,
Frequency PRS ,91% 4,17-516,) Frequency PRS ’ 0,00-0,04)
3 2(2,083%) 4 29 (90,62%)
1 1091 (99,90%) 1 0(0%)
ALL 33 0(0%) ALL 44 1091 (99,90%)
Genotype 13 1(0,091%) p=0,005 OR - Genotype 14 1(0,091%) p=0,000 OR -
pr— — o T = r— — T T3 oo
PRS 33 0(0%) PRS 44 13 (81,25%)
13 2 (4,166%) 14 3(18,75%)
ALL 2 651 (29,80%) 0,493 OR ALL 2 449 (20.55%) 0,026 OR
Alleli 4 1533 (70,19%) P - Alleli 4 1735 (79,44%) = -
PDESA  rs3733523 ele - — ('26 040/)) 1,20(95%Cl, | PDE11A  rs10201180 ele - - ('37 e ) 0,43 (95% Cl,
Frequency PRS ,04%) 0,75-1,91) Frequency PRS 27 0,20-0,88)
4 71(73,95%) 4 20 (62,5%)
22 98 (8,974%) 22 22 (3,846%)
ALL 44 539 (49,35%) ALL a4 685 (62,72%)
Genot 24 455 (41,66% Genot 24 365 (33,42%
PDESA  rs3733523 enotype ! ) p=0,135 PDELIA  rs10201180 enotype { ) p=0,086
Frequency 22 1(2,083%) Frequency 22 2(12,5%)
PRS 44 24 (50%) PRS 1 6(37,5%)
2 23 (47,91%) 24 8 (50%)
2 1602 (73,35%) 2 2116 (96,88%)
Allelic ALL 4 582 (26,64%) p=0,637 OR - Allelic ALL 4 68 (3,113%) p=0,268 OR -
PDESA  rs3733524 - oo 0,86 (95%Cl, | PDE11A  rs17400325 - YRR 2,07 (95% Cl,
Frequency  ppg (76,04%) 0,53-1,39) Frequency  ppg (93,75%) 0,48-8,85)
4 23 (23,95%) 4 2(6,25%)
22 598 (54,76%) 22 1025 (93,86%)
ALL 44 88 (8,058%) ALL 44 1(0,091%)
Genotype 24 406 (37,17%) Genotype 24 66 (6,043%)
PDESA  rs3733524 p=0,178 PDE11A  rs17400325 p=0,630
Frequency 22 26 (54,16%) Frequency 22 14 (87,5%)
PRS 44 1(2,083%) PRS a4 0(0%)
24 21 (43,75%) 24 2(12,5%)
ALL 2 23 (1,053%) 0,295 OR ALL 2 24 (1,098%) 0,029 OR
Alleli 4 2161 (98,94%) P - Alleli 4 2160 (98,90%) P -
PDEGA  rs113309832 ; ele - T (3'125” ) 032(95%Cl, | PDE11A  rs75127279 ; ele - n (4‘081?) ) 0,26 (95% Cl,
requency oo 125% 0,04-2,52) reauency  pps o 0,08-0,76)
4 31(96,87%) 4 94 (95,91%)
22 2(0,183%) 22 0 (0%)
ALL 44 1071 (98,07%) ALL 44 1068 (97,80%)
Genotype 24 19 (1,739%) Genotype 24 24(2,197%)
PDEGA  rs113309832 p=0,555 PDE11A 575127279 p=0,030
Frequency 22 0(0%) Frequency 22 1(2,040%)
PRS 44 15(93,75%) PRS a4 46/(93,87%)
24 1(6,25%) 24 2 (4,081%)




