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Resumo 

A hipercolesterolemia familiar (FH) é uma dislipidemia de transmissão 

autossómica dominante que se caracteriza por níveis elevados de colesterol no plasma e 

aparecimento prematuro de aterosclerose e de doença cardiovascular. Mutações nos 

genes LDLR, APOB e PCSK9 são causa de FH. A dislipidemia familiar combinada 

(FCHL) é uma hiperlipidemia poligénica também relacionada com a ocorrência de DCV 

prematura. O seu fenótipo tem sido associado a alterações nos genes LPL, APOC2, 

APOC3, APOA4 e APOA5.  

O objectivo deste trabalho consistiu na caracterização clínica e molecular de 

indivíduos com suspeita clínica de dislipidemia familiar, nomeadamente FH. Foi 

também objectivo do estudo a avaliação dos critérios clínicos da FH.  

A amostra de estudo consistiu em 40 casos-índex (crianças e adultos de ambos 

os sexos) referenciados ao INSA por suspeita clínica de FH. A caracterização 

bioquímica permitiu avaliar o fenótipo do doente e inferir sobre a aplicação de critérios 

de diagnóstico clínico de FH. A caracterização molecular incluiu a pesquisa de 

alterações nos genes LDLR, APOB e PCSK9, recorrendo às metodologias de dHPLC, 

sequenciação automática e MLPA. Em 5 doentes que apresentavam também TG 

elevados foi efectuada a pesquisa de alterações nos genes LPL, APOC2, APOC3, 

APOA4 e APOA5, por sequenciação automática dos mesmos. 

O estudo molecular dos 40 casos-índex estudados identificou 15 (37,5%) 

indivíduos com FH. Em 31-39% dos 609 casos-índex portugueses já estudados no 

EPGH, o diagnóstico clínico resultante da aplicação dos 2 critérios clínicos de FH 

aplicados não coincide com os resultados do estudo molecular. Relativamente à FCHL, 

o estudo molecular somente identificou alterações que estão descritas como 

polimorfismos. 

A identificação precoce de casos-índex com dislipidemia familiar e dos seus 

familiares em risco pode aumentar a qualidade e a esperança de vida destes indivíduos, 

por aplicação de uma orientação terapêutica adequada, que possa possibilitar a redução 

da incidência de doenças cardiovasculares prematuras.  

 

 

Palavras-chave: doença cardiovascular, dislipidemia, hipercolesterolemia familiar, 

dislipidemia familiar combinada. 
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Abstract 

Familial hypercholesterolaemia (FH) is an autosomal dominant disorder that is 

characterized by increased levels of cholesterol and premature arteriosclerosis and 

cardiovascular disease. Mutations in LDLR, APOB and PCSK9 genes are responsible for 

FH. Familial combined hyperlipidaemia (FCHL) is a polygenic disorder also related 

with the presence of premature cardiovascular disease. The phenotype of FCHL has 

been associated with defects in the LPL, APOC2, APOC3, APOA4 and APOA5 genes. 

The aim of this work was the clinical and molecular characterization of patients 

with a clinical diagnosis of familial dyslipidaemia, particularly FH. Another purpose of 

this study was the evaluation of the clinical criteria for FH. 

The sample was composed of 40 index patients (adults and children of both 

sexes), referred to INSA with clinical diagnosis of FH. The biochemical 

characterization allowed the evaluation of the phenotype of the patient and made 

possible the inference of the application of clinical diagnostic criteria of FH. The 

molecular characterization included the search for defects in LDLR, APOB and PCSK9 

genes, using the techniques of dHPLC, automated sequencing and MLPA. In 5 of these 

patients that also presented high levels of TG, the search for defects in LPL, APOC2, 

APOC3 APOA4 and APOA5 genes was done by automated sequencing.  

The molecular study of the 40 índex patients had identified 15 (37,5%) patients 

with an alteration in one of the three genes associated with FH. In 31-39% of the total 

609 Portuguese índex patients that had already been studied by PFHS, the clinical 

diagnosis obtained from the application of the clinical criteria didn´t match with the 

results from the molecular study. The molecular study of genes associated with FCHL 

had just identified genetic defects that are referred as polymorphisms.  

An early identification of index patients with familial dyslipidaemia and of 

relatives at risk can increase the quality of life and the life expectancy, by the 

application of an adequate therapy that can help to reduce the incidence of premature 

cardiovascular diseases.  

 

 

Key words: cardiovascular disease, dyslipidaemia, familial hypercholesterolaemia, 

familial combined hyperlipidaemia. 
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SIFT Sorting Intolerant From Tolerant 

SPC Sociedade Portuguesa de Cardiologia 

TG triglicéridos 

TM transmembranar 

TNFRSF1B tumor necrosis factor receptor superfamily member 1B  

U unidade de actividade enzimática 

ULI unidade laboratorial integrada 

USF1 Upstream Transcription Factor 1 

UTI unidade de tecnologia e inovação 

V Volt 

VLDL lipoproteína de muito baixa densidade (very low density lipoprotein) 

ºC grau Célsius 

μL microlitro 

% (m/v) percentagem em termos de razão massa/volume  
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Capítulo1. Introdução 

1.1. Doença cardiovascular 

 A nível mundial, a doença cardiovascular (DCV) é responsável pela morte anual 

de cerca de 17 milhões de pessoas, encontrando-se, actualmente, associada a 

aproximadamente 29% do total de mortes registadas a nível mundial.
1,2

 A DCV afecta 

todo o globo, sendo a causa de cerca de 50% das mortes que ocorrem nos países 

desenvolvidos e de 28% das mortes que ocorrem nos países em vias de 

desenvolvimento.
3
 Na Europa, os óbitos por DCV representam 50% da mortalidade 

total e 30% destas mortes ocorrem antes dos 65 anos, considerando-se que esta doença é 

uma das principais causas de morte prematura ao nível dos países europeus.
4,5

 Em 

Portugal, a DCV constitui a principal causa de morte, sendo as doenças do aparelho 

circulatório umas das principais causas de morbilidade, invalidez e mortalidade.
5,6

 

A Organização Mundial de Saúde (OMS) considera que a DCV consegue ser, 

isoladamente, a causa maioritária de mortalidade global e prevê que esta doença 

continue a dominar as tendências de mortalidade no futuro.
7
 

A DCV inclui um vasto conjunto de patologias, onde se inserem as doenças do 

músculo cardíaco e do sistema vascular. As principais entidades clínicas associadas à 

morbilidade e mortalidade da DCV são a doença arterial coronária (CAD, coronary 

artery disease), o acidente vascular cerebral (AVC) isquémico e a doença arterial 

periférica (PAD, peripheral artery disease).
3,8

 

Na figura 1.1 é possível observar uma estimativa da evolução da mortalidade por 

DCV e dum aumento da incidência das doenças crónicas em relação às doenças 

infecciosas.
9
 Uma projecção para 2030 indica que as doenças não transmissíveis irão 

contribuir para mais de ¾ das mortes que ocorrerão a nível mundial e que o número de 

mortes que serão causadas por DCV, nos países em vias de desenvolvimento, será 

superior ao das mortes que serão causadas conjuntamente por doenças infecciosas, 

incluindo a SIDA, a tuberculose e a malária.
9,10 
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Figura0.1.1. Evolução da mortalidade registada a nível mundial. A mortalidade por doença 
cardiovascular tem tendência a aumentar, a nível global. Em 2030, nos países medianamente e 

pouco emergentes, o número de óbitos por doença cardiovascular será superior ao dos óbitos 
que serão causados conjuntamente por doenças infecciosas, incluindo a SIDA, a tuberculose e a 
malária.9 (Adaptado) 

Apesar da DCV ser considerada um problema mundial, a morbilidade e a 

mortalidade associadas a esta doença podem ser reduzidas através de intervenções que 

se direccionem para os seus factores de risco.
2
 

O risco de desenvolvimento de DCV depende de um vasto conjunto de factores 

de risco, que se classificam segundo três categorias: factores biológicos, como por 

exemplo, a hipertensão, a hipercolesterolemia (níveis elevados de colesterol no sangue), 

a hiperglicemia (níveis elevados de glucose no sangue) e a obesidade; factores 

associados ao estilo de vida, como por exemplo, o tabagismo, a dieta, o consumo 

excessivo de álcool e o sedentarismo; outros factores determinantes que, por sua vez, 

podem ser divididos em factores fixos, como a idade, o sexo, a genética e a etnia e em 

factores modificáveis, como os rendimentos, a educação e as condições                  

socio-económicas.
3,4,8 

No entanto, há que ter em conta que o perfil de risco 

cardiovascular difere ao longo do tempo e é específico da população em causa, pelo que 

as estratégias de intervenção e de prevenção têm de ser adaptadas a cada população.
10

 

1.1.1. Aterosclerose 

A aterosclerose, uma doença sistémica caracterizada pela deposição de lípidos 

sobre a parede das artérias, está na base da maior parte das formas de DCV.
11

  

A placa aterosclerótica foi primeiramente identificada como lesão fundamental 

da aterosclerose por Virchow, em 1856.
12

 Esta placa contém uma superfície fibrosa 

constituída por colagénio e células do músculo liso, sob a qual se encontra uma massa 
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desorganizada de lípidos, detritos celulares, fibrina e outras proteínas plasmáticas.
12

 A 

placa aterosclerótica desenvolve-se através de diferentes fases (figura 1.2), sendo que no 

início começa por ocorrer uma lesão primária, que pode evoluir para uma lesão 

intermédia e desencadear uma lesão mais complexa e agravada.
13,14

 

 

Figura 1.2.0.1Marcadores de inflamação e de instabilidade da placa aterosclerótica. O 
aumento da inflamação e da deposição de lípidos aumenta à medida que a placa aterosclerótica 
se desenvolve, sendo caracterizado pela presença de marcadores associados a cada uma das 
fases do desenvolvimento da placa.14

 (Adaptado) 

A aterosclerose inicia-se pelo depósito de lípidos, nomeadamente de                  

c-LDL, colesterol associado às lipoproteínas de baixa densidade (LDL, low density 

lipoprotein), na parede das artérias.
12,13

 A acumulação de partículas de LDL na íntima 

arterial leva a modificações oxidativas da LDL por acção de produtos metabólicos, 

radicais livres de oxigénio e enzimas produzidas por células vasculares (macrófagos, 

células endoteliais e células musculares lisas).
12,13,15

  

As partículas oxidadas são citotóxicas para as células endoteliais, resultando em 

lesões.
16

 Adicionalmente, a oxidação das partículas de LDL atrai mais monócitos e 

expande a resposta inflamatória, estimulando a diferenciação dos monócitos em 

macrófagos.
16

 Os macrófagos fagocitam as LDL oxidadas, transformando-as em células 

esponjosas.
12,13,16

 A deposição de células esponjosas forma as estrias lipídicas que 

caracterizam a lesão primária da aterosclerose.
12,13

 A lesão pode evoluir à medida que 

ocorre a progressiva acumulação de tecido conjuntivo, células musculares lisas, lipidos 

e células espumosas, formando-se a placa característica da aterosclerose.
12,13,15

  

A aterosclerose é uma doença essencialmente assintomática até à ocorrência de 

dor associada ao desenvolvimento de angina de peito ou a outras complicações mais 

graves, como obstrução total dos vasos, enfarte agudo do miocárdio (EAM) ou AVC 

isquémico.
11,12

 A progressão da lesão pode provocar a obstrução dos vasos sanguíneos e 

desencadear isquemia, ficando o músculo cardíaco privado de oxigénio, ou pode levar à 

ruptura da placa, formando um trombo.
15

 Quando o trombo se forma no interior de uma 
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artéria coronária ocorre uma trombose coronária, uma doença isquémica cardíaca que 

representa a causa mais comum de EAM.
15

 A artéria afectada pode encontrar-se noutra 

parte do corpo, como por exemplo no cérebro, onde a obstrução de uma artéria 

desencadeia um AVC isquémico.
16

  

Tal como a DCV, a aterosclerose é uma patologia multifactorial, uma vez que se 

encontra, também, associada a vários factores de risco, tais como dislipidemia, 

hipertensão e tabagismo.
12

 Em 1938, Thannhauser e Magendantz foram dos primeiros 

investigadores a relacionar a aterosclerose e também o aparecimento de xantomas 

(acumulações de lípidos) com a ocorrência de elevados níveis de colesterol no soro.
12

  

Apesar da ocorrência de avanços significativos no âmbito da aterosclerose, esta 

patologia prevalece como a maior causa de morbilidade e mortalidade em sociedades 

industrializadas.
11

 

A etiologia da DCV e da sua causa subjacente, a aterosclerose, são complexas, 

uma vez que englobam várias influências genéticas e ambientais. A elevada influência 

de factores genéticos sobre estas patologias torna relevante a realização de estudos na 

área da genética cardiovascular.
17

 

A genética cardiovascular inclui o estudo da influência dos factores genéticos 

sobre a DCV. A pesquisa nesta área pode contribuir para um maior conhecimento da 

DCV, uma vez que a genética é um dos factores que define o risco cardiovascular do 

indivíduo.
10,18,19 

A investigação ao nível desta área tem cada vez mais impacto na 

definição do diagnóstico e prognóstico de certas doenças, pelo que pode auxiliar 

aquando da escolha da terapêutica que deverá ser prescrita, sendo também importante 

ao nível da prevenção de desenvolvimento prematuro de DCV.
19,20

 

1.2. Lípidos 

Os lípidos são um grupo quimicamente diverso de compostos que têm em 

comum o facto de serem insolúveis em água. As suas funções biológicas são igualmente 

diversas, sendo reconhecidos como principais reservas energéticas de vários 

organismos, componentes estruturais de membranas biológicas, precursores de outras 

substâncias. No entanto, apesar de serem nutrientes indispensáveis para o organismo 

humano, têm sido realizados, nas últimas décadas, diversos estudos que associam o 

excesso de lípidos ao desenvolvimento da aterosclerose e ao aumento do risco de 

ocorrência de DCV. Já no século XXI, um estudo denominado INTERHEART 

confirmou a relação entre níveis anormais de lípidos no sangue e risco de 

desenvolvimento de DCV, em todas as regiões do globo.
10,21-23 
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1.2.1. Lipoproteínas 

As células podem obter ácidos gordos a partir da ingestão de lípidos na dieta, da 

utilização de lípidos armazenados, do transporte lipídico entre órgãos, da conversão de 

hidratos de carbono em lípidos. Assim, um metabolismo lipídico que permita um eficaz 

catabolismo de lípidos é essencial para a obtenção de ácidos gordos, que podem, depois, 

intervir em vias de obtenção de energia.
22

 

Os lípidos presentes no plasma podem resultar de uma de duas origens, a 

endógena ou a exógena. Os lípidos de origem endógena são sintetizados no fígado e os 

de origem exógena provêm da dieta, sendo absorvidos pelo intestino e transportados 

depois para o fígado. Como os lípidos são insolúveis em água, o seu transporte é 

efectuado através de complexos macromoleculares, as lipoproteínas.
21,22,24

 

As lipoproteínas são partículas esféricas que consistem em lípidos e proteínas 

associados de forma não covalente. A sua estrutura do tipo micelar é constituída por um 

centro de lípidos apolares (triglicéridos e ésteres de colesterol) e lípidos de maior 

polaridade (parte polar dos fosfolípidos e colesterol livre) orientados para a superfície. 

A heteroproteína localizada à superfície da estrutura globular denomina-se 

apolipoproteína (apo). As diferentes combinações de lípidos e proteínas produzem 

lipoproteínas de diferentes densidades. Na figura 1.3 pode observar-se a estrutura 

molecular das LDL, um tipo de lipoproteínas.
21,22,24

 

 

Figura 1.3.0.1 Representação da estrutura de um dos tipos de lipoproteínas, as LDL 

(lipoproteínas de baixa densidade). Os triglicéridos e os ésteres de colesterol encontram-se 
orientados para o centro da estrutura e a parte polar dos fosfolípidos e o colesterol não 
esterificado estão orientados para a superfície, tal como o ligando deste tipo de lipoproteínas, a 

apolipoproteínaB-100.22 (Adaptado) 

As lipoproteínas plasmáticas dividem-se em seis principais classes de acordo 

com o seu tamanho, densidade, composição lipídica e proteica, tal como se observa na 

tabela 1.1.
21,24,25 
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Tabela 1.1. Características das lipoproteínas humanas presentes no plasma.24 (Adaptado) 

 Classe de lipoproteínas 

Variável Quilomicras VLDL IDL LDL HDL Lp(a) 

Densidade 
(g/mL) 

<0,95 0,95-1,006 1,006-1,019 1,019-1,063 1,063-1,210 1,040-1,130 

Peso molecular 
(Da) 

0,4-30 (×10
9
) 5-10 (×10

6
) 3,9-4,8 (×10

6
) 2,75×10

6
 1,8-3,6 (×10

5
) 2,9-3,7 (×10

6
) 

Diâmetro (nm) >70 25-75 22-24 19-23 4-10 25-30 

Razão 
lípido:proteína 

99:1 90:10 85:15 80:20 50:50 75:25-64:36 

Principais lípidos 
transportados 

TG exógenos TG 

endógenos 

TG 

endógenos, 
ésteres de 
colesterol 

ésteres de 

colesterol 

fosfolípidos ésteres de 

colesterol, 
fosfolípidos 

Principais 
apolipoproteínas 

apoA-I 

apoB-48 
apoC-I 
apoC-II 
apoC-III 

apoB-100 

apoC-I 
apoC-II 
apoC-III 

apoE 

apoB-100 

apoE 

apoB-100 apoA-I 

apoA-II 

apo(a) 

apoB-100 

Abreviaturas: VLDL, lipoproteínas de muito baixa densidade; IDL, lipoproteínas de densidade 

intermédia; LDL, lipoproteínas de baixa densidade; HDL, lipoproteínas de elevada densidade;    

Lp(a), lipoproteína (a); g, grama; mL, mililitro; Da, Dalton; nm, nanómetro; TG, triglicéridos;        

apo, apolipoproteína. 

A separação das lipoproteínas por ultracentrifugação divide-as, por ordem 

crescente de densidade, em quilomicras, VLDL, lipoproteínas de densidade intermédia 

(IDL, intermediate density lipoprotein), LDL e HDL. A lipoproteína(a), Lp(a), 

representa uma classe distinta de lipoproteínas e encontra-se estruturalmente 

relacionada com as LDL, havendo evidências que a consideram um factor de risco 

independente para a ocorrência de DCV.
21,24,25 

As LDL estão associadas a um elevado risco cardiovascular e o c-LDL continua 

a ser o alvo primário da terapia para a prevenção de DCV. Por outro lado, a 

heterogeneidade das partículas de LDL e o risco de aterosclerose cada vez mais 

reconhecido de outras partículas lipoproteicas e de apolipoproteínas requer atenção, 

uma vez que podem funcionar como alvo de intervenções terapêuticas. Por exemplo, as 

sub-fracções mais pequenas e mais densas das LDL, denominadas small dense LDL 

(sdLDL) são, actualmente, reconhecidas como partículas altamente aterogénicas.
25,26 

1.2.1.1. Apolipoproteínas 

As apolipoproteínas, constituintes das lipoproteínas, funcionam como ligandos 

de determinados receptores e enzimas.
21,22

 Na tabela 1.1 é possível observar que cada 

classe de lipoproteínas é caracterizada por uma razão lípido:proteína específica e pelo 

tipo de apolipoproteína presente, sendo que as LDL são a únicas lipoproteínas que 

possuem apenas um tipo de apo, a apoB-100.
24

 

A apoA-I é uma proteína sintetizada no fígado e, também, em menor extensão, 

no intestino.
24,27

 Esta proteína desempenha um papel importante na homeostase celular 

do colesterol, na medida em que é o cofactor da enzima lecitina-colesterol 

aciltransferase (LCAT) que intervém na formação de ésteres de colesterol, permitindo, 
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assim, o transporte de colesterol no plasma.
24,28 

Ao funcionar como cofactor da enzima 

LCAT, a apoA-I actua ao nível da regulação do transporte reverso do colesterol, desde 

os tecidos extracelulares até ao fígado, podendo ter um carácter protector contra a 

aterosclerose.
28

  

As funções da apoA-II ainda não estão totalmente esclarecidas, havendo estudos 

que sugerem o seu envolvimento no metabolismo de triglicéridos (TG) humanos e que 

mostram uma associação directa entre os níveis plasmáticos de apoA-II e de TG. Para 

além disso, algumas evidências sugerem que a apoA-II poderá inibir a activação da 

LCAT pela apoA-I.
24,29

 

A apoB existe em duas isoformas, a apoB-100 e a apoB-48. A apoB-100 é 

sintetizada no fígado e é a constituinte das VLDL, das IDL e única proteína das LDL. 