8.2 APENDICE 2 - ANALISE ESTATISTICA ENTRE PACIENTEE EUROPEUS

L Significance
Gene RS Type Pop  ALE/Gen N Significance Gene RS Type Pop ALE/ZGE" — (8’: = 8
T 482 (63,58%) _ EUR oy p=0,806 OR -
EUR p=0,446 OR - i 6 (16,62%)
i 3 276 (36,41%) Allelic g 12516 0,71 (95% Cl
PDE1A 153754929 Allic 4 1,32(95%Cl, | PDE6A 152277925 Freonc : TS 3 6 Cl,
Frequency  ppg ! 20l(c22%) 0,64-2,72) requency  pgg : a2 0,24-2,07)
3 12 (37,5%) 2
11 157 (41,42%) 2 266 (70,18%)
EWR 33 54 (14,24%) EUR z: 1;; ((23é433§:))
Genotype 2 -
Genotype 13 168 (44,32%) _ p=0,378
PDEIA 153754929 - G p=0314 PDEGA 152277925 frequency —~ o125
Frequency 16270 33 1(6,25%)
PRS 33 1(6,25%) PRS .
23 2(12,5%)
u 10(62.5%) T 126 (16,62%)
1 42 (5,540%) _ EUR A p=0,338 OR -
i EUR 716 (94,45%) (i ese Allelic 3 632 (83,37%) ool
PDEIA  rs67483153 Allelic 2 . 0,87(95%Cl, | PDEGA 12277926 frequency - e 1,92( %al
Frequency g i 20758 0,203,80) a RS g 0,57-6,42)
g )
131 i?égzaé;;f’) 1 13(3,430%)
’ 0
EWR 33 338 (89,18%) EUR i: igg gg,gz;;
Genotype ). _
Genotype 13 40 (10,55%) . p=0,113
POEIA  rsb7483153 o vency 11 0(0%) p=0.532 PDE6A RTT6quency el 1(625%)
;
PRS 33 14 (87,5%) PRS 33 14 (87,5%)
13 1(6,25%)
123 4[; (ég;:/)ﬂ] 3 751 (99,07%) 0,282 OR -
i FUR 356 46’96?] RO Allelic FUR 4 7 (0,923%) ’ ]
PDE1B 151249950 Alelic 2 [46,96% 0,87(95%Cl, | PDEGA smre TR : S Geee 3,46 ( o
Frequency  ppg 2 16 (50%) 0,20-3,80) quency  pRs . o, 0,41-29,0)
4 16 (50%) ;
2 113 (29,81%) ZZ 372 1092(31,’;5)%;
EUR 44 90 (23,74%) EUR “ " 345% 520,283 OR -
Genotype , 6,
Genotype 2 176 (46,43%) = 82782 3,54 (95% Cl,
p=0,015 PDEGA rs752
PDE1B rs1249950 Frequency 22 7 (43,75%) Frequency 33 15 (09363/5)%) 0,40-30,6)
PRS 44 7(43,75%) PRS 44 (0%
34 1(6,25%)
224 72§ ((;::?;) 2 731 (96,43%) =0,330 OR -
EUR : RER-0 i FUR 4 27 (3,562%) '
Alelie 2 BlaE7) (95%C1,008- | PDE6A  rs76082232 Alelic = (9’3 = 1,80 (95% CI,
PDEIC rs113385926 e — 3 3T (9687%) 5'0'2) 4 Frequency oo i : Es 2.5%)-: 0,41-7,94)
4 1(3,125%) 2
2 346 (91,29%) ﬁ 352 109;&:/7)%;
EUR 44 2(0,527%) . EUR “ o 12;0/) 520,331 08 -
type A 6,
Genotype 24 31(8,179%) _ 82232 eno 1,86 (95% CI,
p=0,881 PDEGA 1760 -
POEIC  sussesozs T > 5155759 Frequency 2 4 23(70,; f) 040-852)
PRS a4 0(0%) PRS 44 3
5
a e 2
T 3
T 0(0%) _ / =0,093 OR -
Allelic FUR 3 758 (1|01;%) (AL 3 Alele - 2 LA ) g 22 (95% CI
11577598 , b
PDEIC  rs115957738 1,03(95%Cl, | PDEGB  rs Frequenc - 36259 :
Frequency — pag 1 PR 0,96-1,09) s 30(93,75%) ooren
3 31(96,87%) . ((;u/) d
11 3
11 0 (0%)
09%
ELR 33 379 (100%) 004008 ELR 33 368 (97, :; $-0.092 0%
13 0(0%) P=0040 OR - Genotype 3 11(2,902%) 0,20 (95% CI
Genotype 1,06 (95% Cl, PDE6B rs115775983 o . et
PDEIC rs115957738 Frequency I 0(0%) 0931 ) g Frequency 1 0(0%) 0,04-1,03)
PRS 33 15 (93,75%) e PRS 33 14 (87,5%)
5
s i R
7 0(0%) - =0,187 OR -
Aleic "R 758 (1(00%) CROREER: 147482053 Aleic "N s 750047 5@
BEE D oy 2 2(6,25%) 1’32?5 ‘i“sf" PDEEE 1S Frequency oo 1 1(3,125%) 0,01-1,51)
PRS ; ,97-1, s
4 30(93,75%) 3 31 (9(60,:)%)
11 0
22 0 (0%)
94%
EUR 44 379 (100%) 000108 EUR 33 375 (98, ‘ 6) 20,187 OR -
2 0(0%) p=0/ - Genotype 13 4 (1,055%) 0,16 (95% CI,
Genotype 1,14 (95% CI, PDE6B 15147482093 o 4 i
PDEIC 15116449276 Frequency > 0(0%) 0001 ) g Frequency 1 0(0%) 0,01-1,51)
PRS 44 14 (87,5%) o PRS 33 15(93,75%)
2 2(12,5%) 13 1 (s,zz://:)
1 741 (97,75%) pey—— EUR 1 758 (100%) p=0,040 OR -
Allelic EUR 2 17 (2,242%) p—O,S( . 6 1734864 Allelic 3 0(0%) 1,03 (95% 1
: 1,40 (95%cl, | PD rs 3T (96.87% g '
POEIC  rs1ivosss2e s 1 31(96,87%) 018109) Frequency oo ; 1( ; 12.5%0) 0,96-1,09)
2 1(3,125%) H25%
11 362 (95,51%) ; 379 0(1(230?)
EWR 22 0(0%) 053208 EUR % 520,040 0 -
Genot 12 174885%) PV Genotype 13 0 (0%) 1,06 (95% CI
PDEIC  rs117088924 enotype . 1,41(95%Cl, | ppE6B 61734868 = S50 , 6l
Frequency 11 15 (93,75%) 017-113) requency " o, 093-1,21)
PRS 2 0(0%) PRS
12 1(6,25%) 13 1(6,25%)
: 1 21(2,770%) -
739 (97,49% =0,068 OR -
i W 19 ((z sosu/]) P wiic R B102% 0 e
PDEIC 151860790 Allic 220 1,25(95%Cl, | PDEGB 1561760239 oo - R ,27 (95% Cl,
Frequency PRS 1 31(96,87%) 0,16-9,67) q Y PRS . 2 ('90 = 0,07-0,97)
3 1(3,125%) c (é%) d
11
. 361195255 EWR 44 358 (94,45%)
ELR 33 1(0,263%) oo " (s 20,065 OR -
,540%
Genotype 13 17 (4,485%) p=0913 PDEGB  rs61760239 enotype - 0,25 (95% C,
PDEIC 151860790 e ) Frequency ) 0(0%) 006.096)
Frequency 1 15(93,75%) " 13(81,25%) o
PRS 33 0(0%) PRS Tare
13 1(6,25%) 14 3 (18,75%)
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Gene RS Type Pop ALE/Gen N Significance Gene RS Type Pop ALEl/Gen = ;\lo%) Significance
1 154 (25,59%) _ =0,040 OR -
Il EUR 3 564 (74,40%) FOAEBE Allelic EUR 3 758 (100%) Le
PDEIC  rs2302450 Allelic — 122(95%Cl, | PDEGB  rs73058408 . ERvET) 1,03 (95% CI,
Frequency PRS 1 7(21,87%) 0,52-2,88) Frequency PRS b o 7% 0,96-1,09)
3 25 (78,12%) 3 31(96,87%)
%)
1 28 (7,387%) 1 007
ER 33 213 (56,20%) ELR 33 379 11000;0) 0040 08
Genotype 13 0 (0% /
PDELC 152302450 Genotype B 138 (36,41%) p=0,282 PDEGB rs73058408 enotyp —= 1,06 (95% Cl,
Frequency 11 0(0%) Frequency 11 ( 2 093.121)
PRS 33 9(56,25%) PRS 33 15(93,75%)
e e
1255% —
EUR ! B p=0,828 OR - ! EUR 4 p=0,720 OR -
Ilel 3 164 (21,63%) Allelic 4 703 (92,74%)
PDEIC  rs3213709 Allelic = 083(95%Cl, |PDE6C  rs11187564 2 ERvET 2,42 (95% CI,
Frequency PRS 1 26 (81,25%) 0,33-2,06) Frequency PRS : ! (,96 - 0,32-18,1)
3 6(18,75%) ,87%
11 235 (62,00%) 2 1 (1,055%3
ER 33 20 (5,277%) ELR M aiz; ‘(ﬁi‘l‘)i;
2 A
Genotype 13 124 (32,71%) _ Genotype 5 0,607
0,415 PDEGC rs11187564 p=0,
PDEIC RAT09equency 1 10 (62,5%) P Frequency 2 0 (0%).,
PRS 33 0(0%) PRS 44 15(93,75%)
2 1(6,25%)
113 9? 8;3:)/“;,) T 399 (52,63%) 0589 On.
EUR : p=0,571 OR - . EUR - p=0,
Ilel 3 667 (87,99%) Allelic 4 359 (47,36%)
PDEIC  rs61729940 Allelic — 2,04(95%Cl, | poEsc 151409332 . e 1,25 (95% CI,
Frequency PRS 1 2(6,25%) 0,48-8,70) Frequency PRS " e (53,120/) 0,62-2,55)
3 30 (93,75% ,12%)
11 9 (z( 374%)0) 1 114 (30,07%)
ER 33 297 (78,36%) ELR M 94 ‘(24,300/4.')
14 171 (45,11%
Genotype 13 73 (19,26%) _ Genotype , 0,325
0,516 PDEGC 151409332 p=0,
PDEIC.  rsbL729940 ¢ uency 11 0 (0%) P Frequency 11 4 25%)
PRS 33 14 (87,5%) PRS 44 5(31,25%)
13 2 (12,5%) 14 7 (43,75%)
T 756 (99,73%) -
Aleli EUR 431 7:4(?:92 Zﬂ')y) PO/ Aleic "R 3 2(0,263%) ?;012:? ';'
elic ,47%) 5
016(95%Cl, | PDE6C  rs182445749 L ) J
ROEIC gEE2736720 Frequency PRS 3 1(3,125%) 0,01-1,51) Frequency PRS 1 31(96,87%) 107-138,)
4 31 (96,87%) 3 1(3,125%)
7%)
3 0 (0%) 11 377 (99,4
ELR 33 0(0%
U oy p=0,187 OR - Genot 13 2(0, 5(27"/3) p=0,116 OR -
’ enotype )’
PDEIC  rsl736729  Conowee 34 4 1,055%) 0,16 (95%Cl, | PDESC  rs182445749 VP — AR 12,5 (95% CI,
Frequency 33 0(0%) 001.151) Frequency 5 107-146,
PRS 44 15 (93,75%) PRS 33 0(0%)
34 1(6,25%) 13 1 ((}s,z;%)
EUR 2 ) p=0,312 OR - EUR 2 ([3) p=0,040 OR -
829 Allelid g Bl(5/055%) 300 (95% CI PDE6C  rs193276411 Allelid 2 Z5sl100%) 1,03 (95% Cl,
ROEIC REEIES Frequency RS 2 31(96,87%) l0,36-24,9) ! Frequency PRS 1 1(3,125%) 0,96-1,09)
4 1(3,125%) 3 31(96,87%)
.
2 371 (97,88%) 11 0 (0%)
ELR 33 379 (100%
EUR hot 010%) p=0,313 OR - Genot 3 0((0%)") p=0,040 OR -
4 enotype
PDEIC  rsl7assag  ConoWPe 24 £ (2,110%) 3,09 (95%Cl, | PDEGC  rs193276411 VP - o 1,06 (95% Cl,
Frequency 2 15(93,75%) 0.36.26,3) Frequency o 093.121)
PRS 44 0(0%) PRS 33 15(93,75%)
2 1(6,25%) 13 1(6,25%)
%)
T 752 (99,20%) ~ 3 222 (29,28 T
Ileli EUR 3 6(0,791%) p=0,252 OR - Allelic EUR 4 536 (70,71%) ©
PDEIC  rs73690312 Alleli - 4,04 (95%cl, | Poesc 153737228 . = o 0,60 (95%Cl,
Frequency . 1 31(96,87%) 0,47-34,6) requency PRS ; 19 (59'377) 0,29-1,24)
3 1(3,125%) ,37%
1 373 (98,41%) 3 38 (10,02%)
9 ELR M 195 (51,45%)
Genot, EUR ii 6 a(:zg;) p=0,253 OR - Genotype 34 146 (38,52%) -
enotype . 414(95%Cl, | PDE6C 153737228 p=0,435
PDEIC  rs73690312 15 (93,75%) g Frequency 3 3(18,75%)
Frequency 11 (93,75%) 0,46-36,6) R
PRS 33 0(0%) PRS 44 6(37,5%)
13 1(6,25%) 324 ; 2337,;?;/:;
T 0(0%) _ ] =0,252 OR -
el EUR 3 758 (100%) RO Allelic EUR 3 752 (99,20%) Ls
PDEIC  rs76290787 Allelic 103(95%Cl, |poeec  russa223s n Ty 0,24 (95%Cl,
Frequency PRS 1 1(3,125%) 0,96-1,09) requency PRS , 0,02-2,11)
3 31 (96,87%) 3 31 (9:5,37)%)
%
1 0 (0%) 2 007
373 (98,41%
ER 33 379 (100%) 0000 08 ELR 33 (08,41% 020253 O -
Genot 13 0 (0%) P Genotype 23 5 (1,583%) 24 (95% CI
PDEIC  rs76290787 enotype 1,06 (95% CI, | PDE6C rs45522236 = o 0,24 (95%Cl,
Frequency 11 0(0%) 093.121) Frequency D04 002.2.13)
PRS 33 15 (93,75%) PRS 33 15(93,75%)
13 1(6,25%) 23 1(6,25%)
100% T 199 (26,25%) - i
- EUR ; 753 zO%) %) p=0,040 OR - Alelic EUR 3 0B p=0,541 OR
PDEIC 78021925 Allelic 1,03(95%Cl, | poesc rs616522 . TIERE) 0,78 (95%Cl,
Frequency PRS 1 31(96,87%) 0,96-1,09) Frequency PRS ; » (58'759/) 0,36-1,68)
2 1(3,125%) ,75%
1 379 (100%) 1 32(8,443%)
R 2 0(0%) ELR 33 212 (55,93%)
12 0(0%) p=0,040 OR - Genotype 13 135 (35,62%) -
PDEIC  rs78021925  Conowee 1,06 (95% Cl, | PDE6C rs616522 = G p=0,515
Frequency 11 15(93,75%) 093.121) Frequency ez
PRS 22 0(0%) PRS 33 (43,75%
12 1(6,25%) 13 8 (50%)
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Gene RS Type Pop ALE/Gen N Significance Gene RS Type Pop ALE/Gen N Significance
o r
TR - T TR T
PDE2A 11135029 el J 0,82(95%Cl, | PDE6C 15701865 el - 0,55 (95%Cl,
Frequency PRS 2 17 (53,12%) 0,40-1,67) Frequency PRS 1 16 (50%) 027-1,12)
4 15 (46,87%) 2 16 (50%)
2 90 (23,74%) 1 59 (15,56%)
ELR M 103 (27,17%) ERR 22 168 (44,32%)
Genotype 2 186 (49,07%) Genotype 1 152 (40,10%)
PDE2A 11135029 p=0,734 PDEGC 15701865 p=0,268
Frequency 22 4 (25%) Frequency 1 4(25%)
PRS 44 3(18,75%) PRS 22 4(25%)
2 9 (56,25%) 12 8 (50%)
m
weie MR ey Pomuon- weie PR L eiamg  pomeon-
PDE2A  rs11824084 ele d 1,06 (95%Cl, | PDE6C 1714550 ele z 0,75 (95%Cl,
Frequency PRS 3 2(6,25%) 0,97-1,16) Frequency PRS 1 13 (40,62%) 0,36-1,56)
4 30(93,75%) 3 19 (59,37%)
33 0(0%) 1 54 (14,24%)
ELR M 379(100%) ELR 33 174 (45,91%)
Genotype 34 0(0%) p=0,001OR - Genotype 13 151 (39,84%)
PDE2A  rs11824084 1,14(95%Cl, | PDE6C 1714550 p=0,071
Frequency 33 0(0%) 094.1.97) Frequency 1 1(6,25%)
PRS 7 14 (87,5%) S PRS 33 4(25%)
34 2(12,5%) 13 11(68,75%)
;
TR L
PDE2A 151980091 e . 1,38(95%Cl, | PDE6C 1576999928 ele 1,03 (95% CI,
Frequency PRS 1 8 (25%) 0,61-3,12) Frequency PRS 2 31(96,87%) 0,96-1,09)
3 24(75%) 3 1(3,125%)
11 39(10,20%) 2 379 (100%)
ELR 33 179 (47,22%) ELR 33 0(0%)
p=0,040 OR -
Genotype 13 161 (42,48%) Genotype 23 0 (0%)
PDE2A 151980091 p=0,730 PDEGC rs76999928 1,06 (95% CI,
Frequency 11 1(6,25%) Frequency 2 15 (93,75%) 093.121)
PRS 33 9 (56,25%) PRS 33 0(0%) o
13 6(37,5%) 23 1(6,25%)
Aleli FUR i 752(2?37 RO Aleli FUR i 7553 (259332) CROCEDER-
PDE2A 15392818 elc (400%) 1,03(95%cCl, | PDE7A 1511557049 elic (93/00%) 0,72 (95% Cl,
Frequency oo 1 1(3,125%) 0,96-1,09) Frequency g 2 3(9,375%) 0,21-2,46)
3 31(96,87%) 4 29(90,62%)
11 0(0%) 2 4 (1,055%)
ELR 33 379(100%) ELR 44 330 (87,07%)
Genotype 13 0(0%) p=0,040 OR - Genotype 24 45 (11,87%)
PDE2A 15392818 1,06 (95%Cl, | PDE7A rs11557049 - p=0,635
Frequency 11 0(0%) 093.1.21) Frequency 2 0(0%)
PRS 33 15(93,75%) " PRS 44 13 (81,25%)
13 1(6,25%) 2 3(18,75%)
Aleli FUR i 752(2?37 CROREETR- Aleli FUR ; 6:: (;;;:: ) RO
PDE2A 154944557 16 {400%) 1,06 (95%Cl, | PDESA 1511073917 16 (8825%) 0,93 (95% Cl,
Frequency oo 1 2(6,25%) 0,97-1,16) Frequency g 2 4(12,5%) 0,31-2,71)
3 30(93,75%) 3 28 (87,5%)
11 0(0%) 2 10 (2,638%)
ELR 33 379(100%) ELR 33 300 (79,15%)
Genotype 13 0(0%) p=0,0010R - Genotype 23 69 (18,20%)
PDE2A 154944557 1,14(95%Cl, | PDESA rs11073917 p=0,546
Frequency 11 0(0%) 0.94.1,37) Frequency 2 0(0%)
PRS 33 14 (87,5%) PRS 33 12 (75%)
13 2(12,5%) 23 4(25%)
- m
Aleli FUR i 75212:37 ROMNELR- Aleli FUR i Sszgéo,ggzsgi)/n CROATE TR
PDE2A 15577536 16 (400%) 1,10 (95%Cl, | PDESA 15148254104 16 (9937} 0,00 (95% Cl,
Frequency oo 2 3(9,375%) 0,98-1,23) Frequency g 2 1(3,125%) 0,00-0,08)
4 29(90,62%) 4 31(96,87%)
2 0(0%) 2 0 (0%)
ELR M 379(100%) ELR 44 4297 (99,95%)
Genotype 24 0(0%) Genotype 2 2 (0,046%) p=0,0110R -
PDE2A 1577536 p=0,001 PDESA  rs148254104 0,00 (95%Cl,
Frequency 2 1(6,25%) Frequency 2 0(0%) 0.00.008)
PRS 44 14 (87,5%) PRS 44 15(93,75%)
2 1(6,25%) 2 1(6,25%)
weic PR L sy | miow-os el W4 ugigemy | PORTOR-
PDE3A  rs10743380 el ara) (95% C1,0,06- | PDESA 1516974908 el - 0,41 (95%Cl,
Frequency PRS 2 31(96,87%) 3,92) Frequency PRS 2 1(3,125%) 0,05-3,33)
4 1(3,125%) 4 31(96,87%)
2 336 (38,65%) 2 0 (0%)
ELR M 1(0,263%) ELR 44 369 (97,36%)
Genotype 2 42 (11,08%) Genotype 2 10 (2,638%) p=0,369 OR -
PDE3A  rs10743380 p=0,773 PDESA rs16974908 0,40 (95%Cl,
Frequency 2 15 (93,75%) Frequency 2 0 (0%) 004.3,38)
PRS 44 0(0%) PRS 44 15(93,75%)
2 1(6,25%) 2 1(6,25%)
el PR 4 ileamg  PousoR- el R § aiamg | PLoRE
PDE3A  rs10743384 el . 0,57(95%Cl, | PDESA 1535666574 el : (95% Cl, 0,16-
Frequency PRS 2 16(50%) 0,28-1,16) Frequency PRS 2 1(3,125%) 9,34)
4 16(50%) 4 31(96,87%)
2 50/(13,19%) 2 0 (0%)
ELR M 152 (40,10%) ELR 44 350 (92,34%) Lok 124
p=10R-1,
Genot: 2 177 (46,70% Genot: 2 29 (7,651%
PDE3A  rs10743384 enotype { ) p=0,043 PDESA 1535666574 enotype {7.651%) (95% Cl,0,15-
Frequency 2 2(12,5%) Frequency 2 0 (0%) 0.74)
PRS 44 2(12,5%) PRS 44 15(93,75%) ’
2 12(75%) 2 1(6,25%)
5 5
weie PR L e ioR-ise w3 gagme  Fomuon-
PDE3A  rs117453345 el : (95%C1,020- | PDES8B  rs115599001 el 2 0,20 (95% CI,
Frequency PRS 2 1(3,125%) 11,6) Frequency PRS 1 2(6,25%) 0,04-0,95)
4 31(96,87%) 3 30(93,75%)
2 1(0,263%) 1 0 (0%)
ELR M 344 (90,76%) ELR 33 369 (97,36%) 005008
p=0, .
Genot: 2 34.(8,970% Genot: 13 10 (2,638%
PDE3A  rs117453345 enotype (8,970%) p=0,386 PDESB  rs115599001 enotype [2,638%) 0,18 (95% CI,
Frequency 22 0(0%) Frequency 11 0(0%) 0,03-0,94)
PRS 44 15(93,75%) PRS 33 14 (87,5%)
2 1(6,25%) 13 2(12,5%)
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ignificance
ignifi RS Type Pop ALE/Gen N Signi
Gene RS Type Pop  ALE/Gen N Significance Gene : T -
T 54 (7,124%) —10R-115 EUR p=0,040 OR -
i 2 2,87%) HACR=; Allelic 3 758 (100%) 1,03 (95% CI
Alelic J ZoHio2) (95%CI,0,26- | PDESB  rs182775622 - YERE) / >
PDE3A rs71539448 2(6,25%) p Frequency  ppg , 0,96-1,09)
Frequency  ppe ! . 4,94) 3 31(96,87%)
3 30 (93,75%) m o
11 2(0,527%)
33 379 (100%
ELR 33 327 (86,27%) . EUR = : ‘(0%) 5) £=0,0400R -
enotype 1,06 (95% CI,
Genotype 13 50(13,19%) - B 182775622 /