Como é o único ligando das LDL e pode ser reconhecido pelo receptor das LDL, tem 

um papel fundamental na internalização de partículas de LDL e na sua consequente 

remoção do plasma. A apoB-48, que resulta de uma modificação pós-transcripcional do 

mRNA da apoB-100, é a maior constituinte das quilomicras e é sintetizada no 

intestino.
24,30

 

A apoC-I, a apoC-II e a apoC-III estão presentes nas quilomicras, nas VLDL e 

nas IDL. A apoC-I parece estar envolvida na activação da enzima LCAT. A apoC-II, 

por seu lado, actua como cofactor da enzima lipoproteína lipase (LPL), que catalisa a 

hidrólise dos TG das lipoproteínas, sendo importante no metabolismo das lipoproteínas 

ricas em TG. Apesar da função metabólica da apoC-III ainda não estar esclarecida, há 

evidências de que poderá participar na regulação das enzimas LCAT e LPL, activando a 

primeira e inibindo a segunda.
24,31

 

A apoE, constituinte das quilomicras, VLDL e IDL, é uma glicoproteína 

importante ao nível do metabolismo das quilomicras e VLDL remanescentes, regulando 

a internalização de lipoproteínas no fígado. A apoE pode existir em três isoformas, E2, 

E3 e E4. A apoE2 apresenta uma menor afinidade para o receptor das LDL do que as 

restantes isoformas, o que tem como consequência uma remoção retardada das 

quilomicras e VLDL remanescentes. A apoE4 pode ligar-se de forma mais eficiente ao 

receptor das LDL, competindo com a apoB pela ligação a este receptor, o que resulta 

numa remoção preferencial das quilomicras e VLDL remanescentes que contêm esta 

isoforma, relativamente às que contêm outras isoformas da apoE e, também, às LDL 

que contêm apoB. Assim, pela remoção preferencial das VLDL, a presença da isoforma 

apoE4 leva a uma diminuição da remoção de LDL e, consequentemente, a um aumento 

dos níveis de LDL no plasma do indivíduo, o que contribui para o desenvolvimento de 

aterosclerose.
24,32-35
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1.2.1.2. Metabolismo das lipoproteínas 

O metabolismo dos lípidos e das lipoproteínas é uma via bioquímica complexa, 

constituída por diversas etapas (figura 1.4).
22,36 

As vias metabólicas em que as lipoproteínas participam para realizar o transporte 

de lípidos dividem-se, geralmente, em: a) via exógena, que transporta lípidos absorvidos 

através da dieta; b) via endógena, que transporta lípidos de origem hepática; c) via 

intracelular do receptor das lipoproteínas de baixa densidade; d) via do transporte 

reverso de colesterol.
20,24 

 

Figura 1.4.0.1 Lipoproteínas e transporte lipídico. Os lípidos são transportados através da 
circulação sanguínea por lipoproteínas. Os lípidos da dieta são internalizados pelas quilomicras, 
sendo a maior parte dos triglicéridos libertada pela lipoproteína lipase para o tecido muscular ou 
adiposo, durante o transporte através dos capilares. O colesterol circula continuamente entre o 
fígado e os tecidos circundantes, por acção das lipoproteínas. Enquanto as LDL conseguem 
transportar o colesterol do fígado para os tecidos extrahepáticos, as HDL transportam o 

colesterol novamente para o fígado. Abreviaturas: HDL, lipoproteínas de elevada densidade;                     
IDL, lipoproteínas de densidade intermédia; LDL, lipoproteínas de baixa densidade;         
VLDL, lipoproteínas de muito baixa densidade.22(Adaptado) 

Os lípidos são transportados através da circulação sanguínea por lipoproteínas. 

Os lípidos da dieta são absorvidos no intestino e internalizados pelas quilomicras, sendo 

os TG hidrolisados em ácidos gordos e glicerol, pela lipoproteína lipase, durante o 

transporte através dos capilares do tecido adiposo. Os ácidos gordos livres são utilizados 

para o metabolismo energético ou são esterificados, formando lipoproteínas que são 

exportadas pelo hepatócito e utilizadas por outros órgãos, e o glicerol pode ser 

reutilizado pelo fígado.
21,22,24
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Os lípidos endógenos são incorporados no tecido muscular ou adiposo pelas 

VLDL. A extração de lípidos das VLDL, acompanhada da perda de algumas 

apolipoproteínas, converte gradualmente algumas destas lipoproteínas em LDL, que 

entregam o colesterol aos tecidos extrahepáticos ou de volta ao fígado. O excesso de 

colesterol nos tecidos extrahepáticos é transportado de volta ao fígado pelas HDL. O 

fígado é capaz de captar LDL, VLDL remanescentes, quilomicras remanescentes e 

HDL, através de endocitose mediada por receptores, e metaboliza o colesterol, 

convertendo-o em ácidos biliares ou em ésteres de colesterol.
21,22,24

 

a) Via exógena 

O colesterol e os TG exógenos, provenientes da dieta, são absorvidos através das 

células da mucosa intestinal e integrados em grandes lipoproteínas, as quilomicras. 

Estas partículas recém-formadas são constituídas essencialmente por TG, apoB-48 e 

apolipoproteínas A mas ao entrarem em circulação incorporam apolipoproteínas C e E 

das HDL. A apoC-II, presente à superfície das quilomicras, permite a activação da 

enzima LPL que se encontra à superfície das células endoteliais, ocorrendo a hidrólise 

dos TG em ácidos gordos e glicerol.
21,22,24,37

 

Os ácidos gordos podem ser utilizados como fonte de energia de células 

musculares ou ser armazenados nas células adiposas. Algumas moléculas de 

fosfolípidos e de apolipoproteínas A são transferidas das quilomicras para as HDL. As 

partículas recém-formadas, as quilomicras remanescentes, constituídas maioritariamente 

por proteínas e colesterol, podem ser reconhecidas por receptores hepáticos específicos 

e internalizadas por endocitose, sendo os seus componentes hidrolisados nos 

lisossomas. O colesterol libertado é transformado em ácidos biliares, incorporado 

noutras lipoproteínas recém-formadas ou armazenado sob a forma de ésteres de 

colesterol.
21,22,24,37

 

b) Via endógena 

Os hepatócitos sintetizam TG e colesterol a partir de hidratos de carbono e ácidos 

gordos, através da activação da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase    

(HMG-CoA redutase). Estas moléculas de colesterol e de TG de origem endógena 

podem ser incorporadas em vesículas do complexo de Golgi, que são transportadas por 

exocitose para o espaço extracelular, sendo, assim, introduzidas na circulação sob a 

forma de VLDL. Estas lipoproteínas contêm apoB-100, apoE e pequenas quantidades de 

apolipoproteínas C na sua superfície. Tal como acontece com as quilomicras da via 

exógena, também as VLDL da via endógena adquirem apolipoproteínas C adicionais a 

partir das HDL circulantes.
21,22,24,37
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A apoC-II presente à superfície das VLDL activa a enzima LPL nas células 

endoteliais, ocorrendo a hidrólise dos TG das VLDL. A hidrólise transfere as 

apolipoproteínas C novamente para as HDL, transformando as VLDL em VLDL 

remanescentes. Algumas destas partículas remanescentes são captadas por receptores 

hepáticos e outras são convertidas em partículas mais pequenas e densas, as IDL. As 

IDL podem ligar-se a receptores hepáticos específicos e serem removidas da circulação 

ou podem sofrer novas hidrólises, em que os restantes TG e todas as apolipoproteínas, 

com excepção da apoB-100, são transferidas para outras lipoproteínas, ocorrendo a 

transformação das IDL em LDL.
21,22,24,37 

c) Via intracelular do receptor das lipoproteínas de baixa densidade 

O c-LDL é removido do plasma por um receptor celular específico presente na 

superfície hepática, o receptor das LDL (LDLR, low density lipoprotein receptor) 

(figura 1.5).
21,22,24,37

   

O LDLR reconhece a apoB-100 à superfície da partícula de LDL. A ligação da 

LDL ao receptor permite a sua internalização por endocitose, através de uma vesícula de 

claterina. Posteriormente, a membrana de claterina dissocia-se e formam-se 

endossomas. A diminuição do pH do endossoma permite a dissociação entre a partícula 

de LDL e o seu receptor, sendo o LDLR reciclado de volta para a superfície celular, 

onde pode iniciar um novo ciclo de endocitose. A partícula de LDL migra para um 

lisossoma, onde a apoB-100 é degradada em pequenos péptidos e aminoácidos e os 

ésteres de colesterol são hidrolisados em colesterol, que fica disponível para as funções 

de síntese de membranas celulares, hormonas esteróides e ácidos biliares. Os níveis de 

colesterol são auto-regulados pelo hepatócito. Por exemplo, o excesso de colesterol 

dentro do hepatócito leva a: diminuição da síntese de colesterol endógeno, por inibição 

da enzima HMG-CoA redutase; aumento da formação de ésteres de colesterol, por 

activação da enzima acil-CoA:colesterol aciltransferase (ACAT); inibição da síntese de 

novos receptores de LDL através da supressão da transcrição do seu gene.
21,22,24,37 
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d) Via do transporte reverso de colesterol 

O colesterol livre que se encontra nas células extra-hepáticas pode ser 

transferido para as HDL, sendo esterificado através da acção da enzima LCAT, que tem 

como cofactor a apoA-I. Os ésteres de colesterol podem ser transferidos das HDL para 

lipoproteínas constituídas por apoB-100, por acção da proteína de transferência de 

ésteres de colesterol. O colesterol das HDL é reduzido por permuta com TG contidos 

nas lipoproteínas ricas em TG (quilomicras, VLDL e remanescentes). As partículas de 

HDL são posteriormente captadas por receptores hepáticos (scavenger receptor), que 

removem o conteúdo em colesterol destas lipoproteínas, iniciando o seu processo de 

excreção pela bílis. O mecanismo de transporte reverso do colesterol através das HDL 

Figura 0.21.5. Via do receptor das lipoproteínas de baixa densidade. O receptor das LDL é 

uma glicoproteína sintetizada no retículo endoplasmático e processada no complexo de Golgi, 
que produz a proteína madura. Na superfície da célula, o receptor liga-se especificamente à 
apolipoproteína B da LDL e o complexo receptor-ligando é depois internalizado por endocitose. 
O complexo é transportado para os endossomas, onde o meio ácido causa a sua dissociação. O 
receptor é reciclado para a superfície celular enquanto a partícula LDL é degradada no 
lisossoma. A acumulação de colesterol livre, resultante da hidrólise dos ésteres de colesterol no 
núcleo das LDL, inibe a transcrição dos genes do receptor das LDL e das enzimas envolvidas na 

síntese do colesterol, sendo a via do receptor das LDL uma forma de manter a homeostase 
intracelular do colesterol. Abreviaturas: apoB, apolipoproteína B; LDL, lipoproteínas de baixa 
densidade; LDLR, receptor das LDL. 38 (Adaptado) 
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permite, então, a remoção do colesterol das células e, consequentemente, diminui o 

risco de progressão do processo aterosclerótico.
21,22,24,37 

1.2.2. Colesterol 

O colesterol (3-hidroxi-5,6-colesteno), cuja estrutura se encontra na figura 1.6, é 

o esterol mais abundante nos tecidos animais.
21,22

 

 

Figura 1.6.0.1Colesterol. (a) Fórmula estrutural.22 (Adaptado) (b) Modelo espacial.21 (Adaptado) 

Em termos de funcionalidade biológica, o colesterol é o componente maioritário 

das membranas plasmáticas animais, é precursor metabólico de hormonas esteróides, 

substâncias que regulam um grande número de funções biológicas, entre as quais se 

encontram o desenvolvimento sexual e o metabolismo de hidratos de carbono, e é 

constituinte das lipoproteínas do plasma sanguíneo, principalmente sob a forma de 

ésteres de colesterol.
21,22

 

Quando a quantidade de colesterol sintetizado e de colesterol obtido 

directamente na dieta excede a quantidade requerida para as suas funções biológicas, 

esta molécula acumula-se nos vasos sanguíneos, formando-se as já referidas placas 

ateroscleróticas.
10,22,39

 

A Sociedade Europeia de Cardiologia recomenda que o valor de colesterol    

total (CT) permaneça abaixo de 190 mg/dL e que o valor de c-LDL seja inferior a      

115 mg/dL.
40

 No entanto, para indivíduos com elevado risco cardiovascular, como é o 

caso de doentes com dislipidemias familiares, é recomendado que os níveis de c-LDL 

permaneçam abaixo de 100 mg/dL.
8,40

 Como o risco cardiovascular está também 

relacionado com a proporção entre o c-LDL e o c-HDL, colesterol associado às 

lipoproteínas de elevada densidade (HDL, high density lipoprotein), recomendam-se, 

também, limites relativamente às HDL, as lipoproteínas com carácter anti-aterogénico, 

sendo aconselhável que os níveis de c-HDL sejam superiores a 45 mg/dL para o sexo 

feminino e a 40 mg/dL para o sexo masculino.
40

 



                                                                       Capítulo 1. Introdução 

_____________________________________________________________________________ 

Estudo Molecular de Dislipidemias Familiares                                                                                           13 

1.2.3. Triglicéridos 

Os lípidos que se encontram nos animais e nas plantas consistem em grande 

parte em misturas de TG. Os TG são triéstes de ácidos gordos e glicerol (figura 1.7), 

sendo moléculas apolares, hidrófobas e insolúveis em água. Nos vertebrados, estes 

compostos são armazenados em células especializadas, os adipócitos, que contêm 

lipases, enzimas que catalisam a hidrólise de TG armazenados e possibilitam a 

libertação de ácidos gordos que podem ser encaminhados para locais onde são 

necessários. Em certos animais, os TG funcionam não só como reservas energéticas mas 

também como uma protecção relativamente às baixas temperaturas.
21,22

 

 

Figura 1.7.0.1 Triglicéridos. (a) Fórmula estrutural geral.21 (Adaptado) (b) Modelo espacial de 
um triglicérido.22 (Adaptado) 

A presença de elevados níveis de TG, por associação com outros factores de 

risco de desenvolvimento prematuro de aterosclerose e DCV, como obesidade e 

diabetes tipo 2, contribui para um aumento do risco cardiovascular.
41,42

 Alguns estudos 

revelam a possibilidade dos níveis elevados de TG funcionarem como um factor de 

risco independente para a DCV.
42-45

 Assim, a detecção de elevados níveis de TG pode 

ser útil para a identificação de indivíduos com maior risco cardiovascular.
41,42

 

No que diz respeito aos TG, a Sociedade Europeia de Cardiologia recomenda 

que os seus valores permaneçam abaixo de 150 mg/dL.
8
 A associação entre a 

hipertrigliceridemia (elevados níveis plasmáticos de TG) e a ocorrência de DCV releva 

o facto da determinação da causa da hipertrigliceridemia ser importante para a 

prevenção e redução do risco cardiovascular.
8,43,46-48

 

1.3. Dislipidemia 

O metabolismo lipídico pode ser perturbado de várias formas, o que leva a 

alterações nos níveis ou nas funções das lipoproteínas plasmáticas. Estas perturbações, 

de forma independente ou em interacção com outros factores de risco cardiovascular, 

podem contribuir para o desenvolvimento da aterosclerose.
8
 

A dislipidemia inclui um vasto conjunto de patologias lipídicas, algumas das 

quais com grande relevância em termos de risco cardiovascular. Estas patologias podem 
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ter uma origem genética, sendo denominadas de dislipidemias primárias ou familiares, 

ou estar relacionadas com a ocorrência de outras doenças (diabetes, doenças hepáticas), 

sendo denominadas de dislipidemias secundárias. A interacção entre as predisposições 

genéticas e os factores ambientais, como o sedentarismo, a dieta, ou a utilização de 

certos medicamentos, origina a denominada dislipidemia ambiental.
8,38

 

1.3.1. Dislipidemias familiares 

Ao longo dos anos, têm sido descritas várias anomalias de carácter hereditário, 

relacionadas com o metabolismo das lipoproteínas. A caracterização clínica da 

dislipidemia e o estudo molecular dos genes que lhe estão associados são importantes 

para o diagnóstico de indivíduos com elevado risco cardiovascular e, também, para a 

compreensão das vias metabólicas das lipoproteínas, sendo desafios principais da 

genética cardiovascular. No entanto, é essencial ter presente que a ocorrência de 

interacções entre os factores genéticos e ambientais contribui para uma variedade de 

fenótipos de dislipidemia.
13,49 

A dislipidemia familiar pode ser de origem monogénica, quando um único gene 

é responsável pelo seu fenótipo, ou poligénica, quando o seu fenótipo resulta da 

interacção entre diversos genes.
13

 

A hipercolesterolemia de origem monogénica constitui uma dislipidemia 

familiar que apresenta quatro diagnósticos possíveis: hipercolesterolemia familiar    

(FH, familial hypercholesterolaemia); deficiência familiar em apoB (FDB, familial 

defective apoB); hipercolesterolemia autossómica dominante ou FH3; 

hipercolesterolemia autossómica recessiva (ARH, autossomal recessive 

hypercholesterolaemia). As três primeiras patologias apresentam uma transmissão 

autossómica dominante e são englobadas na designação de hipercolesterolemia familiar 

(FH), por apresentarem fenótipos semelhantes, podendo ser identificadas através do 

estudo molecular dos genes associados a cada uma. A ARH é uma dislipidemia familiar 

monogénica de transmissão autossómica recessiva, estando associada a alterações no 

gene LDLRAP1 (Gene ID NCBI: 26119; NM_015627.2) que codifica para a proteína 1 

adaptadora do receptor das LDL (LDLRAP1).
13,38,49

 

Quando o fenótipo indica a presença de hipertrigliceridemia, um diagnóstico 

possível é a existência de uma deficiência familiar em LPL (FLLD, familial lipoprotein 

lipase deficiency), uma patologia de causa monogénica e de transmissão autossómica 

recessiva.
50

 

A existência de um fenótipo variável em membros de uma mesma família, 

verificando-se hipercolesterolemia e/ou hipertrigliceridemia, pode ser indicativa da 

presença de uma dislipidemia familiar combinada (FCHL, familial combined 

hyperlipidaemia), uma patologia de origem poligénica.
8
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1.3.1.1. Hipercolesterolemia familiar 

A hipercolesterolemia familiar (FH) é uma dislipidemia familiar, de transmissão 

autossómica dominante, sendo a dislipidemia monogénica mais comum e com estudos 

comprovados de associação à ocorrência de DCV prematura.
8,37

  

A FH é clinicamente caracterizada por (1) elevadas concentrações de LDL, a 

lipoproteína transportadora de grande parte do colesterol no plasma humano; (2) 

depósitos de colesterol derivado das LDL na pele ou tendões, sob a forma de xantomas, 

ou nas artérias, em ateromas; (3) história familiar de hipercolesterolemia e de DCV 

prematura.
37

 

A prevalência heterozigótica da FH é de 1/500 na maioria das populações, 

significando que em Portugal devem existir cerca de 20000 indivíduos com esta 

patologia.
37,38,51

 Os indivíduos heterozigotos apresentam um valor de colesterol no 

plasma 2 a 3 vezes mais elevado do que o de indivíduos normolipidémicos.
37

 Os 

xantomas nos tendões e a aterosclerose coronária desenvolvem-se a partir da terceira ou 

quarta década de vida destes indivíduos.
37 

 

A forma homozigótica da FH apresenta uma prevalência de 1/1 milhão.
37

 Os 

indivíduos homozigotos têm uma hipercolesterolemia severa, que pode ir dos 650 aos 

1000 mg/dL.
37

 Os xantomas cutâneos aparecem logo nos primeiros 4 anos de vida e a 

doença coronária inicia-se na infância, causando frequentemente a morte por enfarte 

cardíaco antes dos 20 anos de idade, se estes doentes não forem tratados 

adequadamente.
37 

A principal causa de FH consiste em mutações no gene do receptor das LDL 

plasmáticas. Os heterozigotos têm um alelo normal e um alelo mutante no locus do 

LDLR, o que faz com que as suas células sejam capazes de se ligar e de internalizar 

cerca de metade das partículas de LDL, quando comparadas com células de indivíduos 

normais. Os homozigotos possuem uma mutação nos dois alelos no locus do LDLR e, 

então, as suas células mostram uma incapacidade total ou quase total de ligação ou 

internalização de LDL. Alguns indivíduos herdam dois alelos mutantes diferentes, 

sendo denominados de heterozigotos compostos.
37 

A elevada incidência de DCV prematura (<55 anos para os homens e <65 anos 

para as mulheres) em doentes com FH e a redução da esperança de vida de várias 

famílias em que esta doença se encontra presente são dois aspectos que contribuíram 

para que a FH fosse considerada um problema mundial de saúde pública.
52

 Cerca de 

85% dos homens e de 50% das mulheres irão sofrer um evento coronário antes de 

atingirem os 65 anos, se não forem diagnosticados e sujeitos a um tratamento 

adequado.
52
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1.3.1.1.1. Critérios de diagnóstico clínico 

Ao longo dos anos têm sido estabelecidos vários conjuntos de critérios para o 

diagnóstico clínico de FH mas ainda não existe um critério clínico preditivo de FH nem 

um consenso internacional no que diz respeito ao desenvolvimento de um único 

conjunto de critérios clínicos.
53,54

 

Os dois conjuntos de critérios de diagnóstico clínico de FH mais aplicados a 

nível mundial são o proposto pelo grupo inglês SBRG (Simon Broome Register 

Group)
55,56

 e o aplicado pelo programa holandês Dutch MEDPED57
. As especificações 

de cada um destes critérios de diagnóstico encontram-se, respectivamente, nas tabelas 

1.2 e 1.3. 