PDE3A  rs71539448 v m o p=0,916 PDEEE 1 Frequency 1 0 (0%) 093-1,21)
Frequency PRS 33 15 (93,75%)
RSB 18755 13 1(6,25%)
13 2(12,5%) o ) ('0%)
o 1 84(11,08;%) p=10R - 1,20 Al EUR p 758 (100%) ]
78782960 Allelic 2 §74 (88,91%) (95%C1,0,35- | PESB 15186753 —— 5 o (%) P
PDE3A s Frequenty o 1 3(9,375%) 4,00) PRS . P
3 29 (90,62%) — oo
%
n 4 (1,055%) EUR 14 379 (100%)
EUR 33 299 (78,89%) 2 0 (0%)
Genotype E] 76(2005%) p=0,837 PDESB 15186753 Genotype = > 0% P
PDE3A rs78782960 1 0(0%) 4 Frequency o
Frequency PRS 44 16 (100%)
PRS 33 13 (81,25%) iy 0%
)
13 3 (18,75%)
T 253 (33,37%) _
R C o Alleli ER 505 Ese 62%) s
elic A
Allelic 4 758 (100%) = PDESB 15335614 : e 1,50 (95%Cl,
PDE3B rs1247719 2 0(0%) Frequency PRS 0,66-3,39)
Frequency PRS ) 3 24 (75%)
- ( 0% - 11 37 (9,762%)
- oo EUR 33 163 (43,00%)
9
FR 379 (100%) 13 179 (47,22%)
24 0(0%) Genotype Z p=0,196
Genotype p= PDESB rs335614 ) 0(0%)
PDE3B rs1247719 22 0(0%) Frequency
Frequency PRS 33 8(50%)
PRS 44 16 (100%)
24 0(0%) 13 8 (50%)
T 362 (47,75%) _
EUR 2 o Allel EUR 3 396 ‘(52 24°;) OB
elic ). o
Allelic 4 758 (100%) o E TR - TS 1,33 (95%C,
PDE3B rs1247720 Ry ) 0(0%) Frequency PRS 4 ) 0,65-2,74)
PRS 3 19 (59,37%)
100%
;2 = (0 (W:) 11 88 (23,21%)
7
33 105 (27,70%)
EUR 44 379 (100%) EUR ( ’
Genotype 13 186 (49,07%) 0,305
Genotype 2 0 (0%) = PDESB 1540594 ) 4(25%) =
PDE3B rs1247720 22 0(0%) Frequency
Frequency PRS 33 7 (43,75%)
PRS oy 16 (100%) ,
” 0l0% 13 5 (31,25%)
2
7 133 (17,50%) _
T 307 (40,50% _ EUR p=0,337 OR -
EUR (oS p-10r-00 Alelic 4 625 (B245%) o
i 3 451 (59,49%) " , 6 Cl,
Allelic (95%CI,0,48- | PDESB 156236253 3 3(9,375%)
PDE3B rs4757268 1 13 (40,62%) Frequency PRS , 0,61-6,85)
Frequency  oo¢ 4 2,04) 4 29 (90,62%)
9(59,37%
131 _3,9 215 56‘;; 2 10 (2,638%)
3
o6 ER 44 256 (67,54%)
EUR 33 131 (34,56%) cenotype 2 113 (29.81%)
enof ) -
Genotype 13 189 (49,86%) p=0,882 PDESE  rs62362531 > ) p=0,375
PDE3B rs4757268 11 3(18,75%) Frequency
Frequency . PRS 44 13 (81,25%)
PRS 33 6(37,5%) u
13 7 (43,75%) 2 3 (18,75%)
, 792 (64,00%)
T 123 (16,22%) _ R EUR 2 [ - p=0,455 OR -
EUR . p=0,457 OR Allelic 4 266 (35,09%) 0,72 (95% CI
1051738 o g EB(ER 7, 1,87 (95%Cl, | PDE9A 151045382 il 3 3 (7187%) ey
oEA e Frequency  ppg 1 SETES 0,56-6,24) L 9(28,12%) T
4 29 (90,62%) :
10 (2,638%) 2 158 (41,68%)
n (2638% EUR 14 45 (11,87%)
EUR a 266 (70,18%) Genotype 24 176 (46,43%)
enof )/ _
Genotype 1 103 {27,17%) p=0,464 PDE9A 151045382 > S (50%) p=0,683
PDE4A rs1051738 1 0(0%) Frequency
Frequency PRS 44 1(6,25%)
PRS 44 13 (81,25%) ¢
5 2 7 (43,75%)
u 2 (18,75%) 2 357 (47,09%)
2 3 (2,205%) EUR ot p=0,102 OR -
i B 97,79%) T Allelic 2 A01(5290%) ) o5 (95%cl
Allelic d L3307, 033(95%C, | PDESA  rs13047953 2 0 (31.25%) / .
PDE4A rs138164292 2 2(6,25%) g ’ Frequency PRS 9 0,91-4,19)
Frequency PRS ). 0,05-2,11) 0 22 (68,75%)
4 30 (93,75%) —
2 1(1,470%) 2 79 (20,84%)
2 . EUR 44 101 (26,64%)
EUR 44 66 (97,05%) cenotype 2 198 (52.50%)
eno , _
Genotype 2 1 (1,470%) p=0,495 PDE9A rs13047953 > 3 (18,75%) p=0,037
PDEAA  rs138164292 > L(6,25%) % Frequency ,
Frequency . PRS 44 9 (56,25%)
PRS 4 15(93,75%) :
2 0(0%) 2% 4(25%)
- 0y
) 6 (0,791%) EUR 1 ZR(ERAEY p=0,847 OR -
EUR b p=0,252 OR - Allelic 3 514 (67,81%) 959% CI
Alleli 4 752 (99,20%) 9153 0,90 (95% CI,
PDE4A  rs141286487 ele 0,24(95%Cl, | PpE9A rs226 Frequency 1 11(34,37%) 0,43-1,90)
Frequency  ppg 2 1(3,125%) 0,02-2,11) PRS 3 21 (65,62%) #1375
4 31(96,87%) -
2 0(0%) 11 43 (11,34%)
EUR 33 178 (46,96%)
3 (98,41%
EUR 421: 3; ! 1( 583%)) p=0,253 OR - Genotype 13 158 (41,68%) 20,966
Genotype Z 9A rs2269153 4
PDE4A 15141286487 0 (0%) 0:24(95% Cl, PDE Frequency 11 2(12,5%)
Frequency 2 002:2,13) PRS 33 7(43,75%)
PRS a 15(93.75%) 13 7 (43,75%)
2 1(625%) 1 492 (64,90%)
3,93% g p=0,455 OR -
- 3 712 (93,93%) p=10R-1,03 Al EUR p 266 (35,09%) oo
74453701 Allelic 2 46 (6,068%) (95%C1,0,23- | PDE9A 153087994 m— - S 0,07§ ; s 503) ,
RLZL e Frequency  ppg 3 30(93,75%) 4,45) q PRS p 9 (28,12%) 19375
2 (6,25%
: 334 ((ss 12“/).,) 11 158 (41,68%)
" 30 ER 44 45 (11,87%)
EUR 4 1(0263%) 176 (46,43%)
4 44(11,60%) Genotype 14 : p=0,683
Genotype 2 L p=0,954 PDE9A rs3087994 m 3 (50%) Y
PDE4A r$74453701 = T (87.5%) : Frequency
Frequency ’ PRS 44 1(6,25%)
PRS 44 0(0%) 1 7 (43,75%)
34 2(12,5%) d
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- Po ALE/Gen N Significance
Gene RS Type Pop  ALE/Gen N Significance Gene RS Type 1 . 35 3,695%) Ton 11
% ; =10R-1,
_ - 1 01(20; p=0,040 OR - Allelic I 4 730 (96,30%) :]95% Clos.
Allelic 3 758 (100%) 1,03(95%Cl, | PDE9A rs71320554 3,125%) "
PDEAB  rs114408173 T G.125%) / z Frequency  pps 2 (e 9,02)
Frequency  ppg 1 (3,125% 0,96-1,09) 4 31 (96,87%)
3 31 (96,87%) 2 0 (0%)
3
11 0(0%)
351 (92,61%
EUR 33 379 (100%) EUR 44 ( % p=10R-1,19
Genotype 13 0(0%) p=0,040 O - 71320554 Cenowee 2 28 (7,367%) (95% Cl,0,15-
PDE4B  rs114408173 oo 1,06 (95%Cl, | PDEOA rs Frequency 2 0 (0%) 939)
Frequency 1 o 0,93-1,21) PRS a4 15 (93,75%)
PRS 33 15(93,75%) '
24 1(6,25%)
13 1(6,25%) 2 181 (23,87%)
3 0 (%) EUR op [FOERY/CIR
Aleic "Ry 0(2%) 220740 Alelie : L osswc,
TED. SRR ) p= PDE10A s Frequency  ppg 2 10(31,25%) 0,32-1,48)
Frequency  ppg 3 16 (50%; 4 22 (68,75%)
16 (50% -
343 m‘l?“/‘;) 2 15 (3,957%)
EUR 44 213 (56,20%)
EUR 4 ::: '3%) Genotype 24 151 (39,84%) -0,135
Genotype 34 222 (%) P PDE10A 15220740 0(0%) p=0,
PDE4B  rs200851592 1(6,25%) Frequency 2 (0%
Frequency 33 (6,25% PRS a4 6(37,5%)
PRS 44 1(6,25%) ( ' %)
2% 10 (62,5%
3 14 (87,5%) 7 579 (89,57%) OO
0 (100% ) P=10R-0;
et AR i 860! O((0%;) p=0,003 OR - Al EUR p 79 (10,42%) oo
elic 73022128 by
PDE4B rs34492439 ] 1,03(95%Cl, | PDEIOA s PR o 2 29.(90,62%) 2,08)
Frequency  ppg 2 (96,87%] 0,96-1,09) 4 3 (9,375%)
4 1(3,125%) -
2 304 (80,21%)
R 12‘ 43000 ((1(;);‘)%) EUR 44 4(1,055%)
B 3
Genotype 24 0(0%) p=0,003 OR - Joraizs | SemObPe 2% 71(18,73%) 00,846
PDE4B  rs34492439 15 (93,75%) L06(95%Cl, | PDEIOA - rs Frequency 2 13 (81,25%)
Frequency 22 1 /3% 0,93-1,21) PRS a4 0(0%)
PRS 44 0(0%) 75%)
2 3(18,
24 1(6,25%) 1 11‘(1 451;)
2 0(0%) EUR > p=0,093 OR -
_ AR ! p=0,040 OR - Allelic 2 747 (98,54%) 022 (95% 1
Alelic 4 SE1100%) 1,03(95%Cl, | PDE10A  rs77122004 3 (6.25%) b '
PDE4B rs7534999 > T(3,125%) ! g Frequency PRS 1 G 0,04-1,04)
Frequency PRS b © 0,96-1,09) 2 30(93,75%)
4 31(96,87%) ) o (0%)
22 0(0%)
368 (97,09%
ELR 44 379 (100%) ELR 22 (97,09%) =0,092 OR -
p
=0,040 OR - 11(2,902%)
Genotype 24 0 (0%) hoe 95% Cl PDE10A rs77122094 Genotype 12 . 0,20 (95% Cl,
PDE4B 157534999 0 (0%) 1,06 (95% Cl, Frequency 1 0(0%) 0,04-1,03)
Frequency 22 0,93-1,21) PRS 22 14 (87,5%)
PRS 44 15 (93,75%) 2(12’5%
1 5%
2 1(6,25%) 7 654 (36,27%) 1ER-0E
T,715% X P=10R-0;
. on 3 13(L715%) 0 447 OR- Allelic EUR 4 104 (13,72%) (95% C, 0.30-
Allelic 4 35198 28%) 054(95%Cl, | PDE10A  rs79469867 28 (87.5%) dbis
PDEAB  rs75308902 3 TG0 - b Frequency  ppg 2 ’ 261)
Frequency PRS 4 © 0,06-4,26) 4 4(12,5%)
343 31 (09(6:;3%) 2 283 (74,67%)
8(2,110%
EUR 44 366 (96,56%) BR { )
Genotype 34 13 (3,430%) p=0,445 OR - 70469867 Cenowee 2 88 (23,20%) p=0,710
PDE4B rs75398902 0 (0%) 0,53(95%Cl, | PDE10A rs Frequency 22 12 (75%)
req ,06-4,. 9
Frequency 33 0,06-4,34) PRS a4 0(0%)
PRS 44 15 (93,75%) 2 (25%
2%
5
34 1(6,25%) 2 720 (94,98%)
1 378 (49,86%) EUR p=0,227 OR -
: EUR p=10R-0,99 Allelic 4 38(5,013%) 1,96 (95% CI
Allelic 3 3805013%) (950,049 | PDEIOA 59459421 29(90,62%) OB
PDE4B 15783036 1 16 (50%) . Frequency  paq 2 /62%) 0,57-6,72)
Frequency PRS ST 2,01) 4 3(9,375%)
3 16 (50%
2 342 (90,23%)
u 87(22,95%) EUR 44 1(0,263%)
EUR 33 88(23,21%) Genot 2% 36 (9,498%)
enotype - =0,525
Genotype 13 204 (53,82%) _ 459421 p=0,5
PDE4B 15783036 S (31,25%) p=0,438 PDE10A s Frequency 2 13 (81,25%)
Frequency 1 (31,25% PRS 44 0 (0%)
PRS 33 5(31,25%) 2% 3 (18,75%)
i 1996((2367/;?;/)) R 3 575 (75,85%) FAGR-1E]
_ -~ 1 R p=0,158 OR - Allelic 3 4 183 (24,14%) ey
PDE4B 15783039 Allelc 2 S MERAL OB(EHE, || FRER rs1047884 Frequency 3 24 (75%) 237)
Frequency oo 1 12 (37,5%) 0,28-1,23) PRS 0 8 (25%) ’
3 20 (62,5%)
[Tl 2 ((s 332:'/) 33 213 (56,20%)
,332%
w5 o n e
Genotype a =0,947
Genotype 13 151 (39,84%) _ 47884 p=0;
PDE4B 15783039 4(25%) p=0,057 PDELIA rs10 Frequency 33 9 (56,25%)
Frequency 1 N PRS a4 1(6,25%)
PRS 33 8 (50%) 6(37,5%)
34 5%
= 2884 (32?‘:“)90/) R 1 2 (0,263%) p=0,116 OR -
‘ o 2 ( B p=0,578 OR - Allelic £ 4 756 (99,73%) 0,08 (95% |,
Alelic 4 470(62000) 50590, | poE11A  rs11S616942 3125%) e
PDE4C rs783039 14 (43,75%) p ! Frequency  ppo 1 1(3,125% 0,00-0,92)
Frequency  ppg 2 (43,75% 0,38-1,60) 4 31(96,87%)
4 18 (56,25%) ) 0 (éﬂ/)
3
2 58 (15,30%) EUR 44 377 (99,47%)
EUR 44 149 (39,31%) - e p=0,116 OR -
Genotype 4 2 0,07 (95% CI
Genotype P 172 (45,38%) - 115616942 . e Cl
PDEAC 5783039 2 (25%) P=0600 | PDEIIA it Frequency 1 0(0%) 0,00-092)
Frequency 22 o 9
PRS 44 15(93,75%)
PRS 44 6(37,5%) 14 1(6,25%)
24 6(37,5%) 0 '3 9%)
1 10 (1,319%
84,03% g p=0,367 OR -
_ an 1 637 ( 5'96';) p=10R-0,97 Allelic I 3 748 (98,68%) S
Allelic J L2815 36%) (95%C1,036- | PDE11A  rs115662866 3,125%) f m
PDE4D 1511950492 27 (84,37%) oy Frequency  ppo 1 1(3,125% 0,05-3,33)
Frequency PRS 1 (84,37% 2,58) 3 31(96,87%)
3 5 (15,62%) T 0 (éﬂ/)
70,71% )
1 268 (70,71%) ER 33 369(97,36%)
EUR 33 10 (2,638%) 13 10(2,638%) p=0,369 OR -
Genotype ALl 0,40 (95% Cl
Genotype 13 101 (26,64%) - 115662866 g ol
PDEAD  rs11950492 11 (68,1 pe0621 | PDELIA 1 Frequency 1 0(0%) 0,04-3,38)
Frequency u (68,75% PRS 33 15(93,75%)
PRS 33 0(0%) )
6,25%
13 5 (31,25%) S 1(625%)
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Gene RS Type Pop ALE/Gen N Significance Gene RS Type Pop ALE/Gen N Significance
- 5
woe N3 g oo woe PN 3 g POOMOR
PDEAD  rs11950495 el alad) 1,08(95%Cl, | PDE11A  rs13012088 el . 5,26 (95% Cl,
Frequency PRS 1 29(90,62%) 0,32-3,65) Frequency PRS 1 1(3,125%) 0,71-38,9)
3 3(9,375%) 3 31(96,87%)
11 315 (83,11%) 11 11 (2,902%)
EUR 33 2(0,527%) EUR 33 280(73,87%)
Genotype 13 62 (16,35%) Genotype 13 88 (23,21%)
PDE4D rs11950495 p=0,894 PDELIA  rs13012088 p=0,111
Frequency 11 13(81,25%) Frequency 11 0 (0%)
PRS 33 0(0%) PRS 33 15 (93,75%)
13 3 (18,75%) 13 1(6,25%)
7 5
TR TR
PDEAD  rs11959349 ele - 0,75(95%Cl, | PDE11A 151435573 ele - 4,76 (95%Cl,
Frequency PRS 1 28 (87,5%) 0,25-2,18) Frequency PRS 2 1(3,125%) 0,64-35,2)
4 4(12,5%) 3 31(96,87%)
11 268 (70,71%) 2 6 (1,583%)
EUR 44 10/(2,638%) EUR 33 284(74,93%)
Genotype 14 101 (26,64%) Genotype 23 89 (23,48%)
PDE4D rs11959349 p=0,643 PDEL1A 151435573 p=0,138
Frequency 11 12 (75%) Frequency 2 0 (0%)
PRS oy 0(0%) PRS 33 15 (93,75%)
14 4(25%) 23 1(6,25%)
- .
Aleli FUR i iﬂ gigiﬁ; PG Aleli FUR ; ‘;25'9247;&) CROUEDER-
PDEAD 151553114 e 2 (95% C1,040- | PDE11A 152293473 ele : 0,38 (95% CI,
Frequency PRS 2 26(81,25%) 2,49) Frequency PRS 1 4(12,5%) 0,13-1,16)
4 6 (18,75%) 3 28(87,5%)
2 253 (66,75%) 11 0(0%)
EUR 44 15 (3,957%) EUR 33 339(89,44%)
Genotype 24 111 (29,28%) Genotype 13 40 (10,55%) p=0,089 OR -
PDE4D rs1553114 p=0,868 PDEL1A 152293473 0,35 (95% CI,
Frequency 2 11(68,75%) Frequency 11 0 (0%) 0.10-1.14)
PRS 44 1(6,25%) PRS 33 12 (75%) o
24 4(25%) 13 4(25%)
5
T e L e T el e
PDEAD 1572769729 elc (o168} 2,81(95%Cl, | PDE11A 153821010 elic (30575) 0,87 (95% Cl,
Frequency oo 2 1(3,125%) 0,37-20,9) Frequency g 1 23 (71,87%) 0,39-1,92)
4 31(96,87%) 3 9 (28,12%)
2 1(0,263%) 11 182(48,02%)
EUR 44 317 (83,64%) EUR 33 37(9,762%)
Genotype 24 61 (16,09%) Genotype 13 160(42,21%)
PDE4D rs72769729 p=0,476 PDE11A 153821010 p=0,152
Frequency 2 0(0%) Frequency 11 7 (43,75%)
PRS 44 15(93,75%) PRS 33 0(0%)
2 1(6,25%) 13 9 (56,25%)
5
oe PR i mpaew  PsoR amc ™% 4 Tomwy wiotos
PDESA 1511947234 — (28 47} 0,83 (95%Cl, | PDE11A 156433711 — (OF131%) (95% C1, 0,99-
Frequency PRS 1 72 (75%) 0,51-1,36) Frequency PRS 2 32(100%) 1,00)
3 24 (25%) T 4 0 (0%) '
1 198 (51,03%) 2 378(99,73%)
EUR 33 31(7,989%) EUR 44 0(0%)
Genotype 13 159 (40,97%) Genotype 2 1(0,263%) P=10R-0,99
PDESA rs11947234 p=0,224 PDEL1A rs6433711 (95% Cl, 0,99-
Frequency 11 25 (52,08%) Frequency 2 16 (100%) 100)
PRS 33 1(2,083%) PRS 44 0(0%) ’
13 22 (45,83%) 2% 0 (0%)
5 5
Allelic EUR j 722(35799;;;) p=0,2520R - Allelic EUR i Zﬁzg;: p=0,560 0 -
PDESA  rs142272118 i 0,24(95%Cl, | PDEL1A 156720891 — 0,74 (95% CI,
Frequency PRS 2 1(3,125%) 0,02-2,11) Frequency PRS 2 24 (75%) 0,33-1,68)
4 31(96,87%) 4 8 (25%)
2 1(0,263%) 2 182(48,02%)
EUR 44 374 (98,68%) EUR 44 37(9,762%)
Genotype 2 4 (1,055%) Genotype 2 160(42,21%)
PDESA  rs142272118 p=0,394 PDEL1A 16720891 p=0,773
Frequency 2 0(0%) Frequency 2 9 (56,25%)
PRS 4 15(93,75%) PRS a4 1(6,25%)
24 1(6,25%) 2 6 (37,5%)
Allelic 2 ; 758(()1(2%' [FALAEe Allelic 2 i iig:iiéi:ﬁ; FUACL
,51%
PDESA 144204269 1,01(95%Cl, | PDE11A 71423514 0,19 (95% CI,
'5 Frequency pe 2 95 (98,95%) o Bé—l & " Frequency o 2 31(96,87%) & 0;,1 0)
3 1(1,041%) 4 1(3,125%)
2 379 (100%) 2 280(73,87%)
EUR 33 0(0%) EUR 44 11(2,902%)
Genotype 23 0(0%) p=0,112 OR - Genotype 24 88 (23,21%)
PDESA  rs144204269 1,02(95%Cl, | PDE11A  rs71423514 p=0,111
Frequency 2 47(97,91%) 0.97-1.06) Frequency 2 15 (93,75%)
PRS 33 0(0%) S PRS 14 0 (0%)
23 1(2,083%) 2 1(6,25%)
Allel wR 727‘35193;;@) CRERDEI3- Allel BR 223:32’323’; CRAIIEI3-
PDESA  rs148360694 ele i) 0,04(95%Cl, | PDELIA  rs71423544 ele 00 4,71 (95% CI,
Frequency PRS 2 1(3,125%) 0,00-0,67) Frequency PRS 1 1(3,125%) 0,63-34,3)
4 31(96,87%) 4 31(96,87%)
2 0(0%) 11 6 (1,583%)
EUR 44 378 (99,73%) EUR 44 285(75,19%)
Genotype 24 1(0,263%) p=0,079 OR - Genotype 14 88 (23,21%)
PDESA  rs148360694 0,03(95%Cl, | PDE11A  rs71423544 p=0,144
Frequency 2 0(0%) 0,00-0,66) Frequency 11 0 (0%)
PRS 44 15(93,75%) - PRS 44 15 (93,75%)
24 1(6,25%) 14 1(6,25%)
1 730 (96,30%) 1 754(99,47%
Allelic 2 4 28 ((3 693%)) (P Allelic 2 3 4 10(527%) ) [RAEL
PDESA  rs17051276 - 1,13(95%Cl, | PDE11A  rs75461311 - 26,9 (95% Cl,
Frequency PRS 1 92 (95,83%) 0,38-3,30) Frequency PRS 1 28(87,5%) 6,40-113))
4 4 (4,166%) 3 4(12,5%)
11 351 (92,61%) 11 375(98,94%)
EUR 44 0(0%) EUR 33 0(0%)
0,771 0R - p=0,000 OR -
Genot 14 28 (7,387% p=0, Genoty 13 4(1,055% /
PDESA rs17051276 enotype (7,387%) 1,13(95%Cl, | PDE11A  rs75461311 enotype (L,055%) 31,2 (95%Cl,
Frequency 11 44(91,66%) 0,38.3,40) Frequency 11 12 (75%) 6.97-140)
PRS a4 0(0%) o PRS 33 0 (0%) ! i
14 4(8,333%) 13 4(25%)