Tabela 21.2. Critérios desenvolvidos pelo Simon Broome Register Group para o diagnóstico 
de hipercolesterolemia familiar heterozigótica

55,56,58 (Adaptado) 

 Critério 

Determinações 
bioquímicas 

A. CT>290 mg/dL (>7.5 mmol/L) ou c-LDL>190 mg/dL 
(>4.9 mmol/L) num adulto ou  
CT>260 mg/dL (>4.0 mmol/L) ou c-LDL>155 mg/dL 

(>4.0 mmol/L) numa criança menor de 16 anos 

Sinais 
Físicos 

B. Xantomas tendinosos no caso-índex ou em algum 
familiar em primeiro* ou segundo grau** 

História 
familiar 

C. Enfarte agudo do miocárdio em familiar em primeiro* 
ou segundo grau** com menos de 50 anos ou em familiar 
em primeiro grau* com menos de 60 anos 

D. CT>290 mg/dL (>7.5 mmol/L) num familiar em 

primeiro* ou segundo grau** 

Estudo 
molecular 

E. Evidência genética de mutação no gene LDLR ou no 
gene APOB 

Diagnóstico: 

                 HeFH confirmada (Definite HeFH)  A+B ou E 
                 HeFH provável (Probable HeFH)  A+C ou A+D 

*, familiar em primeiro grau: pais, filhos, irmãos; **, familiar em segundo 
grau: avós, netos, sobrinhos, sobrinhas, tios, tias, meios-irmãos. 
Abreviaturas: CT, colesterol total; c-LDL, colesterol associado às 
lipoproteínas de baixa densidade; HeFH, hipercolesterolemia familiar 
heterozigótica. 
 

 

 
 

 

 

 

 



                                                                       Capítulo 1. Introdução 

_____________________________________________________________________________ 

Estudo Molecular de Dislipidemias Familiares                                                                                           17 

Tabela 31.3. Critérios desenvolvidos pelo programa holandês Dutch MEDPED para o 

diagnóstico de hipercolesterolemia familiar heterozigótica
57,58 (Adaptado) 

Critério Score 

História 
familiar 

Doença coronária ou vascular prematura(a) num familiar em 
primeiro grau(b) do indivíduo em estudo 

1 

c-LDL>percentil 95 num familiar em primeiro grau(b), maior 
de 18 anos, do indivíduo em estudo 

1 

c-LDL>percentil 95 num familiar em primeiro grau(b), menor 
de 18 anos, do indivíduo em estudo 

2 

Xantomas tendinosos ou arcus cornealis num familiar em 
primeiro grau(b) do indivíduo em estudo 

2 

História 
clínica do 
indivíduo 

Doença arterial coronária prematura(a) no indivíduo em 
estudo 

2 

Doença vascular cerebral ou periférica prematura(a) no 
indivíduo em estudo 

1 

Xantomas tendinosos no indivíduo em estudo 6 

Arcus cornealis num indivíduo em estudo menor de 45 anos 4 

Determinações 
bioquímicas 

c-LDL≥330 mg/dL (>8,5 mmol/L) no indivíduo em estudo 8 

c-LDL no intervalo 250-329 mg/dL (6,5-8,4 mmol/L) no 
indivíduo em estudo 

5 

c-LDL no intervalo 190-249 mg/dL (5,0-6,4 mmol/L) no 

indivíduo em estudo 
3 

c-LDL no intervalo 155-189 mg/dL (4,0-4,9 mmol/L) no 
indivíduo em estudo 

1 

Estudo 
molecular 

Mutação no gene LDLR ou noutro gene associado à HeFH 8 

Diagnóstico: 

HeFH confirmada (Definite HeFH) 
HeFH provável (Probable HeFH) 
HeFH possível (Possible HeFH) 

 
>8 
6-8 
3-5 

(a) Doença prematura refere-se à ocorrência em homens menores de 55 anos e em 
mulheres menores de 60 anos; (b) Familiar em primeiro grau: pais, filhos, irmãos;  

Abreviaturas: c-LDL, colesterol associado às lipoproteínas de baixa densidade;        
HeFH, hipercolesterolemia familiar heterozigótica. 

Os critérios de diagnóstico de FH requerem geralmente uma combinação de 

especificações associadas à história clínica do indivíduo, a sinais físicos, a marcadores 

bioquímicos e à história familiar.
58

 O diagnóstico clínico baseia-se, na maior parte das 

vezes, na presença de níveis elevados de colesterol total ou de c-LDL, na história 

familiar de hipercolesterolemia, especialmente em crianças, na deposição de colesterol 

em tecidos extravasculares, sob a forma de xantomas nos tendões ou de arcus cornealis 

(acumulação de gordura na córnea), e na história pessoal e familiar de DCV 

prematura.
52

 Os níveis de TG de doentes com FH permanecem dentro dos valores 

recomendados, embora alguns destes doentes tenham um aumento de TG, explicado por 

interacções entre vários genes ou por factores ambientais (álcool, obesidade, diabetes).
52

 

Os dois conjuntos de critérios presentes nas tabelas 1.2 e 1.3 utilizam várias 

especificações clínicas, bioquímicas e moleculares, e os seus valores preditivo positivo 
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e negativo dependem em parte da forma de selecção do recrutamento dos indivíduos a 

rastrear.
58,59

 Os critérios desenvolvidos pelo SBRG (tabela 1.2) apresentam dois 

diagnósticos de HeFH, provável e confirmada. Segundo os critérios do SBRG, o 

diagnóstico de HeFH confirmada requer a identificação de uma mutação patogénica ou 

a presença de xantomas. Embora os xantomas sejam característicos de HeFH, existem 

vários doentes com FH que não os apresentam.
58 

Em Portugal, a presença de xantomas 

em doentes com FH é rara.
60

 Os critérios propostos pelo DMP (tabela 1.3) atribuem um 

score a cada uma das especificações consideradas, sendo o diagnóstico final classificado 

como FH heterozigótica (HeFH) possível, provável ou confirmada e dado em função do 

score total do indivíduo.
58

 Um estudo realizado por Damgaard et al., em 2005, revelou 

que ambos os conjuntos de critérios podem ser úteis em termos de diagnóstico clínico.
61

 

A vantagem da aplicação de critérios para o diagnóstico de FH é o baixo custo 

associado, uma vez que depende unicamente da aquisição de informações clínicas, de 

um exame físico e de determinações lipídicas. No entanto, o diagnóstico clínico não 

consegue fazer a distinção entre indivíduos com a forma mais comum de FH, resultante 

de alterações no gene que codifica para o LDLR, e indivíduos com alterações noutros 

genes ou com hipercolesterolemia de origem não genética.
54

 Para além disso, este tipo 

de diagnóstico pode rejeitar uma proporção considerável de doentes com FH, 

principalmente os que têm um fenótipo menos severo e os que pertencem à população 

pediátrica, em que o fenótipo pode ser menos acentuado.
52,53

 

1.3.1.1.2. Estudo molecular 

Nos anos 80, Goldstein e Brown descobriram a base molecular da FH, tendo em 

1985 ganho o prémio Nobel da Medicina pelos seus estudos acerca da regulação do 

metabolismo do colesterol, onde descobriram que a causa da FH era a ausência total ou 

parcial de receptores das LDL funcionais.
62

 Desde esta data, a FH tem sido alvo de 

vários estudos, tendo sido associada à presença de mutações no gene LDLR e, também, 

nos genes APOB e, mais recentemente, PCSK9.
59

 

A principal causa de FH é a presença de alterações no gene LDLR (Gene ID 

NCBI: 3949; NM_000527.4) que se encontra no braço curto do cromossoma 19 

(localização citogenética: 19p13.2), tem cerca de 45 kb e compreende 18 exões e 17 

intrões.
37

 Este gene codifica para uma proteína, o receptor das LDL, que se pode 

associar ao ligando apoB, presente nas partículas de LDL.
37,38

 Este complexo    

receptor-LDL consegue ser internalizado pelo hepatócito, ocorrendo a sua dissociação 

no endossoma.
37,38

 O receptor fica novamente apto para se ligar a uma nova partícula de 

LDL.
38

 

Os 18 exões do gene LDLR codificam para uma proteína de 860 aminoácidos 

(839 aminoácidos na forma madura, já sem o péptido sinal), constituída por cinco 
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domínios estruturais (figura 1.8).
37,38

  O exão 1 do gene codifica os 21 aminoácidos que 

constituem o péptido sinal, cuja função é direccionar os receptores sintetizados nos 

ribossomas para a membrana do retículo endoplasmático, local onde a proteína se torna 

madura.
37

 Os exões 2 a 6 codificam a sequência de aminoácidos que constituem o 

domínio de ligação do receptor ao seu ligando.
37

 Os exões 7 a 14 codificam para o 

domínio semelhante à molécula precursora do factor de crescimento epidérmico    

(EGF, epidermal growth factor), actuando ao nível da reciclagem do receptor e do 

posicionamento do domínio de ligação relativamente ao ligando.
37

 O exão 15 codifica 

para o domínio de cadeias de hidratos de carbono de glicosilação tipo O (OLS, O-linked 

sugar chains domain).
37

 O exão 16 e a região 5´ do exão 17 codificam para o domínio 

transmembranar da proteína, responsável pelo posicionamento do receptor na membrana 

celular.
37

 O restante exão 17 e a região 5’ do exão 18 codificam para o domínio 

citoplasmático da proteína, importante ao nível da internalização do receptor nas 

vesículas de claterina.
37

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Encontram-se descritas cerca de 1500 mutações no gene LDLR.
63,64

 Em 

indivíduos com FH, foram identificados vários tipos diferentes de mutações neste gene, 

incluindo grandes rearranjos, codões stop prematuros, substituições de um único 

aminoácido, mutações na região promotora que afectam a transcrição do gene e 

mutações que afectam o processo de splicing do RNA pré mensageiro (pré-

mRNA).
38,65,66

 As diversas mutações estendem-se a todos os 18 exões do gene e ao 

promotor.
38,65-67

 As alterações no gene LDLR podem resultar na síntese de um receptor 

Figura 0.1.8. Esquema representativo do gene LDLR. O gene LDLR apresenta 18 exões que 
codificam para o receptor das LDL. Cada exão ou grupo de exões codifica para os diferentes 
domínios proteicos, sendo que a proteína madura contém 5 domínios estruturais: o exão 1 
codifica um péptido sinal de 21 aminoácidos, que é clivado da proteína madura, durante a sua 
passagem pelo retículo endoplasmático; os exões 2 a 6 codificam para o domínio de ligação 
do receptor ao ligando; os exões 7 a 14 codificam para o domínio semelhante à molécula 

precursora do EGF; o exão 15 codifica para o domínio de cadeias de hidratos de carbono de 
glicosilação tipo O; o exão 16 e a região 5’ do exão 17 codificam para o domínio 
transmembranar; parte do exão 17 e a região 5’ do exão 18 codificam para o domínio 
citoplasmático que contém a região peptídica necessária à internalização do receptor. 
Abreviaturas: EGF, factor de crescimento epidérmico; LDLR, receptor das lipoproteínas de 
baixa densidade; OLS, cadeias de hidratos de carbono de glicosilação tipo O (O-linked sugar 
chains domain); TM, transmembranar. 38 (Adaptado) 
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LDLR não funcional ou com a funcionalidade alterada, o que se traduz num aumento 

dos valores de colesterol.
38,68

 

A deficiência familiar em apoB (FDB) é outra forma de FH, estando associada a 

alterações no gene APOB (Gene ID NCBI: 338; NM_000384.2), que se encontra no 

braço curto do cromossoma 2, na localização 2p24-p23.
68,69

 Este gene, constituído por 

29 exões (figura 1.9), codifica para as duas isoformas da apoB, a apoB-48 e a          

apoB-100.
13,68

  

 

Figura 1.9.0.2 Esquema representativo do gene APOB. O gene APOB tem 29 exões e codifica 
para a apolipoproteína B. Os exões 26 e 29 constituem a parte do gene que codifica para a zona 
de ligação ao receptor das lipoproteínas de baixa densidade.70 (Adaptado) 

A FDB apresenta uma prevalência entre 1/200 e 1/1250, dependendo da 

população em estudo.
59

 Como a apoB-100 é o único ligando da LDL, sendo responsável 

pela ligação desta lipoproteína ao seu receptor, a existência de mutações no gene APOB, 

na região de ligação ao receptor das LDL, pode traduzir-se numa apolipoproteína à qual 

este receptor não se consegue ligar. Esta região proteica é codificada pelos exões 26 e 

29, sendo neles que reside o estudo molecular do APOB em indivíduos com suspeita 

clínica de FH. Assim, esta outra forma de FH leva, também, a uma acumulação de 

colesterol no plasma, estando associada às consequências clínicas já referidas.
59,68

 

Em 1989, Soria et al. identificaram pela primeira vez uma mutação no gene 

APOB em indivíduos sem qualquer mutação no gene LDLR.
71

 A mutação resultou na 

alteração do resíduo de Arg3527 por uma Glutamina. Borén et al., revelaram num 

estudo publicado em 2001 que o resíduo Trp4396 interactua com os resíduos de 

Arginina (Arg3507, Arg3527 e Arg3558) na estrutura tridimensional da apoB que 

envolve a LDL. Esta interacção é essencial para a ligação LDL-receptor.
72

 A mutação 

identificada por Soria et al. é a causa mais comum de FDB, sendo que, na Europa, 2-5% 

dos doentes com FH são heterozigotos para este alelo patogénico.
38,59

  

Em 2004 foi descoberto por Abifadel et al. um terceiro gene associado ao 

fenótipo de FH, o PCSK9 (Gene ID NCBI: 255738; NM_174936.3).
73

 Este gene 

encontra-se no braço curto do cromossoma 1 (localização citogenética: 1p32.3) e 

contém 12 exões.
74

 Este gene codifica para uma proteína que pertence a uma subfamília 

das pró-proteína convertases, a pró-proteína convertase subtilisina/quexina tipo 9 

(PCSK9, proprotein convertase subtilisin/kexin type 9) (figura 1.10).  
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Figura 1.10.0.3 Esquema representativo dos domínios da proteína PCSK9. O gene PCSK9 
codifica para a proteína com o mesmo nome. Algumas alterações no gene PCSK9 estão 
associadas a níveis elevados de c-LDL enquanto outras encontram-se associadas a níveis baixos. 

Abreviaturas: c-LDL, colesterol associado às lipoproteínas de baixa densidade; PCSK9, pró-
proteína convertase subtilisina/quexina tipo 9.38 (Adaptado) 

O mecanismo pelo qual as mutações no gene PCSK9 causam 

hipercolesterolemia ainda não se encontra totalmente esclarecido.
38

 Este gene é 

regulado por esteróis, o que indica o seu envolvimento no metabolismo do colesterol.
38

  

Estudos realizados revelaram que a expressão do gene PCSK9, nas formas 

normal e mutante, é capaz de reduzir os níveis do receptor de LDL, em hepatócitos de 

ratinho.
38,75

 Esta evidência levou à descoberta de que duas mutações de perda de função 

deste gene, que levam à formação de uma proteína truncada, estão associadas a níveis 

plasmáticos de LDL mais baixos do que os verificados em indivíduos normolipidémicos 

e a uma protecção contra a doença coronária prematura.
38,76

 Então, o gene PCSK9 na 

sua forma normal aumenta a degradação do receptor das LDL e quando possui 

mutações de perda de função (loss-of-function mutations) existe uma diminuição desta 

degradação.
38

 Por outro lado, existem mutações associadas a um ganho de função (gain-

of-function mutations), em que se verifica um aumento dos níveis de LDL.
38,77

 

Os estudos relativos ao PCSK9, um gene altamente polimórfico, encontram-se 

focados em compreender o mecanismo que se encontra na base das mutações de ganho 

de função e em pesquisar variantes que influenciem os níveis de c-LDL.
38

 A inibição ou 

repressão da expressão do PCSK9 apresenta-se como um importante alvo da indústria 

farmacêutica.
38,77

  

1.3.1.2. Dislipidemia familiar combinada 

A dislipidemia familiar combinada (FCHL) é uma hiperlipidemia que apresenta 

uma prevalência elevada de 1/200 e que representa uma importante causa de CAD 

prematura.
78,79

  

A FCHL é caracterizada por níveis elevados de c-LDL e/ou de TG.
8
 Em 1983, 

Brunzell et al. reportaram que o fenótipo lipídico desta doença é variável, verificando 
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que existe uma variação do fenótipo ao longo da vida do indivíduo.
80

 Esta variação 

deve-se ao facto desta dislipidemia ser considerada uma doença complexa, cujo fenótipo 

é determinado por interacções entre vários genes e factores ambientais.
8,80 

A FCHL é uma doença de carácter genético mas numa família podem existir 

indivíduos com fenótipos diferentes.
8,81

 Para além disso, o fenótipo desta patologia 

apresenta semelhanças com o de outras doenças, como a diabetes tipo 2.
8,81 

Embora o diagnóstico clínico seja muito complicado, a combinação de 

informação acerca dos valores de CT, TG e apoB e de história familiar que indique um 

familiar directo com fenótipo hiperlipidémico diferente do fenótipo do indivíduo em 

estudo pode ser utilizada para identificar indivíduos com uma elevada probabilidade de 

possuírem FCHL.
8
 Determinações de valores de apoB>120 mg/dL e de TG>133 mg/dL 

e presença de DCV prematura são especificações usadas para identificar estes     

doentes.
8,81,82

  

A investigação sobre os marcadores genéticos que definem a FCHL é 

importante, na medida em que pode levar a descobertas interessantes que facilitem o 

diagnóstico desta dislipidemia.
8
 

1.3.1.2.1. Estudo molecular 

A natureza poligénica da doença foi demonstrada em 1973 por Goldstein et al..78
 

Depois de uma extensa procura de genes associados a esta patologia, em 1980 foi 

publicado um estudo de Wojciecholowski et al. que referia a associação entre a FCHL e 

o cluster APOA1/C3/A4, presente no cromossoma 11.
83

 Como a extensão da região que 

engloba estes 3 genes é relativamente pequena, a rápida análise da sequência levaria ao 

conhecimento da variante que explicaria a associação desta doença ao cluster do 

cromossoma 11.
79 

No entanto, ao longo destes anos não foi possível descobrir uma 

alteração funcional que explique esta associação.
79

 Em 2004, foi descrito que o gene 

APOA5 (Gene ID NCBI: 116519344; NM_052968.4) também faz parte deste cluster, 

tendo sido indicado como um gene que pode incluir variantes que contribuem para o 

fenótipo de FCHL.
84 

O cluster A1/C3/A4/A5 encontra-se na região cromossómica 11q23 e inclui os 

genes APOA1 (Gene ID NCBI: 335; NM_000039.1), APOC3 (Gene ID NCBI: 345; 

NM_000040.1), APOA4 (Gene ID NCBI: 337; NM_000482.3) e APOA5.
85 

Este cluster 

representa uma das regiões mais bem caracterizadas no genoma humano, estando 

amplamente estudada a sua associação dinâmica com os lípidos e lipoproteínas do 

plasma. Todos estes genes codificam para as apolipoproteínas correspondentes.
85

 

A lista de marcadores moleculares para o fenótipo da doença tem crescido nos 

últimos anos, havendo evidências de associação entre mais de 24 regiões, presentes em 

mais de 13 cromossomas.
79

 Tal como no cromossoma 11, também na maior parte destas 
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regiões não foram identificadas mutações ou variantes candidatas que possam explicar 

as associações entre os genes.
79

 Uma importante excepção poderá ser o locus associado 

à FCHL no cromossoma 1, onde foram identificadas variantes no gene TNFRSF1B 

(Gene ID NCBI: 7133; NM_001066.2), que codifica para uma proteína pertencente à 

superfamília do receptor do factor de necrose tumoral (TNFRSF1B, tumor necrosis 

factor receptor superfamily member 1B) e no gene USF1 (Gene ID NCBI: 7391; 

NM_007122.3), que codifica para o factor de transcrição 1 a montante (USF1, upstream 

transcription factor 1).
86,87 

Alguns estudos demonstraram que alguns indivíduos com FCHL apresentavam 

valores mais baixos de actividade da enzima LPL, pelo que o estudo molecular dos 

genes LPL e APOC2 (Gene ID NCBI: 344; NM_000483.4) deve fazer parte da pesquisa 

de alterações associadas a esta dislipidemia.
88

 Tanto a actividade da LPL como os níveis 

de TG, presentes em doentes com FCHL podem estar associados ao cluster já 

referido.
88-90 

O gene LPL encontra-se no braço curto do cromossoma 8, na localização 8p22, 

tem cerca de 30 kb e compreende 10 exões que codificam para a enzima lipoproteína 

lipase.
68,91 

As quilomicras são normalmente eliminadas do plasma por acção da LPL e 

da apoC-II, que funciona como seu cofactor.
42

 Uma perturbação profunda no 

catabolismo de quilomicras e VLDL resulta em níveis de TG superiores a cerca de 1330 

mg/dL.
8
 Isto ocorre em indivíduos que são homozigotos ou heterozigotos compostos 

para uma mutação no gene LPL.
8
 As alterações no LPL podem conduzir a uma perda 

quase total ou parcial da funcionalidade da enzima LPL.
68,92

 Assim, um indivíduo 

heterozigoto para alterações no LPL apresenta actividade da LPL reduzida em 50% 

enquanto um indivíduo homozigoto apresenta uma actividade quase nula da enzima, 

possuindo a denominada deficiência familiar em LPL (FLLD).
68,92

 

Como a actividade enzimática da LPL é activada pela apoC-II então o gene 

APOC2 pode encontrar-se, também associado ao fenótipo de FCHL.
8,42

 Este gene, que 

se encontra no braço longo do cromossoma 19 (localização citogenética: 19q13.2), 

apresenta 4 exões e codifica para a proteína apoC-II.
68,93

 

Novos genes que têm sido indicados como estando associados à 

hipertrigliceridemia podem estar relacionados com a FCHL. Um estudo permitiu a 

identificação de 41 variantes raras (missense e nonsense heterozigóticas) nos genes 

GPIHBP1 (Gene ID NCBI: 338328; NM_178172.3), LMF1 (Gene ID NCBI: 64788; 

NM_022773.2), CREB3L3 (Gene ID NCBI: 84699; NM_032607.1), APOC2 e ZHX3 

(Gene ID NCBI: 23051; NM_015035.3) de 413 indivíduos com hipertrigliceridemia.
94

 

Este estudo suporta a existência de contribuições de variantes raras nos genes LMF1, 

CREB3L3 e APOC2 para a patofisiologia da hipertrigliceridemia.
94

 Os genes APOC2 e 

LMF1 são genes já associados ao metabolismo de TG.
94-96

 O gene CREB3L3 foi 
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recentemente associado ao metabolismo dos TG, funcionando como um factor de 

transcrição que regula a expressão de cofactores necessários ao metabolismo das 

lipoproteínas ricas em TG, como a apoC-II, a apoA-V e a apoA-IV.
94-97

 As variantes no 

GPIHBP1 e no ZHX3 contribuem potencialmente para a susceptibilidade para a 

hipertrigliceridemia, uma vez que estes genes estão envolvidos na patofisiologia 

lipoproteica.
94,97,98

 

1.3.1.3. Terapêutica para as dislipidemias familiares 

Face a uma hipercolesterolemia ou uma hipertrigliceridemia, deve tentar   

seguir-se um estilo de vida saudável, onde se inclua a adopção de uma dieta saudável, 

variada e equilibrada e a prática regular de exercício físico.
8
 

Os fármacos que têm sido desenvolvidos como terapêutica associada a 

dislipidemias familiares actuam ao nível do metabolismo lipídico.
8,99

 

As estatinas são fármacos de primeira linha, indicados para a diminuição dos 

níveis de colesterol no plasma, sendo amplamente utilizados. O seu mecanismo de 

acção centra-se na inibição da enzima HMG-CoA redutase que consequentemente leva 

à inibição da síntese de colesterol no fígado. Como resultado, existe um aumento da 

expressão do gene LDLR, o que ser traduz num maior número de receptores capazes de 

eliminar o c-LDL da circulação.
20,100 

Existem diferentes tipos de estatinas, como por 

exemplo a atorvastatina, a sinvastatina, a rosuvastatina, a pravastatina, a fluvastatina e a 

lovastatina. As estatinas diferem na sua absorção, biodisponibilidade, excreção, 

solubilidade e proteína plasmática a que se ligam.
8
 

O ezetimiba é outro fármaco utilizado no tratamento de doentes com 

dislipidemia familiar. Este fármaco inibe a absorção do colesterol, actuando ao nível dos 

enterócitos das microvilosidades do intestino, reduzindo os níveis de colesterol no 

plasma. A redução do fluxo de colesterol do intestino para o fígado conduz a um 

aumento de expressão dos receptores LDLR para compensar a diminuição de colesterol 

intracelular. No entanto, existe, também, um efeito compensatório com a produção de 

colesterol no fígado, efeito que pode ser reduzido através de uma terapêutica de 

combinação de ezetimiba com estatina, que irá inibir a síntese endógena de 

colesterol.
8,20,101

 

As estatinas e/ou o ezetimiba não devem ser administradas antes de a criança 

completar 8 anos, sendo que em idade pediátrica há a hipótese de terapêutica com 

resinas permutadoras de aniões. As resinas apresentam um efeito sequestrador de ácidos 

biliares que impede que estes voltem ao fígado, aumentando a sua excreção através das 

fezes. Este tratamento é também utilizado em indivíduos intolerantes a outros 

fármacos.
8,13
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A LDL aferese consiste na remoção de c-LDL do plasma, com a aplicação de 

um método de circulação extracorporal, semelhante a uma diálise. Esta terapêutica pode 

ser aplicada a indivíduos que sofrem de hipercolesterolemia severa, como por exemplo 

os homozigotos para a FH, ou a doentes intolerantes às estatinas.
102,103

 

No que diz respeito a dislipidemias familiares que conduzem a 

hipertrigliceridemia, os fibratos devem ser uma opção. O seu mecanismo de acção 

estimula a oxidação dos ácidos gordos, reduzindo os níveis de TG e ácidos gordos no 

plasma.
42,104

 

Outro fármaco utilizado nestes doentes é o ácido nicotínico ou niacina que reduz 

os níveis de CT, TG, c-LDL e também as partículas de sdLDL. O ácido nicotínico ou 

Vitamina B3 é uma das principais vitaminas do complexo B, participando na síntese de 

algumas hormonas esteróides. A sua acção de modelação de lípidos é vasta, aumentando 

o c-HDL em cerca de 25%, dependendo da dose prescrita e os TG em 20-40% numa 

dose de 2g/dia. Esta dose diária tem um efeito ao nível da Lp(a), conseguindo diminuir 

os seus valores em mais de 30%. O ácido nicotínico actua no fígado e nos tecidos 

adiposos. A sua acção no fígado resulta na redução da secreção de partículas de VLDL 

pela parte deste órgão, o que se reflecte em reduções nas partículas de IDL e LDL. O 

aumento dos níveis de c-HDL ocorre por estimulação da produção de apoA-I no fígado. 

Nos adipócitos, a niacina actua na lipólise e na mobilização de ácidos gordos. O ácido 

nicotínico e os fibratos podem ser combinados com estatinas para uma terapia mais 

eficaz.
5,8,60,105,106

  

A maioria dos doentes com dislipidemia familiar não recebe o tratamento 

adequado, sendo necessário implementar estratégias de consciencialização em larga 

escala, que alertem os doentes e as autoridades de Saúde para a necessidade de 

prevenção cardiovascular.
54,60

 As medidas terapêuticas são importantes para melhorar a 

qualidade de vida dos indivíduos com dislipidemia familiar e representam um meio de 

prevenção contra a ocorrência de DCV, contribuindo para o aumento da esperança de 

vida das populações. Se o aconselhamento e terapêutica adequados forem aplicados 

desde cedo, o risco cardiovascular dos doentes jovens com FH pode diminuir e 

aproximar-se do risco cardiovascular global da população.
54,60 
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1.4 Objectivos 

 O estudo foi realizado no Grupo de Investigação Cardiovascular do 

Departamento de Promoção da Saúde e Prevenção de Doenças Não Transmissíveis do 

Instituto Nacional de Saúde Dr. Ricardo Jorge. 

Os objectivos do trabalho desenvolvido foram os seguintes: 

1) caracterização bioquímica e molecular de indivíduos portugueses, 

referenciados ao Estudo Português de Hipercolesterolemia Familiar (EPHF) por 

suspeita clínica de FH;  

2) avaliação de diferentes critérios de diagnóstico clínico de hipercolesterolemia 

familiar por comparação entre a aplicação de critérios de diagnóstico clínico e o 

resultado do estudo molecular; 

Este trabalho pretendeu também contribuir para um melhor conhecimento acerca 

de patologias lipídicas de carácter genético, nomeadamente da hipercolesterolemia 

familiar e da dislipidemia familiar combinada. 
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Capítulo 2. Materiais e métodos 

O trabalho desenvolvido foi desenvolvido ao longo de 12 meses, tendo sido 

realizado no Grupo de Investigação Cardiovascular do Departamento de Promoção da 

Saúde e Prevenção de Doenças Não Transmissíveis do Instituto Nacional de Saúde Dr. 

Ricardo Jorge (INSA), com a aprovação da comissão de ética do INSA. 

2.1. Amostra de estudo 

O material de estudo consistiu numa amostra populacional de 40 indivíduos, 

constituída por adultos e crianças de ambos os sexos. Estes indivíduos foram 

referenciados por clínicos, de várias regiões do país, de diferentes especialidades 

(cardiologia, medicina interna, pediatria, genética médica, endocrinologia), que 

colaboram no Estudo Português de Hipercolesterolemia Familiar (EPHF). O EPHF foi 

iniciado em 1999, no INSA, e realiza a caracterização bioquímica e molecular de 

indivíduos com diagnóstico clínico de Hipercolesterolemia Familiar (FH). A inclusão de 

um indivíduo no EPHF requer a verificação dos critérios de diagnóstico de FH, sendo 

que são seguidas as especificações desenvolvidas pelo Simon Broome Register Group 

(SBRG), presentes na tabela 1.2. 

Os médicos colaboradores do EPHF referenciam indivíduos por suspeita clínica 

de FH. Um indivíduo que verifique os critérios de diagnóstico clínico, ao ser incluído 

no EPHF é denominado de caso-índex (membro da família que apresenta o fenótipo 

clínico mais severo). Sempre que possível, o médico deve referenciar, também, 

familiares do caso-índex para posterior estudo familiar, pelo método de cascade 

screening e para verificação da co-segregação de alterações sobre as quais não existe 

informação quanto à patogenecidade.
107

   

Para cada um dos 40 casos-índex estudados foram recolhidos, aproximadamente, 

7,5 mL de sangue num tubo de soro com gel separador (aproximadamente 5 mL se o 

caso-índex for uma criança), utilizado em posteriores determinações bioquímicas e, 

aproximadamente, 8 mL (aproximadamente 5 mL se o caso-índex for uma criança) de 

sangue em tubo de EDTA, utilizado na extração de DNA. Cada amostra foi identificada 

com o número do participante e todas as informações mantidas numa base de dados 

confidencial. Nos Anexos A e B encontram-se os documentos utilizados para a recolha 

de informação clínica de cada participante. 

O EPHF mantém, ainda, uma base confidencial de indivíduos que formam uma 

amostra representativa de uma população “controlo”. Este painel de normolipidémicos é 

utilizado para a avaliação da frequência de uma alteração genética não descrita 

encontrada no decorrer do estudo.
107 



                                                        Capítulo 2. Materiais e métodos 

_____________________________________________________________________________ 

Estudo Molecular de Dislipidemias Familiares                                                                                           28 

2.2. Caracterização bioquímica 

Neste trabalho, foram utilizadas diferentes abordagens para a caracterização 

bioquímica dos participantes.  

A partir da amostra de soro de cada caso-índex foi possível determinar certos 

parâmetros lipídicos. A determinação dos valores de CT (colesterol total),                                

c-LDL (colesterol associado às lipoproteínas de baixa densidade), c-HDL (colesterol 

associado às lipoproteínas de elevada densidade), TG (triglicéridos), apolipoproteínas 

apoA-I e apoB e Lp(a) (lipoproteína (a)) foi realizada no laboratório de Química Clínica 

da Unidade Laboratorial Integrada (ULI) do INSA, através de métodos enzimáticos e 

colorimétricos, efectuados num auto analisador Cobas Integra 400 Plus (Roche). A 

quantificação de apoE, apoA-II, apoC-II, apoC-III e do colesterol associado às sdLDL 

(small dense low density lipoprotein) foi realizada no equipamento Daytona (Randox), 

existente no laboratório de investigação. 

2.2.1. Quantificação de lípidos e apolipoproteínas 

O equipamento denominado Daytona (Randox) é capaz de fornecer informações 

sobre o perfil bioquímico de um indivíduo. No que se refere aos 40 casos-índex 

estudados, este aparelho foi utilizado para se completar o perfil bioquímico dos 

indivíduos com os valores de apoE, apoA-II, apoC-II, apoC-III e colesterol associado às 

sdLDL.  

A técnica seguiu o protocolo recomendado pelo fabricante (Randox),   

utilizando-se reagentes específicos para cada parâmetro que se pretendia determinar. 

A quantificação das apolipoproteínas é realizada através de imunoensaios 

turbidimétricos, que permitem a quantificação in vitro de lípidos, lipoproteínas e 

apolipoproteínas, presentes no soro. O método baseia-se na reacção entre a amostra de 

soro e um anti-soro específico para cada proteína, donde resulta um complexo insolúvel 

que pode ser medido por turbidimetria a 340 nm. Os resultados são obtidos sob a forma 

de um relatório onde constam as concentrações (em mg/dL) dos parâmetros do 

indivíduo em estudo. 

A quantificação de colesterol associado às sdLDL seguiu as recomendações do 

kit s LDL-EX “SEIKEN”, em que a adição do reagente 1 decompõe todas as 

lipoproteínas, excepto as sdLDL, promovendo a degradação enzimática do colesterol. O 

reagente 2 liberta o colesterol das sdLDL, que entra em reações enzimáticas,   

formando-se um produto vermelho-arroxeado. O aparelho mede, depois, a absorvância a 

600 nm deste produto. 

O procedimento aconselha o uso de calibradores e de controlos de vários níveis, 

que conferem precisão e reprodutibilidade ao método.  
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No Anexo C encontram-se as informações sobre os vários reagentes utilizados e 

os intervalos de referência para os quais um indivíduo é considerado normolipidémico.  

2.3. Aplicação de critérios para o diagnóstico clínico de hipercolesterolemia 

familiar 

Cada um dos 40 casos-índex foi avaliado segundo os critérios desenvolvidos 

pelo grupo inglês SBRG (tabela 1.2) e segundo os critérios propostos pelo programa 

holandês Dutch MEDPED (tabela 1.3).  

A avaliação estendeu-se aos 609 casos-índex já estudados no EPHF, de modo a 

abranger uma amostra mais representativa. 

2.4. Caracterização molecular 

A caracterização molecular dos 40 casos-índex iniciou-se pela pesquisa de 

alterações nos genes associados à FH. O estudo molecular de um caso-índex incluído no 

EPHF envolve três fases. Na primeira fase pesquisam-se alterações nos 18 exões do 

LDLR, através da combinação das técnicas de cromatografia líquida de elevada 

performance desnaturante (dHPLC, denaturing high performance liquid 

chromatography) e de sequenciação automática. Esta fase engloba, também, a 

sequenciação automática de fragmentos do exão 26 e do exão 29 do APOB, a região do 

gene associada à ligação da LDL ao seu receptor. Se não forem identificadas alterações 

nesta fase, é necessário prosseguir para a segunda fase do estudo molecular, em que se 

aplica a técnica de multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA) para a 

pesquisa de grandes rearranjos no gene LDLR. Quando existe um fenótipo mais severo 

de FH, realiza-se a técnica de MLPA, mesmo que se tenham encontrado, na primeira 

fase, alterações nos genes LDLR e APOB. Se não se encontrarem alterações nas duas 

primeiras fases, realiza-se a terceira fase da caracterização molecular em que se estuda o 

terceiro gene associado à FH, o PCSK9.  

Se nas 3 fases do estudo não se detectar nenhuma alteração que possa ser 

causadora de FH, então o participante pode passar para o Estudo de Dislipidemias 

Familiares, onde se estuda a dislipidemia familiar combinada (FCHL). De entre os 40 

casos-índex estudados, 5 foram incluídos no Estudo de Dislipidemias Familiares, por 

apresentarem um fenótipo caracterizado por hipercolesterolemia e/ou 

hipertrigliceridemia. Então, nestes 5 casos-índex, a caracterização molecular prosseguiu 

e efectuou-se o estudo dos genes LPL e APOC2, associados à ocorrência de FCHL, 

pesquisando-se, também, alterações nos genes APOC3, APOA4 e APOA5 (cluster 

A1/C3/A4/A5). 
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A cadeia de procedimentos comum a todos os casos-índex teve início na 

extração de DNA, prosseguiu para a amplificação, por PCR (reacção em cadeia da 

polimerase), de fragmentos genómicos associados a cada dislipidemia estudada e 

terminou com a pesquisa de alterações nos genes de interesse. 

 Em todas as etapas do procedimento foi essencial o conhecimento das regras 

laboratoriais a cumprir e de cuidados a manter na manipulação de amostras biológicas 

humanas, de modo a evitar contaminações da amostra e a preservar a segurança do 

operador. 

2.4.1. Extração de DNA 

 A extração de DNA genómico, realizada a partir de leucócitos de sangue 

periférico dos participantes, recolhido em tubos de 2,7 mL de EDTA, baseou-se no 

método descrito por Lahiri & Nurnberger, Jr, em 1991.
108

 

 O primeiro passo deste procedimento consistiu na lise das membranas celulares. 

A lise dos eritrócitos foi conseguida com a adição de TKM X-100 (1 mL/mL de sangue) 

e IGEPAL (25 μL/mL sangue; IGEPAL, Sigma) à amostra de sangue total. A mistura 

foi agitada por inversão até solubilização total e foi centrifugada a 2200 rpm, durante  

10 minutos (centrífuga 5810R, Eppendorf). Depois, procedeu-se à lavagem do 

sedimento, que continha os leucócitos, por adição de TKM1 (1 mL/mL de sangue). 

Realizou-se uma nova centrifugação, a 1600 rpm, durante 10 minutos (centrífuga 

5810R, Eppendorf), e a lavagem foi repetida pelo menos mais uma vez.    

Ressuspendeu-se o sedimento com TKM2 (160 μL/mL de sangue) e SDS a               

10% (10 μL/mL de sangue) para ocorrer a lise dos núcleos dos leucócitos, com 

libertação do DNA. Em seguida, o procedimento envolveu a desproteinização celular, 

através da desidratação (hidrólise química por incubação num banho a 55ºC, Grant 

Instruments) e da precipitação das proteínas com NaCl 5 M saturado (60 μL/mL de 

sangue). Esta precipitação baseia-se no efeito salting out que pressupõe que a presença 

de elevadas concentrações de um sal diminui a solubilidade dos compostos na fase 

aquosa. Depois, através de uma centrifugação a 13200 rpm, durante 20 minutos, a 4ºC 

(microcentrífuga 5415R, Eppendorf), as proteínas precipitaram, tendo sido recuperado o 

sobrenadante, que continha DNA genómico em fase aquosa. O último passo consistiu 

na precipitação do DNA, através da adição de etanol absoluto (2,3 mL/5 mL de sangue; 

etanol absoluto, Manuel Vieira & C
a
, Lda.) ao sobrenadante, tendo a mistura sido 

agitada, lentamente, por inversão, até terem sido visíveis as fibrilhas de DNA. O DNA 

precipitado foi retirado com uma ansa, a qual foi, seguidamente, lavada em etanol a 

70% (Manuel Vieira & C
a
, Lda.), para que fossem removidos os sais. A ansa com o 

DNA foi deixada a secar à temperatura ambiente e por fim procedeu-se à rehidratação 

do DNA em 150 μL de tampão TE (TE 10 mM; pH 8,0; Ambion).  
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O DNA extraído foi colocado num agitador (Alfagene), a 400-450 rpm, à 

temperatura ambiente, durante cerca de 12 horas.  

 O DNA de cada um dos 40 casos-índex foi depois submetido a uma análise 

qualitativa e quantitativa. A análise qualitativa permitiu detectar a presença de DNA na 

amostra resultante da técnica de extração e avaliar se existia degradação da amostra 

extraída. Esta análise foi realizada através de uma electroforese em gel de agarose.  

Na técnica de electroforese, as partículas são separadas em função da sua razão 

carga/massa. Assim, quando a amostra resultante da extração de DNA é aplicada num 

gel de agarose e sujeita a um campo eléctrico, migra em direcção ao eléctrodo positivo, 

devido à presença de grupos fosfato no DNA, dando-se a migração apenas de acordo 

com a respectiva massa. Para a realização da electroforese, preparou-se um gel de 

agarose a 1% (m/v), misturando agarose (Lonza) e tampão TBE 1× (solução preparada 

por diluição da solução stock de TBE 10×; Lonza). Após arrefecimento do gel, 

adicionou-se SYBR®
 Safe (Invitrogen), um corante que possibilita a posterior 

visualização das bandas. As amostras a aplicar no gel foram preparadas por adição de   

5 μL de água estéril bidestilada, 5 μL de solução de deposição e 1 μL do DNA extraído. 

Para além das amostras, aplicou-se 3 μL do marcador de peso molecular                

(PUC, Fermentas). A migração electroforética foi efectuada em tampão TBE 1×, a uma 

voltagem de 90 V (tina de electroforese Biorad e fonte de voltagem Bio-Rad Power Pac 

3000). Depois da electroforese, o gel foi visualizado através de um transiluminador 

(Safe Imager
TM

, Invitogen) e de um sistema de fotografia digital (Nikon). 