Gene RS Type Pop ALE/Gen N Significance Gene RS Type Pop ALE/Gen N Significance
0
weie PR} o Pomeon- wee ML cameme  bomzon-
PDESA 153733526 el . 0,51(95%Cl, | PDE11A  rs75672043 el : 2,12 (95% CI,
Frequency PRS 1 85 288,54%; 0,26-0,99) Frequency PRS 1 2 26,25%) ) 0,49-9,03)
3 11 (11,45%) 3 30(93,75%
11 237 (62,53%) 1 7 (1,846%)
ELR 33 10(2,638%) EUR 33 292 (77,04%)
Genotype 13 132 (34,82%) Genotype 13 80(21,10%)
PDESA 1$3733526 p=0,059 PDE11A  rs75672043 p=0,490
Frequency 11 38 (79,16%) Frequency 1 0 (0%)
PRS 33 1(2,083%) PRS 33 14 (87,5%)
13 9 (18,75%) 13 2(12,5%)
o
o R
PDESA 151045177 ele — 049(95%Cl, | PDE11A 577597060 ele — 24,4 (95% Cl,
Frequency PRS 1 2 26,25/:) ) 0,11-2,17) Frequency PRS 2 31( (96,87%) 1,49-399))
3 30(93,75% 4 1(3,125%)
11 1(0,263%) 2 378 (99,73%)
ELR 33 356 (93,03%) EUR 44 0(0%)
Genotype 13 22 (5,804%) Genotype 24 1(0,263%) p=0,079 OR -
PDESA 151045177 p=0,597 PDE11A  rs77597060 25,2 (95% C,
Frequency 11 0 (0%) Frequency 2 15(93,75%) 150422,
PRS 33 14 (87,5%) PRS 44 0(0%)
13 2(12,5%) 2 1(6,25%)
o -
Aleli FUR i 7?2;?5?;;] CRUEIER: Aleli FUR 1 7580(1(2;5)/) RO
PDESA  rs114886951 e - 161 (95%Cl, | PDE11A  rs79903863 ele d 1,10 (95% CI,
Frequency PRS 1 94((97,91%) 1,44-179)) Frequency PRS 1 3 (T,375%)) 0,98-1,23)
3 2(2,083%) 4 29.(90,62%
11 378 (99,73%) 11 0 (0%)
ELR 33 0(0%) EUR 44 379 (100%)
Genotype 13 1(0,263%) p=0,034 OR - Genotype 14 0 (0%) p=0,000 OR -
PDESA  rs114886951 164 (95%Cl, | PDE11A  rs79903863 1,23 (95% C,
Frequency 11 46 (95,83%) 146124, Frequency 11 0 (0%) 0,97-1,55)
PRS 33 0(0%) PRS 44 13(81,25%)
13 2 (4,166%) 14 3(18,75%)
o o
= wee PR 4 i peason
PDESA 153733523 . elc - = (26’049/] 1,14 (95%cl, | PDE11A rs10201180 elic ; 12(37'5% ) 0,54 (95% Cl,
requency  pgs E B "; 0,70-1,85) reauency  pgs E P 0,26-1,13)
4 71(73,95% 4 20 (62,5%)
2 30(7,915%) 2 19(5,013%)
EUR 44 191 (50,39%) EUR 44 211 (55,67%)
Genotype 24 158 (41,68%) Genotype 24 149 (39,31%)
PDESA r$3733523 p=0215 PDE11A  rs10201180 p=0,268
Frequency 2 1(2,083%) Frequency 2 2 (12,5%)
PRS a4 24 (50%) PRS 44 6(37,5%)
2 23 (47,91%) 2 8 (50%)
=
Aleli FUR i iig g;;:i: [ROEEDER- Aleli FUR i 7112‘(23322;)) G CL-0EE
PDESA 153733524 ‘ — - YR 078 (95%Cl, | PDE11A 1517400325 ‘ — - = 75; (95% C1, 0,22
TeaueNcy  pps : b “; 0,47-1,27) TeaUeNcy  pps 2 ' )°) 4,24)
4 23 (23,95% 4 2(6,25%
2 191 (50,39%) 2 331 (87,33%)
EUR 44 30(7,915%) ER 44 0(0%)
Genotype 24 158 (41,68%) Genotype 24 48 (12,66%) p=10R-0,98
PDESA 13733524 p=0,240 PDE11A  rs17400325 (95% €1, 0,21-
Frequency 2 26 (54,16%) Frequency 2 14 (87,5%) 046)
PRS a4 1(2,083%) PRS 44 0(0%) ’
2 21 (43,75%) 2% 2(12,5%)
Y woe PR emame  FoRmon-
POESA  rsi133%32 e - — Lo3(escl, | poEA  re7sizzars | e - — 0,63 (95%Cl,
requency ¢ (3,125%) 0,96-1,09) requency  ppg () 0,21-1,90)
4 31(96,87%) 4 94 (95,91%)
2 0(0%) 2 0 (0%)
EUR 44 397 (100%) EUR 44 359 (94,72%)
Genotype 2% 0(0%) p=0,038 OR - Genotype 2 20 (5,277%) ~
PDEGA  rs113309832 1,06 (95%Cl, | PDEL1A  rs75127279 p=0,107
Frequency 2 0 (0%) 0.93.4.21) Frequency 2 1(2,040%)
PRS a4 15 (93,75%) o PRS 14 46(93,87%)
2 1(6,25%) 2% 2 (4,081%)
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9. ANEXOS