 A análise quantitativa de DNA foi feita com recurso ao equipamento NanoDrop 

(Thermo Scientific NanoDrop 1000 Spectrophotometer), sendo colocado 1 μL da 

amostra de DNA extraído no aparelho. Este aparelho mede a absorvância da amostra a 

260 nm (comprimento de onda de absorvância máxima dos ácidos nucleicos), dando 

informação sobre a concentração de DNA da amostra (em ng/μL). O aparelho dá 

também informação sobre a existência de possível contaminação proteica               

(razão Abs 260/Abs 280) ou orgânica (razão Abs 260/230).  

 As informações relativas à preparação de soluções utilizadas nesta etapa do 

procedimento encontram-se no Anexo D. 

2.4.2. Amplificação de DNA 

 A caracterização molecular de cada um dos 40 casos-índex prosseguiu com a 

amplificação do DNA presente nas regiões de interesse que constituem os principais 

genes associados às dislipidemias familiares estudadas, através da técnica de reacção em 

cadeia da polimerase (PCR, polymerase chain reaction). 
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 A PCR é uma técnica de Biologia Molecular que 

permite a replicação rápida, in vitro, do DNA, de modo a que 

seja possível a amplificação em milhões de vezes de 

quantidades mínimas de material genético. O objectivo da PCR 

é a replicação da sequência de interesse (normalmente com 

tamanho entre 100 e 600 pares de bases). Para a sua aplicação é 

necessário conhecer as sequências que flanqueiam a região de 

DNA a estudar, de modo a desenhar os primers 

(oligonucleótidos de iniciação), sequências de DNA em cadeia 

simples, constituídas por cerca de 18-25 nucleótidos 

complementares a essas regiões flanqueadoras da cadeia alvo. 

A tecnologia de PCR decorre de acordo com o 

princípio natural de replicação do DNA, sendo constituída por 

três passos (desnaturação, hibridação ou annealing, extensão) 

que se repetem ciclicamente durante um número específico de 

vezes (figura 2.1).  

A amplificação do DNA de regiões de interesse de genes associados à FH 

(LDLR, APOB, PCSK9) e à FCHL (LPL, APOC2, APOC3, APOA4, APOA5) exigiu a 

aplicação de uma reacção PCR optimizada para cada região e, também, para a enzima 

polimerase utilizada. 

Os exões do LDLR (excepto o exão 3), os exões 26 e 29 do APOB, os exões 2, 3, 

4+5, 6, 7 e 9 do PCSK9, os 10 exões do LPL, os exões 2, 3 e 4 do APOC2, os exões 2, 3 

e 4 do APOC3, os 3 exões do APOA4 e os 3 exões do APOA5 foram amplificados 

através de reacções de PCR em que se utilizou a enzima GoTaq® DNA          

Polymerase (Promega), tendo-se preparado misturas de reacção PCR com: 0,2 mM de 

cada dNTP (a partir de soluções stock de dATP, dGTP, dCTP e dTTP a 100 mM; 

Bioline); tampão de reacção Colorless Go Taq® Reaction Buffer 1× (a partir da solução 

stock Colorless Go Taq® Reaction Buffer 5×; Promega); 0,5-3 mM de Mg
2+

 (a partir da 

solução stock MgCl2 25 mM; Promega); 20 pmol de cada primer, um forward e um 

reverse, (Invitrogen); 1,25 U de GoTaq® DNA Polymerase (a partir da solução stock 

GoTaq® DNA Polymerase 5 U/μL; Promega); 1 µL da amostra de DNA com 

concentração de cerca de 100 ng/µL (usou-se um controlo negativo da técnica de PCR 

que consistiu num tubo ao qual não se adicionou DNA); água estéril bidestilada para 

perfazer 25 μL de volume final. 

O exão 3 do LDLR e os exões 1, 8, 10, 11 e 12 do PCSK9 foram amplificados 

por reacções de PCR em que se utilizou a enzima Platinum® Taq DNA          

Polymerase (Invitrogen), tendo-se preparado misturas de reacção PCR com: 0,2 mM de 

cada dNTP (a partir de soluções stock de dATP, dGTP, dCTP e dTTP a 100 mM; 

Figura 2.0.1. Etapas da 

reacção em cadeia da 

polimerase. A reacção 
divide-se em 3 passos 
(desnaturação, annealing, 
extensão) e permite a 
amplificação de DNA.    

P1 e P2 representam os      
primers.109 (Adaptado) 
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Bioline); tampão de reacção PCR Rxn Buffer 10× (Invitrogen); 0,75-1,5 mM de Mg
2+

 (a 

partir da solução stock MgCl2 50 mM; Invitrogen); 20 pmol de cada primer, um 

forward e um reverse, (Invitrogen); 0,8 U de Platinum® Taq DNA Polymerase (a partir 

da solução stock Platinum
®
 Taq DNA Polymerase 5 U/μL; Invitrogen); 1 µL da amostra 

de DNA com concentração de cerca de 100 ng/µL (usou-se um controlo negativo da 

técnica de PCR que consistiu num tubo ao qual não se adicionou DNA); água estéril 

bidestilada para perfazer 25 μL de volume final. Em algumas reacções de amplificação 

de exões do gene PCSK9 adicionou-se ainda um adjuvante da PCR, o dimetilsulfóxido 

(DMSO).  

Os tubos com a mistura reaccional foram colocados num termociclador 

(TProfessional basic gradient, Biometra). As condições específicas de cada PCR 

encontram-se no Anexo E. 

 Os fragmentos dos produtos de PCR foram visualizados através da realização de 

uma electroforese em gel de agarose a 1,5% (m/v). Neste caso, as amostras a aplicar no 

gel foram preparadas através da adição de 4 μL de solução de deposição a 6 μL do 

produto de PCR, procedendo-se a uma migração electroforética a 80 V.   

 Os produtos de PCR foram armazenados a 4ºC até posterior utilização. 

2.4.3. Pesquisa de alterações nos genes de interesse 

A pesquisa de alterações nos fragmentos genéticos foi efectuada através da 

combinação de técnicas complementares – dHPLC, sequenciação automática e MLPA.  

2.4.3.1. Cromatografia líquida de elevada performance desnaturante 

(dHPLC) 

Os exões 3, 4, 5, 9 e 17 do gene LDLR, associado à FH, foram analisados através 

de cromatografia líquida de elevada performance desnaturante (dHPLC).  

A existência de uma alteração genética num produto de PCR provoca uma 

combinação alterada entre as cadeias de DNA, quando a amostra é submetida a uma 

desnaturação, formando-se heteroduplexes, ou seja, moléculas de DNA compostas por 

uma cadeia alterada e uma cadeia não alterada. A procura de alterações por dHPLC 

baseia-se, então, na formação de heteroduplexes, aquando da hibridação das cadeias de 

DNA, por aplicação de uma rampa de controlo da temperatura que permite a descida 

progressiva (1ºC/minuto) da temperatura de 96ºC para 35ºC. As cadeias formadas 

apresentam diferentes tempos de retenção quando sujeitas a uma cromatografia líquida 

de fase reversa, sendo as heteroduplexes eluídas depois das suas correspondentes 

homoduplexes (figura 2.2).  
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Um volume de 10 μL da amostra de produto de PCR a analisar, assim como de 

amostras de produtos de PCR de dois controlos normais (sem alteração) e de dois 

controlos positivos (para confirmação da etapa de desnaturação), foram entregues à 

Unidade de Tecnologia e Inovação (UTI) do INSA, onde foi efectuada a técnica de 

dHPLC. Após ocorrer a desnaturação, as amostras foram aplicadas numa coluna C18 de 

fase reversa com empacotamento não poroso de polistireno/divinilbenzeno 

(DNASep
TM

; Trangenomics). As heteroduplexes foram eluídas através de um gradiente 

linear entre o eluente A (0,1 M de acetato de trietilamina, pH 7,0; Trangenomics) e o 

eluente B (0,1 M de acetato de trietilamina, pH 7,0 contendo 250 M de acetonitrilo; 

Sigma), num fluxo constante de 0,9 mL/min. O DNA foi detectado a 260 nm, sendo que 

as concentrações inicial e final do eluente B foram ajustadas a cada fragmento, de modo 

a obter um tempo de retenção de 3-5 minutos. A temperatura de análise, que 

corresponde à temperatura para a qual 80% do DNA está desnaturado, determinando a 

sensibilidade do método, foi detectada pelo programa utilizado (Wavemaker Software; 

Trangenomics). A informação acerca da temperatura de análise e das concentrações de 

eluente B encontram-se no Anexo F. 

As amostras do produto de PCR correspondentes aos heteroduplexes que foram 

detectados por dHPLC, através da observação de um perfil de eluição alterado em 

relação ao dos controlos normais, foram posteriormente submetidas a sequenciação 

automática para confirmação da presença de alteração. 

2.4.3.2. Sequenciação automática 

A sequenciação automática de DNA foi aplicada para pesquisa directa em alguns 

fragmentos de interesse amplificados por PCR ou para confirmação de resultados 

obtidos por dHPLC aplicado no estudo molecular do gene LDLR. 

Figura0.12.2. Representação gráfica da análise por dHPLC (denaturing high performance 

liquid chromatography). As cadeias de DNA são desnaturadas e novamente emparelhadas, 
formando heteroduplexes, que podem ser distinguidos dos homoduplexes por esta       
técnica.110 (Adaptado) 
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A automatização da sequenciação de DNA consiste numa variação do método de 

sequenciação de Sanger, que tem como base a síntese enzimática de uma cadeia de 

DNA complementar à cadeia em análise, a partir da adição de primers marcados 

radioactivamente e de didesoxirribonucleótidos (ddNTPs). A tecnologia de 

sequenciação automática de DNA permite a obtenção de sequências de DNA com 

milhares de nucleótidos, em poucas horas, sendo que cada tipo de ddNTP é marcado 

com uma molécula fluorescente de cor diferente (figura 2.3). 

 

Figura 2.3.0.1 Sequenciação automática. Cada tipo de ddNTP usado no método de sequenciação 
de Sanger pode ligar-se a uma molécula fluorescente que fornece uma cor particular a todos os 
fragmentos que terminam num tipo de nucleótido. Os fragmentos de DNA são separados por 
tamanho numa electroforese capilar, sendo que os do mesmo tamanho dão origem a um pico. A 
cor associada a cada pico é detectada através de um laser e a sequência de DNA consiste na 
sequência de cores dos picos detectados pelo detector. Abreviaturas: dNTPs, 

desoxirribonucleótidos trifosfato; ddNTPs, didesoxirribonucleótidos trifosfato.21 (Adaptado) 

Antes de se proceder à sequenciação deve realizar-se uma etapa de purificação 

dos produtos de PCR, de modo a eliminar o excesso de primers e de dNTPs resultantes 

da PCR. Esta purificação realizou-se através de uma digestão enzimática, por utilização 

de um produto comercial denominado ExoSAP-IT
®

 (Usb) que conjuga duas enzimas 

hidrolíticas, a exonuclease I e a shrimp alkaline phosphatase (SAP). Um tubo com     

2,5 μL do produto de PCR e 1 μL de EXOSAP-IT foi colocado no termociclador 

(TProfessional basic gradient, Biometra). As condições da purificação encontram-se 

esquematizadas no Anexo G. Os produtos da purificação foram armazenados a 4ºC até 

posterior utilização.  

A sequenciação foi preparada de acordo com as instruções indicadas no kit Big 

Dye®
 utilizado (kit Big Dye®

 Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied 

Biosystems)). A cada tubo de reacção, adicionou-se 2 μL de Big Dye®
, 1 μL de primer 

adequado à sequenciação do fragmento que se pretendia analisar, 1 μL do produto da 

purificação e água estéril bidestilada para perfazer o volume final de 10 μL. O tubo foi 

inserido num termociclador (TProfessional basic gradient, Biometra) com o programa 

adequado à sequenciação. As condições da reacção de sequenciação encontram-se no 

Anexo G. As amostras foram, depois, retiradas do termociclador e entregues à UTI do 
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INSA, onde se procedeu à etapa final da sua sequenciação, (3100 Genetic Analyser, 

Applied Biosystems)  

As sequências obtidas foram analisadas através do software Staden Package e 

comparadas com as sequências de referência dos genes estudados. 

2.4.3.3. Análise de grandes rearranjos no gene do receptor das 

lipoproteínas de baixa densidade por multiplex ligation-dependent probe 

amplification (MLPA) 

A técnica de MLPA permitiu a pesquisa de grandes rearranjos (deleções ou 

duplicações de um ou mais exões) no gene LDLR. Este é um método simples de 

detecção de alterações no número de cópias numa única reacção de PCR, utilizando um 

único par de primers.  

Na técnica de MLPA não são as sequências alvo que são amplificadas mas as 

sondas de MLPA que hibridam com a sequência alvo. A reacção de MLPA pode ser 

dividida em quatro passos principais: reacção de desnaturação do DNA; hibridação das 

sondas; reacção de ligação das sondas; reacção de PCR para amplificação das sondas 

ligadas (Figura 2.4). A reacção desenvolve-se com a utilização de um kit para a técnica 

de MLPA e os produtos resultantes da amplificação com este kit podem ser analisados 

por interpretação dos picos de fluorescência detectados por electroforese capilar, sendo 

que a comparação do padrão de picos obtido com o padrão de picos das amostras de 

referência indicará qual a sequência que apresenta diferente número de cópias. A 

diferença entre as áreas dos picos da amostra 

em estudo e as áreas dos picos da amostra de 

referência reflecte a existência de diferentes 

números de cópias da sequência analisada. Por 

exemplo, uma deleção de um exão num alelo 

revela uma diminuição para metade dos picos 

relativos às sondas específicas para esse exão, 

quando comparados com os picos que dizem 

respeito aos outros exões não delectados. Para 

validar todo o processo de MLPA poderão ser 

incluídos controlos negativos, sendo assim 

possível a normalização que permite a 

posterior análise de amostras.  

Neste estudo, a técnica de MLPA foi 

realizada através do SALSA® MLPA® kit  

(MRC-Holland), tendo-se seguido o protocolo 

recomendado por este kit (MLPA® DNA 

Figura0.22.4. Técnica de MLPA 

(multiplex ligation-dependent probe 

amplification). A técnica desenvolve-se 

em quatro etapas, através de um único par 

de primers.111 (Adaptado) 
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protocol version MDP-v002) e utilizado sondas específicas para a detecção de delecções 

e duplicações no gene LDLR (SALSA MLPA probemix P062-C2 LDLR; MRC-Holland). 

A informação relativa às sondas utilizadas encontra-se no Anexo H. Para a desnaturação 

do DNA colocou-se 2,5 μL de TE (TE 10 mM: pH 8,0; Ambion) num tubo e  

adicionou-se 2,5 μL de DNA extraído. Em seguida, colocaram-se os tubos num 

termociclador (TProfessional basic gradient, Biometra) programado para 5 minutos a 

98ºC e posterior descida da temperatura até 25ºC. Entretanto, foi preparada a mistura da 

reacção de hibridação constituída por MLPA buffer (1,5 μL/amostra) e SALSA MLPA 

probemix P062-C2 LDLR (1,5 μL/amostra). Depois da desnaturação do DNA, 

adicionou-se 3 μL desta mistura ao produto da desnaturação e continuou-se o programa 

no termociclador (1 minuto a 95ºC seguido de uma pausa a 60ºC durante 16 a 20 horas). 

Preparou-se a mistura de reacção de ligação, constituída por água estéril bidestilada   

(25 μL/amostra), tampão ligase A (3 μL/amostra), tampão ligase B (3 μL/amostra) e 

enzima ligase-65 (1 μL/amostra). Quando o termociclador atingiu a temperatura de 

54ºC, adicionou-se 32 μL desta mistura de reacção de ligação ao produto da reacção de 

hibridação, sem remover os tubos do termociclador, e continuou-se o programa do 

termociclador (54ºC durante 15 minutos, 5 minutos a 98ºC, descida da temperatura até 

aos 20ºC. Entretanto, preparou-se a mistura de reacção de PCR, constituída por água 

estéril bidestilada (7,5 μL/amostra), SALSA PCR primer mix (2 μL/amostra) e SALSA 

polimerase (0,5 μL/amostra). Quando o programa de MLPA, no passo da ligação, 

atingiu os 20ºC, retiraram-se os tubos do termociclador e adicionou-se 10 μL desta 

mistura de reacção de PCR a cada tubo. Os tubos foram novamente colocados no 

termociclador para ocorrer a reacção de PCR (35 ciclos compostos pelo passo de 

desnaturação a 95ºC durante 30 segundos, seguido de emparelhamento dos primers a 

60ºC durante 30 segundos, extensão a 72ºC durante 1 minuto e extensão final a 72ºC 

durante 20 minutos).   

Os produtos da reacção de PCR do MLPA foram entregues à UTI do INSA, 

onde se completou a técnica, realizando-se uma electroforese capilar. 

Os dados resultantes foram analisados através do Microsoft Office Excel. 
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Capítulo 3. Resultados 

3.1 Caracterização bioquímica 

Neste trabalho analisaram-se 40 indivíduos, referenciados com diagnóstico 

clínico de hipercolesterolemia familiar (FH), por médicos colaboradores do Estudo 

Português de Hipercolesterolemia Familiar (EPHF) e incluídos como casos-índex deste 

estudo.  

A amostra de 40 casos-índex foi dividida em dois grupos, o grupo pediátrico, 

constituído por 17 crianças, e o grupo de adultos, constituído por 23 casos-índex com 

idade igual ou superior a 18 anos.  

Em cada um dos dois grupos amostrais estudados, foi feita uma caracterização 

clínica de cada um dos casos-índex, a partir das suas informações clínicas e da sua 

história familiar. A caracterização bioquímica incluiu as determinações efectuadas no 

laboratório de Química Clínica da Unidade Laboratorial Integrada (ULI) do INSA e as 

quantificações realizadas no auto-analisador Daytona (Randox). Nas tabelas I.1 e I.2, I.3 

e I.4 presentes no Anexo I, constam as informações relativas aos 40 indivíduos da 

amostra.  

Em 5 dos 40 casos-índex da amostra com elevados níveis de TG foram 

adicionalmente estudados genes anteriormente descritos como estando associados à 

dislipidemia familiar combinada (FCHL). Os 5 casos-índex desta amostra estão 

sinalizados (
*
) nas tabelas I.1 a I.4, pertencendo 1 deles ao grupo pediátrico e os 

restantes 4 ao grupo de adultos.  

Nas tabelas 3.1 e 3.2, os 40 casos-índex encontram-se distribuídos pelos dois 

grupos amostrais (pediátrico e de adultos), sendo apresentadas algumas características 

gerais da amostra e as médias dos parâmetros bioquímicos determinados neste estudo. 
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Tabela 3.1.4Características da amostra em estudo 

 
Grupo 

pediátrico 
n N 

Grupo de 

adultos 
n N 

Idade (anos) 11,2±3,6 17 17 41,8±12,0 18 18 (b) 

Sexo feminino (%) 52,9 9 17 43,5 10 23 

Sexo masculino (%) 47,1 8 17 56,5 13 23 

IMC (kg/m
2
) 20,5±4,9 15 15 27,4±4,9 19 19 

DCV (%) 0 0 17 26,1 6 23 

Diabetes (%) 0 0 16 9,5 2 21 

Hipertensão (%) 0 0 16 42,9 9 21 

Doenças da tiróide (%) 0 0 16 0 0 21 

Em medicação (%) 12,5 2 16 91,3 21 23 

Fumador (%) 0 0 16 38,1 8 21 

Consumo de álcool (%) 0 0 16 23,8 5 21 

Prática de exercício físico 
(a)

 (%) 75 12 16 30,4 7 21 
n, frequência absoluta de casos-índex; N, número total de casos-índex sobre os quais se obteve informação;  

DCV, doença cardiovascular; IMC, índice de massa corporal; (a) A prática de exercício físico é definida a 

partir da informação sobre o número de vezes, por semana, em que se pratica algum tipo de exercício físico, 

sendo que no grupo pediátrico a média foi de 3 vezes por semana e no grupo de adultos foi de 4 vezes por 

semana; (b) Embora só se tivesse informação sobre a idade de 18 casos-índex do grupo de adultos, considerou-

se, a partir das árvores genealógicas da família, que os restantes cinco também podiam ser considerados 

adultos. 

 

Tabela 3.2.5Determinações bioquímicas realizadas 

Parâmetro 

bioquímico 

Grupo 

pediátrico 
N 

Grupo de 

adultos 
N 

CT (mg/dL) 283,2±51,1 17 362,6±68,4 20 

c-LDL (mg/dL) 208,6±47,3 16 254,9±57,2 17 

c-HDL (mg/dL) 61,9±19,2 16 63,0±27,7 18 

TG (mg/dL) 103,8±62,7 16 180,2±189,2 19 

apoA-I (mg/dL) 149,5±41,6 15 247,5±9,2 2 

apoB (mg/dL) 118,1±29,7 (a) 15 118,5±16,3 (a) 2 

Lp(a) (mg/dL) 36,7±42,9 15 97,0±125,9 2 

apoE (mg/dL) 3,9 ±1,0 15 4,4±0,1 2 

apoA-II (mg/dL) 31,5±6,9 15 40,4±7,8 2 

apoC-II (mg/dL) 3,8±1,4 15 8,9±0,7 2 

apoC-III (mg/dL) 8,2±2,6 15 15,1±1,1 2 

c-sdLDL (mg/dL) 43,7±17,4 15 66,4±28,9 2 
Todas as médias foram calculadas a partir de valores com os casos-índex sem 

medicação; N, número total de casos-índex que contaram para a determinações das 

médias; CT, colesterol total; mg, miligrama; dL, decilitro; c-LDL, colesterol associado 

às lipoproteínas de baixa densidade; c-HDL, colesterol associado às lipoproteínas de 

elevada densidade; TG, triglicéridos; apo, apolipoproteína; Lp(a), lipoproteína (a);         

c-sdLDL, colesterol associado às small dense low density lipoproteins; (a) a maioria das 
determinações em crianças sem medicação foram realizadas no INSA mas no caso dos 

adultos, os valores provêm de informação dada pelos médicos, sendo que, por exemplo, 

para a APOB não existe informação anterior. 
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3.2. Estudo molecular de genes causadores de hipercolesterolemia familiar 

No que diz respeito à presença de FH nos 40 casos-índex estudados, foram 

pesquisadas alterações nos genes LDLR, APOB e PCSK9. As diversas alterações 

detectadas encontram-se registadas nas tabelas 3.3 e 3.4. Na tabela 3.5 é possível 

observar a distribuição dos casos-índex, com e sem alteração detectada, pelos grupos 

pediátrico e de adultos. Nesta última tabela, as diversas alterações são separadas, tendo 

em conta o gene em que foram identificadas. Como no gene LDLR foram encontradas 

alterações de diversos tipos, dividem-se as alterações encontradas da seguinte       

forma: missense (substituição de um nucleótido por outro, com consequente troca de 

aminoácido); nonsense (pequenos e grandes rearranjos do DNA); alteração na região de 

splicing do mRNA; alterações verificadas em homozigotia (presença de dois alelos 

mutantes iguais) ou heterozigotia composta (presença de dois alelos mutantes diferentes 

do mesmo gene), tendo sido identificado um heterozigoto composto neste estudo.  

Na amostra de 40 casos-índex estudados, foram identificados 15 indivíduos com 

mutação patogénica e 3 indivíduos com uma alteração não descrita num dos três genes 

estudados. No grupo pediátrico foram geneticamente identificados 35% (6/17)       

casos-índex e no grupo de adultos 39% (9/23). Foram detectadas duas alterações não 

descritas no grupo pediátrico e uma no grupo de adultos. Para além disso, uma criança 

possui uma alteração sinónima, nunca encontrada na população portuguesa, que está 

descrita como um polimorfismo mas que é referida porque ainda não foram realizados 

estudos de avaliação da sua patogenicidade. 
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Tabela 3.3.6Caracterização molecular do grupo pediátrico 

Caso- 

-índex 

Alteração 

(nucleótido) 
Localização Gene 

Alteração 

(proteína) 

Tipo de 

alteração 
REF 

11215 c.2291T>C  Exão 15 LDLR p.Ile764Thr Missense ND 

11258 
[Pr_EX2del+ 

EX8_EX12del] 
Deleção de 

parte do gene 
LDLR - 

Grande 
rearranjo 

51 

11311 c.1291G>A Exão 9 LDLR p.Ala431Thr Missense 112 

11326 c.619_639del Exão 4 LDLR p.Gly207_Ser213del 
Pequeno 
rearranjo 

53 

11349 c.1775G>A Exão 12 LDLR p.Gly592Glu Missense 113 

12021 c.90C>T Exão 2 LDLR p.Asn30Asn Sinónima 114 

12025 [EX11_EX12del] 
Deleção de 

parte do gene 
LDLR - 

Grande 
rearranjo 

115 

12026 c.818-2A>G Intrão 5 LDLR - Splicing 116(*) 

12037 c.1802A>T Exão 12 LDLR p.Asp601Val Missense ND 

REF, referência bibliográfica de onde a mutação foi descrita; ND, não descrita; (*) foi descrito um grande 
rearranjo que envolve a deleção destes exões mas não na população portuguesa e, como os limites das 

deleções não são conhecidos, é possível que este rearranjo português seja diferente do anteriormente 

descrito.  
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 Tabela 3.4.7. Caracterização molecular do grupo de adultos 

Caso- 

-índex 

Alteração 

(nucleótido) 
Localização Gene 

Alteração 

(proteína) 

Tipo de 

alteração 
REF 

11230 c.10708G>A Exão 26 APOB p.Arg3527Gln Missense 71 

11247 c.1291G>A Exão 9 LDLR p.Ala431Thr Missense 112 

11269 
[Pr_EX2del+ 

EX8_EX12del] 

Deleção de 

parte do gene 
LDLR - 

Grande 

rearranjo 
51 

11340 c.666C>G Exão 4 LDLR p.Cys222Trp Missense ND 

11343 c.1291G>A Exão 9 LDLR p.Ala431Thr Missense 112 

12010 [EX2_EX3del] 
Deleção de 

parte do gene 
LDLR - 

Grande 
rearranjo 

60 

12013 c.1291G>A Exão 9 LDLR p.Ala431Thr Missense 112 

12040 
[c.1216C>T] Exão 9  LDLR p.Arg406Trp Missense  117,118 

[EX8_EX12del] 
Deleção de 

parte do gene 
LDLR 

- Grande 

rearranjo 
51 

12041 c.2093G>T Exão 14 LDLR p.Cys698Phe Missense 119 

12058 c.1775G>A Exão 12 LDLR p.Gly592Glu Missense 113 

REF, referência bibliográfica de onde a mutação foi descrita; ND, não descrita.
  

Tabela 3.5.8. Distribuição dos casos-índex com e sem mutação pelos 

grupos amostrais de estudo 

 Grupo pediátrico Grupo de adultos 

 n n 

Sem mutação 
11 

(64,71%) 

14 

(60,87%) 

Com 

mutação 

LDLR missense 

6 
(35,29%) 

2 
(11,76%) 

9 
(39,13%) 

5 
(21,74%) 

LDLR nonsense 
3 

(17,65%) 
2 

(8,69%) 

LDLR splicing 
1 

(5,88%) 
0 

LDLR 

heterozigoto 

composto 

0 
1 

(4,35%) 

APOB  0 
1 

(4,35%) 

PCSK9 0 0 

 
N=17 

(100%) 
N=23 

(100%) 
n, número de casos-índex; N, número total de casos-índex no grupo estudado. 
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3.2.1. Gene LDLR 

Em 14 casos-índex, 6 do grupo pediátrico e 8 do grupo de adultos, foi 

identificada uma mutação no gene LDLR. O estudo detectou, ainda, 3 indivíduos com 

alterações que não se encontram descritas na literatura.   

Em 7 casos-índex foi detectada uma mutação missense, uma delas encontrada 

pela técnica de dHPLC, (denaturing high performance liquid chromatography) e 

confirmada por sequenciação automática (figura 3.1) e as restantes identificadas 

unicamente com recurso à técnica de sequenciação automática (figura 3.2). As 3 

alterações não descritas que foram encontradas tratam-se de alterações missense. 

A sequenciação permitiu, também, a identificação de um pequeno rearranjo em 

que ocorre a deleção de 21 nucleótidos (figura 3.3) num caso-índex e de uma alteração 

no local de splicing do mRNA (figura 3.4) noutro participante do estudo. Estas 

mutações encontram-se descritas. 

Pela técnica de MLPA foi possível detectar grandes rearranjos no gene LDLR. A 

alteração [Pr_EX2del+EX8_EX12del] foi encontrada num caso-índex do grupo 

pediátrico e num caso-índex do grupo de adultos. Esta grande deleção envolve o 

promotor e 7 exões do gene, tendo sido descrita anteriormente na população 

portuguesa.
51

 Noutro caso-índex do grupo pediátrico detectou-se um grande rearranjo 

que consiste na deleção de dois exões ([EX11_EX12del]). Apesar duma deleção destes 

dois exões já ter sido anteriormente descrita, nunca foi encontrada na população 

portuguesa, sendo que os terminais desta deleção (endpoints) e os da já descrita podem 

ser diferentes.
115

 Não foi possível identificar estes endpoints. Relativamente ao grupo de 

adultos, foram, ainda, identificados 2 casos-índex com outros grandes rearranjos já 

descritos na população portuguesa: [EX2_EX3del]
60 

e [EX8_EX12del]
51

.  

 Como já foi referido, um dos casos-índex é um heterozigoto composto 

verificando-se a presença de dois alelos mutantes diferentes do gene LDLR (figura 3.5).  
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Figura 3.1.0.3 Caso-índex 11311. (a) Árvore genealógica.A seta indica o caso-índex. A idade em 
anos está por cima do símbolo. Os valores de colesterol total (CT), colesterol associado às 
lipoproteínas de baixa densidade (c-LDL) e triglicéridos (TG) estão indicados por baixo dos 

símbolos. Os símbolos metade preto representam indivíduos heterozigotos para a mutação 
c.1291G>A (p.Ala431Thr) e os símbolos a branco representam indivíduos que não foram 
estudados. (b) Detecção da mutação pela metodologia de dHPLC. O perfil de eluição do     
caso-índex (a roxo) encontra-se alterado relativamente ao perfil de eluição de um controlo 
normal (a castanho) (Condições: temperatura de desnaturação de 63,0°C; 57,0% de eluente B). 
(c) Sequência de parte do exão 9 do gene LDLR do caso-índex, onde se observa a alteração 
GA na posição c.1291, que resulta na alteração da proteína p.Ala431Thr, comparada com a 
sequência de um indivíduo normal (as setas indicam o nucleótido onde ocorre esta mutação). 
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Figura 3.2.0.4 Caso-índex 11215. (a) Árvore genealógica. A seta indica o caso-índex. As idades 

em anos estão por cima dos símbolos. Os valores de colesterol total (CT), colesterol associado 

às lipoproteínas de baixa densidade (c-LDL) e triglicéridos (TG) estão indicados por baixo dos 

símbolos. Os símbolos metade preto representam indivíduos heterozigotos para a alteração 

c.2291T>C (p.Ile764Thr), os símbolos com N representam os indivíduos normais, onde esta 

alteração não foi encontrada e os símbolos a branco representam indivíduos que não foram 

estudados. (b) Sequência de parte do exão 15 do gene LDLR do caso-índex, onde se observa a 

alteração TC na posição c.2291, que resulta na alteração da proteína p.Ile764Thr, comparada 

com a sequência de um indivíduo normal (as setas indicam o nucleótido onde ocorre esta 

alteração). 
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Figura 3.3.0.5 Caso-índex 11326. (a) Árvore genealógica. A seta indica o caso-índex. As idades 

em anos estão por cima dos símbolos. Os valores de colesterol total (CT), colesterol associado 
às lipoproteínas de baixa densidade (c-LDL) e triglicéridos (TG) estão representados por baixo 
dos símbolos. Os símbolos metade preto representam indivíduos heterozigotos para a mutação 
c.619_639del (p.Gly207_Ser213del) e o símbolo com N representa um indivíduo normal, onde 
esta mutação não foi encontrada. (b) Sequência de parte do exão 4 do gene LDLR do caso-
índex, onde se observa a deleção de 21 nucleótidos, que resulta na mutação c.619_639del 
(p.Gly207_Ser213del), comparada com a sequência de um indivíduo normal (as setas indicam o 

nucleótido a partir do qual se inicia esta deleção). 
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Figura 3.4.0.6 Caso-índex 12026. (a) Árvore genealógica. A seta indica o caso-índex. As idades 
em anos estão por cima dos símbolos. Os valores de colesterol total (CT), colesterol associado 
às lipoproteínas de baixa densidade (c-LDL) e triglicéridos (TG) estão representados por baixo 

dos símbolos. Os símbolos metade preto representam indivíduos heterozigotos para a mutação 
c.818-2A>G e o símbolo a branco representa um indivíduo que não foi estudado.      (b) 
Sequência de parte do intrão 5, observada por sequenciação do exão 6 do gene LDLR do caso-

índex, onde se observa a mutação AG na posição c.818-2A>G, comparada com a sequência 

de um indivíduo normal (as setas indicam o nucleótido onde ocorre esta mutação). 
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Figura 3.5.0.7 Caso-índex 12040. (a) Árvore genealógica. A seta indica o caso-índex. As idades em 
anos estão por cima dos símbolos. Os valores de colesterol total (CT), colesterol associado às 

lipoproteínas de baixa densidade (c-LDL) e triglicéridos (TG) e eventos ocorridos (Angina, 
Claudicação, AVC, †morte) e respectivas idades a que ocorreram estão representados por baixo dos 
símbolos. O símbolo metade preto e metade vermelho representa um indivíduo heterozigoto 
composto que apresenta a mutação c.1216C>T (p.Arg406Trp) num alelo e o grande rearranjo 
EX8_EX12del no outro alelo. Os símbolos a branco representam indivíduos que não foram 
estudados. (b) Sequência de parte do exão 9 do gene LDLR do caso-índex, onde se observa a 
alteração CT na posição c.1216, que resulta na alteração na proteína p.Arg406Trp, comparada 

com a sequência de um indivíduo normal (as setas indicam o nucleótido onde ocorre esta mutação). 
(c) Detecção por MLPA do grande rearranjo EX8_EX12del do gene LDLR. Depois da 
normalização das alturas relativas de todos os picos em relação às amostras controlo, a altura 
normal dos picos é aproximadamente 1. Se o gene tem um grande rearranjo, como a deleção 
encontrada neste caso-índex, as alturas relativas dos picos correspondentes aos exões delectados 
descem para cerca de 0,5. Os números que indicam os exões delectados encontram-se por baixo 
dos respectivos pontos. 
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Como já foi referido, das diferentes alterações encontradas, existem 3 missense 

que ainda não se encontram descritas, pelo que serão necessários estudos adicionais 

para avaliar o seu efeito e a possibilidade de serem mutações patogénicas.  

De acordo com o referido em 1998 por Cotton & Scriver
107

, uma mutação ocorre 

quando existe uma sequência específica de DNA que se encontra alterada em relação à 

sequência de referência, podendo esta alteração ter um efeito no fenótipo ou representar 

uma variação neutral (polimorfismo) que não produz efeito. Antes de avaliar se uma 

alteração pode ser designada de mutação, há que avaliar a presença de: (1) erros que 

podem ter sido introduzidos pela técnica de PCR, produzindo uma falsa mutação; (2) 

introdução da variante fenotípica por uma mutação num alelo adjacente ao que se está a 

considerar; (3) mutações de caracterização ambígua, só esclarecida por análise da 

expressão, que podem resultar da interpretação de uma alteração no terceiro nucleótido 

de um codão como sendo silenciosa quando pode criar um novo local de splicing ou um 

mRNA instável, do facto de uma alteração num nucleótido que afecta um aminoácido 

conservado poder não representar um efeito no fenótipo e de uma alteração que afecta 

um aminoácido não conservado poder ter um maior efeito, da conclusão de que uma 

mutação nonsense é usualmente patogénica, quando na realidade se afectar o 

polipéptido a jusante dos domínios necessários para a completa função, pode ter um 

efeito reduzido.
107 

Os seguintes critérios foram sugeridos por Cotton & Scriver para designar uma 

mutação: (1) informação inicial que inclui o tipo de mutação (mutações em sequências 

codificantes que geram aparecimento de codões stop a jusante têm elevada 

probabilidade de causarem modificações no fenótipo), extensão de DNA analisado (a 

identificação de uma mutação deve especificar a região e a extensão de DNA analisado 

e o método aplicado, uma vez que o efeito significativo pode resultar de uma mutação 

presente numa região não avaliada), análise da segregação (se um fenótipo de uma 

doença de transmissão dominante segrega com a mutação e não segrega na sua ausência 

então a mutação é compatível com um efeito causador de doença), aminoácido afectado 

(os aminoácidos conservados no produto polipeptídico do gene têm provavelmente 

maior importância funcional e as mutações que alteram resíduos conservados e os 

substituem por outros de diferente carácter físico provavelmente afectam a estrutura e a 

função do polipéptido), prevalência da mutação (uma alteração que ocorra em menos de 

1% dos alelos na população é definida como rara e pode ser patogénica enquanto uma 

alteração que seja encontrada em maior frequência pode ser um polimorfismo que 

contribui para a modificação de fenótipo e aparecimento de doença, em particular de 

doenças complexas); (2) análise da expressão (a análise funcional de um gene mutante, 

normalmente por expressão de cDNA, é o teste final para confirmar que a mutação é 

patogénica. Caso não seja possível a sua realização, os outros critérios devem ser 

adoptados, mas se a mutação for analisada por expressão in vitro, os outros critérios 
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tornam-se redundantes); (3) importância relativa do tipo de mutação (as mutações 

missense são as que preferencialmente produzem o problema da dúvida quanto ao seu 

efeito).
107 

   

Na tabela 3.6 encontra-se a informação que se refere à aplicação destes critérios 

às 3 alterações não descritas detectadas neste estudo.  

A da alteração, a c.2291T>C (caso-índex 11215, exão 15 do LDLR) encontra-se 

num domínio da proteína que foi descrito como não sendo importante para o 

funcionamento da mesma,
120

 pelo que os estudos funcionais não são essenciais neste 

caso. Sendo assim, neste estudo, foi analisado um painel de 100 normolipidémicos onde 

esta alteração não foi encontrada, podendo considerar-se uma alteração rara, uma vez 

que alterações com efeito causador de doença são, normalmente, encontradas numa 

frequência inferior a 1% (alterações raras) enquanto alterações neutrais (polimorfismos) 

são, geralmente, encontrados numa frequência superior a 1%. Como a alteração não se 

encontra presente no painel de normolipidémicos então não deverá apresentar um 

carácter polimórfico. 

Tabela 3.6.9.Avaliação de alterações não descritas no gene LDLR 

Alteração 

c.666C>G 

p.Cys222Trp 
(caso-índex 11340) 

c.1802A>T 

p.Asp601Val 
(caso-índex 12037) 

c.2291T>C 

p.Ile764Thr 
(caso-índex 11215) 

Codão stop 

prematuro 
N N N 

Extensão de 

DNA 

analisado 

Todo o gene LDLR, com recurso a dHPLC, sequenciação automática e MLPA 

Co- 

-segregação 

Estudo familiar não 

foi possível  

Pai do caso-índex tem a mutação 

e mãe não tem; Pai e caso-índex 

com fenótipo mais agressivo do 

que mãe; necessário estudo de 

mais familiares 

S 

Aa 

afectado 

Aa conservado 

entre espécies 
Aa conservado entre espécies 

Aa não conservado 

entre espécies 

Prevalência 

da mutação 
- - 0% 

Estudos 

funcionais 
N N N 

Tipo de 

alteração 
Missense Missense Missense 

N, não; dHPLC, cromatografia líquida de alta performance desnaturante; MLPA, multiplex 

ligation-dependent probe amplification; S, sim; Aa, aminoácido. 

As 3 alterações no gene LDLR que ainda não se encontram descritas foram, 

ainda, avaliadas in silico, através das seguintes ferramentas de previsão do efeito de 

substituições de aminoácidos, disponíveis online: Mutation Taster
121,122

, SIFT (Sorting 

Intolerant From Tolerant)123
, PolyPhen-2 (polymorphism phenotyping v2)

124
         

(tabela 3.7). Estas plataformas permitem prever os efeitos da substituição de um 

determinado aminoácido em termos de alterações na estrutura da proteína ou no seu pH. 
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Tabela 3.7.10.Avaliação, in silico, de alterações não descritas no gene LDLR 

Alteração 

c.666C>G 

p.Cys222Trp 

(caso-índex 11340) 

c.1802A>T 

p.Asp601Val 

(caso-índex 12037) 

c.2291T>C 

p.Ile764Thr 

(caso-índex 11215) 

Previsão 

Mutation 

Taster  

Disease causing 
(0,999(9) 

probability) 

Disease causing 
(0,997 probability) 

Polymorphism 
(0,9995 probability) 

Previsão 

SIFT 

Deleterious 
(score: 0) 

Deleterious 
(score: 0) 

Tolerated 
(score: 1) 

Previsão 

PolyPhen-2 

Probably damaging 
(score: 1) 

Probably damaging 
(score: 0,976) 

Benign 
(score: 0) 

SIFT, Sorting Intolerant From Tolerant; PolyPhen-2, polymorphism phenotyping v2. 

A alteração c.90C>T (p.Asn30Asn), que foi detectada no caso-índex 12021, 

encontra-se descrita como um polimorfismo mas não apresenta estudo funcionais, pelo 

que a sua patogenicidade deve ser investigada. 