9.1 ANEXO 1 - PROTOCOLO POR SEQUENCIAMENTO POR SDLi

MOLECULAR GENETICS LAB (MGL)

National Institutes of Health, Eunice Kennedy Shriver National o
Institute of Child Health and Human Development (NICHD)
® 10 Center Dr, CRC, Rm 1E-3289, Bethesda, MD, 20892 C
E Tel: (301) 435-4432 Fax: (301) 480 5791 P
CLIA ID#: 21D2007566
Director: Forbes D Porter, MD, PhD

(B RVICEy,

MEALTY
o 4
iy,

A

EXPERIMENT FORM
MGL-NICHD Form 02_ NGS_PAIRED ENDs Non-Multiplexed EZB 8 Samples

Before to begin, read “General Instructions for MGL-NICHD Form 02_ PAIRED ENDs MULTIPLEX EZB
completion” on Page 3

__Sample Information* o -

B
R
A

Medical record# Specimen ID# ,
DNA source Date DNA was
extracted

DNA concentration (ng/ul) DNA amount (ul)

NIH Protocol#

MGL-NICHD Sample Information

MGL# Gene/Disease

(*or check box from the Test Selection box on pages 2 and 3)
Barcode

Testing for
- known mutation MGL ID# of relative

Location
DNA concentration (ng/ul) DNA amount (ul) Mutation Gene
Accepfed. Priority testing (Please indicate the reason below,

and contact us prior to sending the sample)
Rejected [
Subsianda.

Analysis requested on substandard sample .
The sample to be tested, even if “substandard”

(no results guaranteed)
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GENERAL RULES FOR EXPERIMENTAL FORM COMPLETION

1)

3)
4)
5)

6)

7)

8)

9)

Complete one MGL-NICHD Experiment Form 02_NGS for every Solid run.

Up to 16 samples can be processed in one Solid run; for each sample, complete
additional pages 1-2 from the same MGL-NICHD Experiment Form 02_NGS.

Check every step upon completion.

Any relevant issues to the experiment step should be described in the field “NOTES”
following every step.

If certain measurement is to be repeated, please repeat and describe the reason in
details in the field “NOTES".

In the incorporated tables, type the MGL# in the GREEN cells ONLY and insert data in
the BLUE cells ONLY; the output values fo be used will be automatically calculated in
the YELLOW cells.

In the tables listing reagents to be mixed, always include 10% extra reaction number
fo correct for pipeting errors.

Before to begin, confirm that all the required reagents are at hand and with an
appropriate expiration date; indicate the Lot#, the date of opening and the expiration
date. If no expiration date is indicated by the vendor, assume expiration date exactly

| year after the date of opening.

Before to begin, confiim the availability of the following commonly used
consumables and equipment:

Nuclease-free water (not DEPC freated), Ambion Cat#AM9930
LoBind tubes, 1.5 mi, Eppendorf Cat#022431021

Research pipettes P10, P20, P200 and P1000

Multichannel Research pipettes 8-channel and 12 channel

Ice bucket

Powder Free gloves

PCR plates

PCR strip caps or equivalent

MicroAmp Clear Adhesive Film, Applied Biosystems Cat# 4306311
Sterile, nuclease free aerosol barrier tips

Timer

Vortex mixer

Bench-top microcentrifuge

Eppendorf microcentrifuge Model 5417, Eppendorf Cat#022621807
Eppendorf fixed-angle rotor with standard lid, Eppendorf Cat#022636006
Eppendorf Termomixer R, Eppendorf Cat#022636006

Thermal Cycler, Bio-Rad Cat#PTC-200

Qubit Fluorometer, Invitrogen Cat#Q32857

E-Gel iBase with E-Gel Safe Imager, Invitrogen  Cat#G6465
Agilent 2100 Bioanalyzer, Agilent Cat#G2938C

Covaris S-series, Model §2

Dynal Magnetic separator, Invitrogen Cat#123-21D

Nutator or equivalent

NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer, Thermo Scientific Cat# ND-1000
TECAN robotic system, EVO75

15 ml Falcon tubes

Axygen 1.5 ml screw fubes & caps

SOLID 4 System, Applied Biosystems Cat#4452773

AN N NN VA U N U N N N N N U N N N N U N N N N TN



Workflow:
" Genomic DNA
l-Shear Genomic DNA
ONA with a base pair
target range of 150 to 180
l Repair ends
fondod fragments
- l L!Lgate adaptors
; -modified ends
Benomic Locations . iSiz&seIect the ONA
Correct d ligation products
Nick-translate and PCR
amplify
T vy
™ ‘—l
\[
S Hh e ization
24 hours at 65°C
brid Capture Selection

i Magnetic bead selection

Wﬁﬁﬁun

Purification

EasyBead System:
Eulsion PCR (EMULSYFIER & AMPLIFIER)

Bead Ennrichment (ENRICHER)

Duality and Quantity Assesment
Bead Deposition
Set up and perform of the sequencing run

Monitor and Control the run
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Workflow (cont):

Step 1. Quantify and shear DNA.