3.2.2. Gene APOB 

Na amostra de 40 casos-índex estudados, foi identificado um indivíduo, no 

grupo de adultos, com uma alteração missense no gene APOB (figura 3.6), o que 

representa uma percentagem de 2,5% da amostra total estudada. A alteração detectada, 

c.10708G>A (p.Arg3527Gln), trata-se de uma alteração missense já descrita como 

estando associada ao fenótipo de FH.
71
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Figura 3.6.0.8Caso-índex 11230. (a) Árvore genealógica. A seta indica o caso-índex. A idade em 
anos está por cima do símbolo. Os valores de colesterol total (CT), colesterol associado às 
lipoproteínas de baixa densidade (c-LDL) e triglicéridos (TG) e eventos ocorridos (†morte por 

Neoplasia) estão representados por baixo dos símbolos. O símbolo metade preto representa um 
indivíduo heterozigoto para a mutação c.10708G>A (p.Arg3527Gln) e os símbolos a branco 
representam indivíduos que não foram estudados. (b) Sequência de parte do exão 26 do gene 
APOB do caso-índex, onde se observa a alteração GA na posição c.10708, que resulta na 
alteração na proteína p.Arg3527Gln, comparada com a sequência de um indivíduo normal (as 
setas indicam o nucleótido onde ocorre esta mutação). 
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3.2.3. Gene PCSK9 

Na amostra de 40 casos-índex estudados, não foi identificado nenhum indivíduo, 

com alteração no gene PCSK9 que possa ser responsável pela doença. 

3.3. Diagnóstico clínico versus diagnóstico molecular de 

hipercolesterolemia familiar 

Os 40 casos-índex foram avaliados segundo dois grupos de critérios de 

diagnóstico clínico de hipercolesterolemia familiar heterozigótica (HeFH): os critérios 

desenvolvidos pelo Simon Broome Register Group (critérios SBRG) e os critérios 

desenvolvidos pelo programa Dutch MEDPED (critérios DMP). Depois foi efectuada a 

comparação entre esta avaliação e os resultados do estudo molecular dos genes LDLR, 

APOB e PCSK9. Esta comparação encontra-se nas tabelas 3.8 e 3.9, onde os          

casos-índex estão distribuídos pelos dois grupos estudados, o pediátrico e o de adultos.  

Tabela 3.8.11Comparação entre os diagnósticos clínico e molecular de FH para o grupo 

pediátrico 

Caso-índex Critérios SBRG Critérios DMP Alteração molecular 

10227 HeFH provável Diagnóstico negativo - 

11029 Diagnóstico negativo Diagnóstico negativo - 

11215 HeFH provável HeFH possível 
c.2291T>C  

(p.Ile764Thr) – LDLR, ND 

11225 Diagnóstico negativo Diagnóstico negativo - 

11228 Diagnóstico negativo Diagnóstico negativo - 

11258 Diagnóstico negativo HeFH possível 
[Pr_EX2del+ 

EX8_EX12del] – LDLR 

11280 Diagnóstico negativo Diagnóstico negativo - 

11311 HeFH provável HeFH possível 
c.1291G>A  

(p.Ala431Thr) – LDLR 

11326 HeFH provável HeFH possível 
c.619_639del 

(p.Gly207_Ser213del) – LDLR 

11335 HeFH provável HeFH possível - 

11349 HeFH provável HeFH possível 
c.1775G>A  

(p.Gly592Glu) – LDLR 

12016 Diagnóstico negativo Diagnóstico negativo - 

12021 Diagnóstico negativo Diagnóstico negativo 
c.90C>T 

(p.Asn30Asn) – LDLR 

12025 Diagnóstico negativo HeFH possível [EX11_EX12del] – LDLR 

12026 HeFH provável HeFH possível c.818-2A>G – LDLR 

12035 Diagnóstico negativo Diagnóstico negativo - 

12037 Diagnóstico negativo HeFH possível 
c.1802A>T  

(p.Asp601Val) – LDLR; ND 

SBRG, Simon Broome Register Group; DMP, Dutch MEDPED, HeFH, hipercolesterolemia 

heterozigótica; ND, não descrita. 
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Tabela 3.9.12Comparação entre os diagnósticos clínico e molecular de FH para o grupo de 

adultos 

Caso-índex Critérios SBRG Critérios DMP Alteração molecular 

11035 Diagnóstico negativo Diagnóstico negativo - 

11230 Diagnóstico negativo HeFH possível 
c.10708G>A 

(p.Arg3527Gln) – APOB 

11242 HeFH provável HeFH possível - 

11247 Diagnóstico negativo HeFH possível 
c.1291G>A  

(p.Ala431Thr) – LDLR 

11251 HeFH provável HeFH possível - 

11268 HeFH provável HeFH possível - 

11269 Diagnóstico negativo Diagnóstico negativo 
[Pr_EX2del+ 

EX8_EX12del] – LDLR 

11305 Diagnóstico negativo HeFH possível - 

11324 HeFH provável HeFH possível - 

11325 Diagnóstico negativo HeFH possível - 

11340 Diagnóstico negativo HeFH possível 
c.666C>G  

(p.Cys222Trp) – LDLR; ND 

11341 Diagnóstico negativo HeFH possível - 

11343 Diagnóstico negativo HeFH possível 
c.1291G>A  

(p.Ala431Thr) – LDLR 

11344 Diagnóstico negativo HeFH possível - 

11346 Diagnóstico negativo HeFH possível - 

12003 HeFH provável HeFH confirmada - 

12010 HeFH provável HeFH provável [EX2_EX3del] – LDLR 

12013 
Diagnóstico negativo HeFH possível c.1291G>A 

(p.Ala431Thr) – LDLR 

12029 HeFH provável HeFH provável - 

12040 HeFH provável HeFH confirmada 
[c.1216C>T (p.Arg406Trp)] 

+ [EX8_EX12del] – LDLR 

12041 Diagnóstico negativo HeFH possível 
c.2093G>T  

(p.Cys698Phe) – LDLR 

12058 HeFH provável HeFH possível 
c.1775G>A  

(p.Gly592Glu) – LDLR 

12060 Diagnóstico negativo Diagnóstico negativo - 

SBRG, Simon Broome Register Group; DMP, Dutch MEDPED, HeFH, hipercolesterolemia 

heterozigótica; ND, não descrita. 

Os dois grupos de critérios de diagnóstico para a HeFH foram, também, 

aplicados à amostra total de 609 indivíduos, que representava o total de casos-índex, 

incluídos no EPFH e com o estudo molecular relativo aos genes LDLR, APOB e PCSK9 

já concluído. No total de 609 casos-índex, 236 pertenciam ao grupo pediátrico e 373 ao 

grupo de adultos, (tabela 3.10). 
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Tabela 3.10.13Avaliação da amostra de 609 casos-índex do EPHF segundo os critérios de 

diagnóstico clínico para a hipercolesterolemia familiar 

Diagnóstico 

HeFH 

Grupo pediátrico Grupo de adultos 

Critérios 

SBRG 

Critérios 

DMP 

Critérios 

SBRG 

Critérios 

DMP 

n n n n 

Diagnóstico 

negativo 

133 
(56,36%) 

119 
(50,42%) 

204 
(54,69%) 

109 
(29,22%) 

HeFH 

possível 
- 

88 
(37,29%) 

- 
184 

(49,33%) 

HeFH 

provável 

103 
(43,64%) 

25 
(10,59%) 

159 
(42,63%) 

50 
(13,41%) 

HeFH 

confirmada 
0 

4 
(1,70%) 

10 
(2,68%) 

30 
(8,04%) 

 
N=236 

(100%) 

N=236 

(100%) 

N=373 

(100%) 
N=373 

HeFH, hipercolesterolemia familiar heterozigótica; SBRG, Simon Broome 

Register Group; DMP, Dutch MEDPED; n, o número de casos-índex;        

N, número total de casos-índex no grupo (236 no pediátrico e 373 no de 

adultos). 

A caracterização molecular permitiu a comparação entre o diagnóstico clínico 

efectuado pelos dois conjuntos de critérios e o diagnóstico molecular em que se inferiu 

sobre a presença de alteração num dos três genes associados com a FH.  

Através do estudo molecular dos genes LDLR, APOB e PCSK9 foi possível 

identificar 90 casos-índex do grupo pediátrico e 136 casos-índex do grupo de adultos 

com diagnóstico molecular de FH. 

A aplicação dos critérios de diagnóstico clínico identificou casos-índex que 

foram classificados sem diagnóstico clínico de FH: no grupo pediátrico, 131 de acordo 

com os critérios SBRG e 118 de acordo com os critérios DMP; no grupo de adultos,  

204 de acordo com os critérios SBRG e 110 de acordo com os critérios DMP. No 

entanto, estes indivíduos foram incluídos no EPFH porque apresentavam um fenótipo 

cuja severidade deve ser considerada e história familiar de hipercolesterolemia. De 

facto, nestes grupos de indivíduos com diagnóstico clínico negativo, foram identificados 

vários casos-índex com mutação patogénica nos genes LDLR e APOB associados ao 

aparecimento do fenótipo de FH: de acordo com os critérios SBRG, 26 no grupo 

pediátrico, representando cerca de 11% das 236 crianças (4% do total de 609 índex) e 

44 no grupo de adultos, representando cerca de 12% dos 373 adultos (7% do total de 

609 índex); de acordo com os critérios DMP, 21 no grupo pediátrico, representando 

cerca de 9% das 236 crianças (3% do total de 609 índex) e 18 no grupo de adultos, 

representando cerca de 5% dos 373 adultos (3% da amostra total de 609 índex) (tabelas 

3.11 e 3.12). 

Para comparação dos dois grupos de critérios estudados, juntaram-se na mesma 

classe os casos-índex com diagnóstico provável segundo os critérios SBRG e os    
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casos-índex com diagnóstico possível ou provável segundo os critérios DMP. Nos dois 

grupos de estudo, foram identificados casos-índex com diagnóstico possível/provável de 

HeFH: no grupo pediátrico 103 segundo os critérios SBRG e 113 segundo os critérios 

DMP; no grupo de adultos 159 segundo os critérios SBRG e 234 segundo os critérios 

DMP (tabela 3.10). 

No grupo de casos-índex com diagnóstico possível/provável de FH, vários foram 

geneticamente identificados: no grupo pediátrico, 64, representando cerca de 27% das 

236 crianças (11% do total de 609 índex), de acordo com os critérios SBRG, e 66, 

representando cerca de 28% das 236 (11% do total de 607 índex), de acordo com os 

critérios DMP; no grupo de adultos, 82, representando cerca de 22% dos 373 adultos 

(13% do total de 609 índex), segundo os critérios SBRG, e 89, representando cerca de 

24% dos 373 adultos (15% do total de 609 índex), segundo os critérios DMP (tabelas 

3.11 e 3.12). 

Todos os casos-índex adultos que foram classificados como tendo diagnóstico 

clínico de HeFH confirmada segundo os critérios SBRG foram geneticamente 

identificados com FH (n=10, representando cerca de 3% dos 373 adultos) (tabela 3.12 e 

figura 3.8). Considerando os indivíduos com classificação de HeFH confirmada 

segundo os critérios DMP, foi possível identificar a presença de mutação patogénica em 

75% das crianças e em 97% dos adultos que obedecem a esta classificação clínica 

(figuras 3.7 e 3.8). 

Nas tabelas 3.11 e 3.12 encontra-se a comparação do diagnóstico clínico e do 

diagnóstico molecular, tendo em conta qual a alteração identificada no caso-índex. 

Tabela 3.11.14.Comparação entre os diagnósticos clínico e molecular de FH para a amostra 

total de 236 crianças estudadas no EPHF 

 

Critérios SBRG Critérios DMP 

Diagnóstico 

negativo 

HeFH 

provável 

HeFH 

confirmada 

Diagnóstico 

negativo 

HeFH 

possível/

provável 

HeFH 

confirmada 

Diagnóstico molecular 

negativo 
107 39 0 98 47 1 

Gene  

LDLR 

Alteração 

missense 
15 34 0 15 33 1 

Alteração 

nonsense 
6 24 0 3 25 2 

Alteração 

splicing 
3 4 0 1 6 0 

Homozigoto 

ou 

heterozigoto 

composto 

0 0 0 0 0 0 

Gene 

APOB 
2 2 0 2 2 0 

Gene 

PCSK9 
0 0 0 0 0 0 

SBRG, Simon Broome Register Group; DMP, Dutch MEDPED; HeFH, hipercolesterolemia familiar heterozigótica. 
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Tabela 3.12.15.Comparação entre os diagnósticos clínico e molecular de FH para a amostra 

total de 373 adultos estudados no EPHF 

 

Critérios SBRG Critérios DMP 

Diagnóstico 

negativo 

HeFH 

provável 

HeFH 

confirmada 

Diagnóstico 

negativo 

HeFH 

possível/

provável 

HeFH 

confirmada 

Diagnóstico molecular 

negativo 
160 77 0 91 145 1 

Gene  

LDLR 

Alteração 

missense 
31 43 4 15 53 10 

Alteração 

nonsense 
5 17 3 3 14 8 

Alteração 

splicing 
5 11 1 0 13 4 

Homozigoto  1 2 0 0 2 1 
Heterozigoto 

composto 
0 5 0 0 2 3 

Trizigoto 0 0 1 0 0 1 
Gene 

APOB 
2 3 0 0 4 1 

Gene 

PCSK9 
0 1 1 0 1 1 

SBRG, Simon Broome Register Group; DMP, Dutch MEDPED; HeFH, hipercolesterolemia familiar heterozigótica. 

 Nas figuras 3.7 e 3.8 é possível observar a percentagem de indivíduos com e 

sem mutação em cada uma das classificações consideradas nos critérios para o 

diagnóstico clínico de FH. 
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Figura 3.7.0.9Comparação entre a avaliação dos critérios de diagnóstico de 

hipercolesterolemia familiar e os resultados do estudo molecular do grupo pediátrico.       
a) Aplicação dos critérios SBRG. b) Aplicação dos critérios DMP. DMP, Dutch MEDPED; EPHF, 
Estudo Português de Hipercolesterolemia Familiar; HeFH, hipercolesterolemia familiar heterozigótica; 

SBRG, Simon Broome Register Group. 
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Figura 3.8.0.10Comparação entre a avaliação dos critérios de diagnóstico de 

hipercolesterolemia familiar e os resultados do estudo molecular do grupo de adultos.      

a) Aplicação dos critérios SBRG. b) Aplicação dos critérios DMP. DMP, Dutch MEDPED; EPHF, 
Estudo Português de Hipercolesterolemia Familiar; HeFH, hipercolesterolemia familiar heterozigótica; 

SBRG, Simon Broome Register Group. 
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3.4. Estudo molecular de genes associados ao fenótipo de dislipidemia 

familiar combinada 

No que diz respeito à FCHL, efectuou-se o estudo molecular dos genes LPL, 

APOC2 e dos genes APOC3, APOA4 e APOA5 do cluster APOA1/C3/A4/A5.  

3.4.1. Gene LPL 

Na amostra de 5 casos-índex estudados, 4 foram identificados com alterações no 

gene LPL, o caso-índex do grupo pediátrico e 3 do grupo de adultos.  

Na tabela 3.13 encontram-se as alterações detectadas através do estudo 

molecular do gene LPL. 

 

Tabela 3.13.16 Estudo molecular do gene LPL 

 
Caso- 

-índex 

Alteração 

(nucleótido) 
Localização Gene 

Alteração 

(proteína) 

Tipo de 

alteração 
REF 

Grupo 

pediátrico 
11280 

c.332+73T>G Intrão 6 LPL - Splicing 125 

c.1595C>G  Exão 9 LPL p.Ser474X Nonsense 126 

Grupo de 

adultos 

11324 

c.332+73T>G Intrão 6 LPL - Splicing 125 

c.1313+43T>C  Intrão 7 LPL - Splicing 125 

c.1338C>A  Exão 8 LPL p.Thr388Thr Sinónima 125 

c.1425+10G>A  3’UTR LPL - Splicing 125 

12029 

c.332+73T>G Intrão 6 LPL - Splicing 125 

[c.1313+43T>C+ 

c.1313+43T>C] 
Intrão 7 LPL - 

Splicing 

(homozigoto) 
125 

c.1338C>A Exão 8 LPL p.Thr388Thr Sinónima 125 

c.1595C>G Exão 9 LPL p.Ser474X Nonsense 126 

c.1425+10G>A  3’UTR LPL - 

Substituição 

na região 

3’UTR 

125 

12060 
c.579G>A Exão 3 LPL p.Val135Val Sinónima 125 

c.332+73T>G Intrão 6 LPL - Splicing 125 

REF, referência bibliográfica de onde a mutação foi descrita; UTR, untranslated region.  

Todas as alterações encontradas já foram descritas anteriormente e nenhuma foi 

identificada como causadora de doença. 

3.4.2. Gene APOC2 

Na amostra de 5 casos-índex estudados, não foram identificadas alterações no 

gene APOC2.  

3.4.3. Gene APOC3 

Na tabela 3.14 encontram-se as alterações detectadas através do estudo 

molecular do gene APOC3. 
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Tabela 3.14.17 Estudo molecular do gene APOC3 

 
Caso- 

-índex 

Alteração 

(nucleótido) 
Localização Gene 

Alteração 

(proteína) 

Tipo de 

alteração 
REF 

Grupo 

pediátrico 11280 
[3269G>T + 

3269G>T] 
3’UTR APOC3 - 

Substituição 

na região 

3’UTR 

N 

Grupo de 

adultos 

11268 c.102T>C Exão 3 APOC3 p.Gly34Gly Sinónima 127 

 
[3269G>T + 

3269G>T] 
3’UTR APOC3 - 

Substituição 

na região 

3’UTR 

N 

11324 c.102T>C  Exão 3 APOC3 p.Gly34Gly Sinónima 127 

c.179+62T>A Intrão 3 APOC3 - Splicing 127 

3269G>T 3’UTR APOC3 - 
Substituição 

na região UTR 
N 

12029 c.102T>C Exão 3 APOC3 p.Gly34Gly Sinónima 127 

3238C>G 3’UTR APOC3 - 

Substituição 

na região 

3’UTR 

128 

3269G>T 3’UTR APOC3 - 

Substituição 

na região 

3’UTR 

N 

12060 c.102T>C Exão 3 APOC3 p.Gly34Gly Sinónima 127 

c.179+57T>A Intrão 3 APOC3 - Splicing 127 

c.179+62T>A Intrão 3 APOC3 - Splicing 127 

REF, referência bibliográfica de onde a mutação foi descrita; UTR, untranslated region.  

Na amostra de 5 casos-índex estudados, todos foram identificados com 

alterações no gene APOC3.  

As alterações já descritas representam polimorfismos e a alteração não descrita 

ocorre na região 3´UTR, podendo ter um efeito ao nível da regulação gene. 

3.4.4. Gene APOA4 

Na tabela 3.15 encontram-se as alterações encontradas através do estudo 

molecular do gene APOA4. 
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Tabela 3.15.18 Estudo molecular do gene APOA4 

 
Caso- 

-índex 

Alteração 

(nucleótido) 
Localização Gene 

Alteração 

(proteína) 

Tipo de 

alteração 
REF 

Grupo 

pediátrico 
11280 

[c.87G>A + 

c.87G>A] 
Exão 2 APOA4 p.Thr29Thr 

Sinónima 

(homozigoto) 
129 

[c.222T>C + 

c.222T>C] 
Exão 3 APOA4 p.Gly74Gly 

Sinónima 

(homozigoto) 
N 

c.231G>A Exão 3 APOA4 p.Gln77Gln Sinónima N 

[c.440G>A + 

c.440G>A] 
Exão 3 APOA4 p.Ser147Asn 

Missense 

(homozigoto) 
129 

Grupo de 

adultos 
11268 

c.87G>A Exão 2 APOA4 p.Thr29Thr Sinónima 129 

c.222T>C Exão 3 APOA4 p.Gly74Gly Sinónima N 

c.231G>A Exão 3 APOA4 p.Gln77Gln Sinónima N 

c.440G>A Exão 3 APOA4 p.Ser147Asn Missense 129 

11324 

c.87G>A Exão 2 APOA4 p.Thr29Thr Sinónima 129 

[c.222T>C + 

c.222T>C] 
Exão 3 APOA4 p.Gly74Gly 

Sinónima 

(homozigoto) 
N 

c.231G>A  Exão 3 APOA4 p.Gln77Gln) Sinónima N 

c.440G>A Exão 3 APOA4 p.Ser147Asn Missense 129 

12029 

c.87G>A Exão 2 APOA4 p.Thr29Thr Sinónima 129 

[c.222T>C + 

c.222T>C] 
Exão 3 APOA4 p.Gly74Gly 

Sinónima 

(homozigoto) 
N 

c.231G>A Exão 3 APOA4 p.Gln77Gln Sinónima N 

c.440G>A Exão 3 APOA4 p.Ser147Asn Missense 129 

12060 

c.222T>C Exão 3 APOA4 p.Gly74Gly Sinónima N 

c.231G>A Exão 3 APOA4 p.Gln77Gln Sinónima N 

c.440G>A Exão 3 APOA4 p.Ser147Asn Missense 129 

REF, referência bibliográfica de onde a mutação foi descrita. 

Na amostra de 5 casos-índex estudados, todos foram identificados com 

alterações no gene APOA4.  

As alterações que foram detectadas e que não se encontram descritas na 

literatura representam alterações sinónimas. A alteração missense c.440G>A  

(p.Ser147Asn) já foi descrita como um polimorfismo. 