Step 2. Apply TECAN script “Lib_Express_part1” to Repair the ends and purify the DNA with Ampure
Beads Step 3. Apply TECAN script “Lib_Express_part2” to Ligate the Adaptors fo the DNA and purify the
DNA with Ampure Beads.

Step 4. Size-select the DNA fragments with a SOLID Library Size Selection gel; purify the DNA.
Step 4. Nick-franslate and amplify the library
Step 5. Apply TECAN script “Lilb_Express_part3_12maxL” to purify the Nick translated and purified DNA
with Ampure Beads.

Step 6. Quantify the Library with the Agilent 2100 Bioanalyzer.
Step 7. Hybridize the library.

Step 8. Apply TECAN script “Lib_Express_part4_12maxR" to purify the Hybridized DNA with Ampure
Beads. Step 9. Prepare the magnetic beads and Select hybrid capture with SureSelect.

Step 10. Amplify the sample
Step 11. Apply TECAN script “Lib_Express_part4_12maxR” to purify the Hybridized DNA with Ampure
Beads.
Step 12. Quantify the library with the Agilent 2100 Bioanalyzer High Sensitivity
kit. Step 13. Do a quantitative Tagman PCR.

Step 14.

Step 15. Prepare the Emulsion (E10, EZ Bead Emulsifier).
Step 16. Do an emulsion PCR (E10, EZ Bead Amplifier).
Step 17. Enrich the beads (E10, EZ Bead Enricher).
Step 18. Modify the 3’ ends.

Step 19.

1000. Step 20. Deposit the beads on the slides.
Step 21. Install on-instrument reagents.

Step 22. Install slides on the instrument.

Step 23. Install reagent strip(s).

Step 24. Set up and perform a sequencing run.
Step 25. Monitor and Confrol the run.
Equipment Needed

v
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Solid 4 System

Qubit Fluorometer

Covaris S-series Single Tube Sample Preparation System, Model S2
Covaris microTUBE with AFA fiber and snap cap

Agilent 2100 Bioanalyser

TECAN Robotic system

Thermal Cycler MJ Research DNA Engine PTC-200
Eppendorf Microcentrifuge Model 5417R
Eppendorf fixed-angle rotor with standard lid
E-Gel iBase and E-Gel Safe Imager Combo Kit
Dynal DynaMag-2 magnetic stand

Nanodrop ND1000 spectrophotometer
SOLID™ EZ Bead™ Emulsifier

SOLID™ EZ Bead™ Amplifier

SOLID™ EZ Bead™ Enricher

P10, P20, P200 and P1000 pipettes
Multichannel pipettes 8 and 12-channels

Ice bucket

Powder-free gloves

96-well PCR plates

Clear Adhesive film

PCR strip tubes

PCR strip optical strip caps or equivalent
Sterile, nuclease-free aerosol barrier pipette fips
Timer

Vortex mixer

Nutator Mixer

Picofuge

Heat blocks at 37°C and at 65°C

Prepare the Oil Phase and Pre-rinse the SOLID™ EZ Bead™ Amplifier Pouch

Quantitate the beads with the SOLID™ Bead Concentration Chart and the NanoDrop® ND-

Vendor

Applied Bisystems
Invitfrogen p/n Q32857
Covaris

Covaris p/n 520045
Agilent p/n G2938C
TECAN

BioRad
Eppendorf p/n 022621807
Eppendorf p/n 022636006
Invitrogen p/n G6465
Invitrogen p/n 123-21D
Thermo Scientific
Applied Bisystems p/n 4448419
Applied Bisystems p/n 4448418
Applied Bisystems p/n 4448420
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Devido a extensédo e numero de paginas do anexsimde protocolo estara disponivel
online nos links:

https://dl.dropboxusercontent.com/u/91881594/MGL-
NICHD Exp Form 02 NGS PE Non-MULTIPLEX EZB 8%20s&espAH.docx

https://skydrive.live.com/?cid=dbaecaa37889ad523RIBAEAA37889AD523%21435&acti
on=Share#!/view.aspx?cid=DBAEAA37889AD523&resid=DBAA37889AD523%21435

&app=Word

http://lwww.4shared.com/file/YNRtJdOc/MGL 8 samphdsl

O protocolo original da Applied Biosystems podeesgontrado no seguinte link:

http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/c65852.pdf




9.2 ANEXO 2 - GENES ANALISADOS PORGILENT'S SURESELECT

PRKARI1A

PDE11A

PDES8B

AAAS

AR

PTPN11

STK11

MEN1

CTNNB1

NF1

SDHB

SDHD

SDHC

RET

VHL

CRTAP

LEPRE1

PPIB

COL1A1

COL1A2

MC4R

ATP7A

SLC31A1

ATOX1

COX17

HFE

PPT1

NPCI

NPC2
DHCR7
FMR1
NR5A1
NLRP5
SC5D
DHCR24
DHCR14
NSDHL
EBP
LBR
SC4MOL
POR
NPC1
NPC2
TMEM97
APOE
LC3Alpfa
CYP46
CYP27A1
LXR-alpha
LXR-Beta
ABCA1l
ABCG1
SHH
TGIF
ZIC2

SIX3

GLI2

PATCHED-1

DISP1

FOSH1

NODAL

EMX2

SRY

NR5A1

DHH

NROB1

WNT4

LHX9

PAX6

SOX2

SIX6

OoTX2

VSX2

LHX2

PTEN

MECP2

CDKL5

RAI1

COH1

RELN

FOXP2

MET

EN2

SLC6A4

OXT

SHANK3

NLGN3

NLGN4

NR3C1

ESR1

ESR2

VDR

AR

GNRH1

GNRH2

GNRHR

LHCGR

MC2R

CRH

MC1R

MC3R

MC4R

MC5R

POMC

GH1

TSHR

TSHB

TRH

TRHR

POU1F1

PROP1

NROB1

SF1
KAL1
FGFR1
FGFR2
FGFR3
FGFR4
FGF8
NELF
PROK2
PROKR2
CDH7
POUSF1
NANOG
TAC3
TACR3
FOXA1
FOXA2
FOXD2
FOXD3
FOXQ1
FOXF1
FOXF2
FOXK2
PDE1A
PDE1B
PDE1C
PDE2A

PDE3A

PDE3B

PDE4A

PDE4B

PDE4C

PDE4D

PDES5SA

PDEGA

PDE6GB

PDE6GB

PDE7A

PDE7B

PDESA

PDE9A

PDE10A

SFRP1

SFRP2

SFRP4

PITX2

CCND1

DLK1

WIF1

FRZB

SOSTDC1

DKK2

DKK3

FAM5C

PTX2

MyYC

PTTG1
TCF4
GSK3b
Wwntl
wnt2
Wwnt2B
Wnt5A
Wnt5B
wntll
GNAS
Skp2
FUT1
MEG3
RHBDD3
E2F
BMP4
VEGFA
MMP9
GADD45g
GDF15
IGF2
PWCR
SDH5
TMEM127
IDH1

IDH2
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9.3 ANEXO 3 - PROTOCOLO DE PURIFICACAO DE REACAO
DE SEQUENCIAMENTO

Ethanol/Sodium Acetate Precipitation protocol for sequencing trays.

1.

For a whole plate add 6mL 95% ethanol and 240uL 3M Sodium Acetate,
pH 5.2. Then add 50uL of this mixture to each reaction well, and close
the well with strip caps.

Mix tray by inverting several times and let sit for 15 minutes (cover with
foil).

Spin at 3000 rpm for 45 minutes in the centrifuge using tray adaptors.

. Discard the excess of supernatant by inverting the tray into the sink and

spin upside down onto a paper towel at 2000 rpm for 1 minute.

. Add 150uL of 70% ethanol, cap the wells, invert several times, and spin

for an additional 10 minutes at 3700 rpm.

Discard the excess of supernatant by inverting the tray into the sink and
spin upside down onto a paper towel at 2000 rpm for 1 minute.

Precipitated DNA may be stored at -202C covered with foil to avoid
exposure of BD terminators to light).

Resuspend in 18ulL of Hi-Di Formamide. Use new caps for the wells, mix
tray by inverting and spin at 1000-2000 rpm for 1 minute.

Denature samples at 2952C for 2 minutes prior loading. Immediately
place samples on ice (Denatured samples may be stored at -202C for
several days.