3.4.5. Gene APOA5 

Na tabela 3.16 encontram-se as alterações encontradas através do estudo 

molecular do gene APOA5. 
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Tabela 3.16.19 Estudo molecular do gene APOA5 

 
Caso- 

-índex 

Alteração 

(nucleótido) 
Localização Gene 

Alteração 

(proteína) 

Tipo de 

alteração 
REF 

Grupo 

pediátrico 
11280 

[6G>A + 

6G>A] 
5’UTR APOA5 - 

Substituição 

na região 

5’UTR 

N 

Grupo de 

adultos 

11268 

6G>A 5’UTR APOA5 - 

Substituição 

na região 

5’UTR 

N 

c.56C>G Exão 2 APOA5 p.Ser42Trp Missense 130 

c.132C>A Exão 2 APOA5 p.Ile67Ile Sinónima 131 

11324 
[6G>A + 

6G>A] 
5’UTR APOA5 - 

Substituição 

na região 

5’UTR 
N 

12029 6G>A 5’UTR APOA5 - 

Substituição 

na região 

5’UTR 
N 

12060 
[6G>A + 

6G>A] 
5’UTR APOA5 - 

Substituição 

na região 

5’UTR 
N 

REF, referência bibliográfica de onde a mutação foi descrita; UTR, untranslated region. 

Na amostra de 5 casos-índex estudados, todos foram identificados com 

alterações no gene APOA5.  

A única alteração já descrita, detectada neste gene, c.56C>G (p.Ser42Trp), trata-

se de uma missense que foi considerada um polimorfismo. A alteração não descrita 

ocorre na região 5´UTR, podendo ter um efeito ao nível da regulação gene. 
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Capítulo 4. Discussão 

A hipercolesterolemia e a hipertrigliceridemia são dois factores independentes 

que contribuem para o aumento do risco cardiovascular. Como tal, é importante o 

estudo de doentes que apresentem estes factores. 

4.1 Hipercolesterolemia familiar 

Neste trabalho estudou-se uma amostra constituída por 40 casos-índex 

referenciados por suspeita de hipercolesterolemia familiar (FH), 17 crianças e 23 

adultos.  

No grupo pediátrico, em que a idade média é de aproximadamente 11 anos, 

existem 2 crianças que já tomam medicação para a hipercolesterolemia. Na verdade, o 

perfil bioquímico deste grupo (tabela I.1) demonstra já um elevado risco cardiovascular.  

No grupo de adultos, em que a idade média é de aproximadamente 42 anos, 1/4 

dos indivíduos já sofreu um evento cardiovascular em idade prematura (média de idade 

do 1º evento é de 47 anos), sendo esta uma característica de doentes com FH. Existem 

outros factores que aumentam o risco cardiovascular dos adultos estudados, como o 

valor do índice de massa corporal indicativo de excesso de peso, o facto de 10% 

possuírem diabetes, 45% serem hipertensos e a prática de estilos de vida menos 

saudáveis (38% são fumadores, 24% admitem consumir álcool e apenas 30% praticam 

regularmente exercício físico, com uma média de cerca de 4 vezes por semana). Neste 

grupo, apenas 2 indivíduos não se encontram em tratamento farmacológico para a 

hipercolesterolemia, havendo 2 que fazem terapêutica de LDL aferese, adicional à 

terapêutica com fármacos.  

Em termos de presença de xantomas, 2 casos-índex (11343 e 12003) possuem 

arcus cornealis e outro indivíduo (12013) foi referenciado como tendo xantomas mas 

sem informação sobre o tipo de xantomas. A história familiar revela que não se conhece 

nenhum familiar dos casos-índex com xantomas. A fraca prevalência de indivíduos com 

xantomas não deve afastar a hipótese de presença de FH, uma vez que o fenótipo desta 

doença em Portugal parece ser menos severo do que no resto da Europa, sendo poucos 

os casos em que ocorrem xantomas.
60

 Na verdade, em Portugal, a percentagem de 

xantomas tendinosos identificados é reduzida, o que advém do facto destes sinais físicos 

não serem devidamente diagnosticados em Portugal ou de existir uma menor 

susceptibilidade dos doentes portugueses para o desenvolvimento de xantomas 

tendinosos. 

Em ambos os grupos existem indivíduos que, apesar de terem sido referenciados 

ao Estudo Português de Hipercolesterolemia Familiar (EPHF) e estudados como    
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casos-índex, não reúnem todos os critérios clínicos de diagnóstico para a FH. A análise 

da aplicação dos critérios de diagnóstico clínico de FH à amostra de 40 casos-índex 

revelou que 59% das 17 crianças não obedecem aos critérios de diagnóstico clínico de 

HeFH (hipercolesterolemia familiar heterozigótica) desenvolvidos pelo Simon Broome 

Register Group (critérios SBRG), indicando que a maioria das crianças não reúne estes 

critérios de diagnóstico. No que se refere aos critérios desenvolvidos pelo programa 

Dutch MEDPED (critérios DMP), 47% das 17 crianças são classificadas com 

diagnóstico negativo de HeFH, sendo excluídas menos crianças do que com os SBRG. 

Nos adultos, os critérios SBRG excluem, também, o diagnóstico clínico da maioria dos 

casos-índex (52% dos 23 adultos) enquanto os critérios DMP já classificam com 

diagnóstico clínico positivo a maioria dos casos-índex estudados (70% dos 23 adultos).  

Quando se estende a aplicação dos dois critérios a todos os casos-índex já 

incluídos no EPHF, retiram-se conclusões semelhantes. Do total de 609 casos-índex já 

incluídos no EPHF, 337 não reúnem os critérios SBRG e 228 não reúnem os critérios 

DMP. Apenas na aplicação dos critérios DMP ao grupo de adultos é que se verificou 

uma maioria de indivíduos com diagnóstico clínico de HeFH (63%), o que indica que os 

casos-índex referenciados pelos médicos tendem a não obedecer estritamente aos 

critérios mais utilizados a nível mundial, o que pode advir da tal presença de um 

fenótipo menos severo de FH em Portugal. De acordo com os resultados, os critérios 

SBRG rejeitam mais indivíduos do que os critérios DMP, o que pode dever-se ao facto 

deste último conjunto de critérios ter por base um sistema numérico, em que as várias 

características que conferem pontos são cumulativas, formando um score total (tabela 

1.3). Por exemplo, um indivíduo que apresente um valor de c-LDL (colesterol associado 

às lipoproteínas de baixa densidade) de 191 mg/dL apresenta um diagnóstico clínico de 

HeFH possível, segundo os critérios DMP, uma vez que esta informação única acerca 

do valor de c-LDL corresponde a um score de 3 (tabela 1.3). Pelos critérios SBRG, a 

informação do valor de c-LDL não conduz, por si só, a um diagnóstico positivo de 

HeFH, sendo necessário ter acesso a outras informações, nem sempre disponíveis, sobre 

o próprio indivíduo ou sobre a sua história familiar para a obtenção deste diagnóstico 

positivo (tabela 1.2). 

No grupo pediátrico, ambos os conjuntos de critérios classificam a maioria das 

crianças com diagnóstico negativo, apesar dos critérios SBRG estipularem limites de 

valores de CT (colesterol total) e de c-LDL distintos para crianças menores de 16 anos e 

para adultos e dos critérios DMP atribuírem um score a familiares do caso-índex em 

primeiro grau que sejam crianças menores de 18 anos com um valor de c-LDL acima do 

percentil 95. Estes resultados alertam para a necessidade da elaboração de parâmetros 

específicos para as crianças, nomeadamente da população portuguesa, e demonstram 

que o diagnóstico clínico não é suficiente para a identificação de indivíduos com FH.   
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4.1.1. Diagnóstico genético de hipercolesterolemia familiar 

O estudo dos 40 casos-índex incluiu o estudo molecular dos 3 genes associados 

ao diagnóstico molecular de FH: LDLR, APOB, PCSK9. Dos 40 casos-índex estudados, 

37,5% (n=15) apresentam mutação patogénica num destes genes, 35% (n=14) no gene 

LDLR e apenas 2,5% (n=1) no gene APOB. Estes resultados coincidem com o esperado, 

uma vez que as alterações no gene LDLR são a causa genética mais comum de FH e as 

mutações no gene APOB representam aproximadamente 2% de todos os casos com FH 

já identificados pelo EPHF, sendo uma causa rara de FH em Portugal. Em 13 anos de 

existência do EPHF apenas foi identificada em 2 casos-índex e num 1 familiar uma 

mutação no gene PCSK9, o que demonstra a raridade desta causa de FH.
55,59

 Nos 18 

casos-índex onde foi detectada uma mutação, foram identificados vários tipos de 

alterações, sendo as missense as que se encontram em maior número.  

As mutações encontradas nos 15 casos-índex, 6 crianças e 9 adultos, já foram 

descritas como associadas à FH, pelo que foi identificada a causa genética da 

hipercolesterolemia destes indivíduos, que representam 37,5% da amostra estudada. No 

entanto, o grande rearranjo [EX11_EX12del] ainda não tinha sido encontrado em 

Portugal. A deleção destes dois exões já descrita pode resultar num rearranjo com 

endpoints diferentes dos existentes no rearranjo agora detectado num caso-índex 

português mas não foi possível fazer esta avaliação. 

Em 3 casos-índex (7,5% da amostra) foram detectadas alterações no gene LDLR 

que não se encontram descritas e que não obedecem aos critérios de classificação de 

mutações com efeito causador de doença, enumerados por Cotton & Scriver (1998).
107

 

Estas 3 alterações missense necessitam de mais estudos que avaliem a sua 

patogenicidade, como a avaliação de frequência destas alterações, estudos familiares e 

estudos funcionais de expressão do gene LDLR.  

 Caso-índex 11215 

O caso-índex 11215 é uma menina de 12 anos, cuja informação sobre o seu 

perfil lipídico indica valores elevados de CT e de c-LDL (365 mg/dL e 243 mg/dL, 

respectivamente). No entanto, as determinações bioquímicas realizadas no Instituto 

Nacional de Saúde Dr. Ricardo Jorge (INSA), no âmbito deste estudo, revelaram uma 

clara descida destes valores (CT para 195 mg/dL e cLDL para 109 mg/dL) a qual não se 

sabe se foi devida à toma de medicação, uma vez que não foi disponibilizada 

informação sobre a existência de terapêutica. A falta de informação clínica é um dos 

grandes problemas que existem no estudo de doenças genéticas. 

Nesta criança foi detectada a alteração c.2291T>C (p.Ile764Thr) no exão 15 do 

gene LDLR, por sequenciação automática. A substituição de uma Timina por uma 

Citosina na posição c.2291 leva à troca do aminoácido Isoleucina pelo aminoácido 
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Treonina na posição 764 da proteína. Esta alteração ainda não se encontra descrita pelo 

que são necessários mais estudos para avaliar a sua patogenicidade. Neste estudo foi 

avaliada esta alteração em termos dos critérios que devem ser tidos em conta para que 

uma alteração possa ser considerada patogénica.
107

 O aminoácido que é substituído não 

é um aminoácido conservado entre espécies, falhando a alteração neste critério. No 

entanto, o estudo familiar revelou a presença desta alteração no pai e na avó desta 

criança, que apresentam fenótipo de FH, e a ausência nos familiares que não apresentam 

fenótipo de FH, verificando-se a co-segregação fenótipo/genótipo. O resultado da 

avaliação de um painel de 100 normolipidémicos revelou que a alteração não se 

encontrava presente nestes indivíduos, podendo ser considerada rara. 

A avaliação in silico da previsão do efeito desta alteração revelou que deve 

tratar-se de um polimorfismo, sendo considerada tolerável e benigna. Este resultado está 

de acordo com o facto da existência de estudos que indicam que a eliminação do exão 

15 do gene LDLR não altera a função do receptor das LDL.
120

 No entanto só a 

realização de mais estudos, nomeadamente de estudos funcionais, poderá confirmar esta 

previsão. 

 Caso-índex 11230 

No caso-índex 11230, de 35 anos, as determinações bioquímicas no INSA 

revelaram um perfil lipídico com valores de CT (290 mg/dL) e de c-LDL (224 mg/dL) 

elevados. Esta doente encontrava-se a realizar terapêutica combinada de estatina e 

ezetimiba antes da realização destas determinações e, embora os seus valores lipídicos 

não tenham atingido os valores normais, o valor de CT desceu, sendo o seu valor de  

350 mg/dL, antes do tratamento. 

Este caso-índex apresenta a mutação mais comum no gene APOB, sendo o único 

indivíduo da amostra de 40 indivíduos identificado com uma alteração neste gene. A 

mutação identificada, c.10708G>A (p.Arg3527Gln), foi descrita em 1989 por          

Soria et al.71
 e consiste na substituição de uma Glicina por uma Adenina na posição 

c.10708 do gene APOB, o que se traduz na mudança do aminoácido Arginina para o 

aminoácido Glutamina. As mutações no gene APOB causam a deficiência familiar em 

apolipoproteína B (FDB) e não afectam directamente o receptor das LDL mas sim o 

ligando, a apolipoproteína B (apoB), reduzindo a afinidade das LDL para o seu receptor. 

Assim, o fenótipo tem tendência a ser menos severo do que o que advém de mutações 

no gene LDLR, uma vez que a remoção do colesterol pode continuar a efectuar-se 

através das outras lipoproteínas do plasma que possuem outros ligandos, como por 

exemplo as IDL. No entanto, a interacção com o ambiente faz com que exista também 

uma enorme diversidade de fenótipos, pelo que nem sempre se pode tirar correlações 

lineares entre tipo de mutação e agressividade do fenótipo.  



                                                                       Capítulo 4. Discussão 

_____________________________________________________________________________ 

Estudo Molecular de Dislipidemias Familiares                                                                                           68 

 Casos-índex 11247, 11311, 11343 e 12013 

O caso-índex 11247 é um adulto de 33 anos que apresentava um valor de CT de 

317 mg/dL e um valor de c-LDL de 283 mg/dL, os quais foram reduzidos, 

respectivamente, para 241 mg/dL e 154 mg/dL, com a toma de estatina. 

O caso-índex 11311 é uma menina de 7 anos com 236 mg/dL de CT e             

178 mg/dL de c-LDL, que não efectua medicação e que pertence a uma família com 

história de ocorrência de DCV. 

O caso-índex 11343 já apresentou um valor de CT acima de 420 mg/dL que foi 

reduzido para 219 mg/dL, na presença de terapêutica combinada de estatina e ezetimiba. 

Em termos de sinais físicos, tinha arcus cornealis. 

O caso-índex 12013, uma senhora de 36 anos, encontrava-se sob medicação de 

estatinas quando foi realizada a sua caracterização clínica para este estudo. Apesar de 

estar sob terapêutica, o seu valor de CT aumentou, continuando acima dos 350 mg/dL, o 

que pode revelar que o indivíduo não segue a toma da medicação ou que o tipo de 

estatina ou a dosagem não estão a ser eficazes. A informação clínica acerca deste    

caso-índex indica a presença de xantomas, não referindo, no entanto, qual o tipo de 

xantomas presente.  

Nestes 4 casos-índex foi detectada a presença da mutação c.1291G>A 

(p.Ala431Thr), descrita em 1990 por Hobbs et al..
112

 Esta substituição pontual de uma 

Glicina por uma Adenina na posição c.1291 do gene LDLR leva a que a proteína final 

tenha o aminoácido Treonina em vez da Alanina, na posição 431. Esta mutação foi a 

mais encontrada neste estudo, o que está de acordo com o facto de ser a mais comum 

em Portugal, onde representa 13% do total de mutações encontradas.
51

 

A mutação identificada nestes casos-índex ocorre no exão 9 do gene LDLR que 

integra a região do gene que codifica para o domínio semelhante à molécula precursora  

do factor de crescimento epidérmico (EGF). Este domínio proteico funciona ao nível do 

direccionamento do domínio de ligação do receptor relativamente ao ligando e tem um 

papel essencial na reciclagem do receptor das LDL, uma vez que medeia a dissociação 

entre o receptor e o ligando, no meio ácido do endossoma. A alteração de um 

aminoácido de carácter hidrófobo, a Glicina, para outro de carácter polar, a Adenina, faz 

com que a proteína tenha outro comportamento no meio ácido do endossoma. Estudos 

funcionais desta mutação, já descritos, revelaram que esta alteração de aminoácido faz 

com que falhe a libertação do ligando apoB no ambiente ácido do endossoma. Assim, o 

receptor fica retido intracelularmente e não consegue voltar a dirigir-se para a superfície 

acabando por ser degradado. Estes estudos funcionais demonstraram que a actividade 

deste receptor alterado é aproximadamente 20% da actividade do receptor LDLR 

normal.
112,132,133
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 A técnica de dHPLC é utilizada como um método de screening, sendo um 

método complementar à sequenciação, que permite detectar a presença de alguma 

alteração no exão em estudo. A identificação da mutação detectada tem de ser 

posteriormente realizada através da sequenciação automática da mesma amostra de 

DNA. Neste trabalho, a utilização deste método de rastreio permitiu a obtenção de 

resultados de forma rápida e simples. Para além disso, o método de dHPLC foi bastante 

útil em termos de pesquisa de alterações no exão 9 do LDLR, uma vez que a detecção 

de uma alteração neste exão nem sempre estava de acordo com os resultados de 

sequenciação automática, que não conseguiam revelar a presença da mutação. Este facto 

alertou para a necessidade de desenho de novos primers, representando uma 

optimização dos métodos que se utilizam no grupo de investigação.
134,135

 

 Casos-índex 11258 e 11269 

O caso-índex 11258 é uma menina de 4 anos com valores lipídicos que sugerem 

a presença de FH (CT=333 mg/dL; c-LDL=260 mg/dL). 

O caso-índex 11269 é uma jovem de 19 anos que foi estudada pela presença de 

hipercolesterolemia (CT=356 mg/dL e c-LDL=281 mg/dL) e por a sua mãe de 44 anos 

já ter sofrido um evento cardiovascular. 

Nestes 2 casos-índex foi identificado o grande rearranjo 

[Pr_EX2del+EX8_EX12del], pela técnica de MLPA (multiplex ligation-dependent 

probe amplification). Esta técnica identificou a deleção de 7 exões, verificando-se 

simultaneamente a deleção do promotor do gene LDLR e dos exões 1, 2 e 8-12. A 

deleção do promotor e dos exões 1 e 2 do gene LDLR foi primeiramente descrita em 

1996 por Garuti et al. em estudos na população italiana.
136 

Porém, foi no estudo 

publicado em 2008 por Bourbon et al. que a deleção Pr_EX2del foi identificada pela 

primeira vez na população portuguesa, em 8 indivíduos da mesma família, que também 

possuíam a deleção dos exões 8 a 12 do gene LDLR, verificando-se o grande rearranjo 

[Pr_EX2del+EX8_EX12del].
51 

Esta grande deleção não permite a formação de uma 

proteína, uma vez que é delectada a região promotora do gene, necessária para ocorrer a 

transcrição. 

 Caso-índex 11326 

O caso-índex 11326 é um menino de 12 anos que apresenta um CT de 303 

mg/dL e um c-LDL de 229 mg/dL. 

Neste caso-índex foi identificada a mutação c.619_639del (p.Gly207_Ser213del) 

por sequenciação automática do exão 4 do gene LDLR. Assim, a causa genética da 

hipercolesterolemia deste indivíduo resulta da presença desta mutação in-frame que, 

apesar de ser uma deleção, mantém a grelha de leitura que codifica para o receptor das 

LDL. Esta mutação, descrita em 2008 por Bourbon et al.51
, consiste numa deleção de 21 
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nucleótidos no interior do exão 4, afectando o domínio de ligação do receptor ao seu 

ligando, um dos domínios mais importantes da proteína. 

 Caso-índex 11340 

O caso-índex 11340 trata-se de um indivíduo do sexo masculino que foi 

referenciado ao EPFH com informação de presença de um valor de 407 mg/dL de CT e 

de um valor de 294 de c-LDL. A terapêutica combinada de estatina e ezetimiba resultou 

na redução destes valores para 228 mg/dL e 145 mg/dL, respectivamente. 

A sequenciação do exão 4 do gene LDLR identificou a alteração c.666C>G 

(p.Cys222Trp), neste caso-índex. Esta alteração que altera a região do gene que codifica 

para o domínio proteico de ligação do receptor LDLR ao ligando ainda não se encontra 

descrita, pelo que tem de ser avaliada segundo os critérios publicados por Cotton & 

Scriver em 1998 para se determinar se se trata de uma mutação patogénica.
107 

A 

alteração c.666C>G (p.Cys222Trp) consiste na substituição do nucleótido Citosina pelo 

nucleótido Guanina na posição c.666 do gene LDLR, ocorrendo a troca do aminoácido 

Cisteína pelo aminoácido Triptofano na posição 222 da proteína. A cisteína, o 

aminoácido de carácter nucleofílico afectado por esta alteração, é conservada entre 

espécies, sendo substituída por um aminoácido de carácter aromático, o que pode 

contribuir para que esta alteração tenha um efeito potencialmente patogénico. Como, até 

à data, não foram enviadas amostras de familiares deste caso-índex, não foi ainda 

possível realizar o estudo familiar para avaliar a presença desta alteração missense e a 

co-segregação fenótipo/genótipo nesta família. 

 A avaliação, in silico, da previsão do efeito desta alteração revelou que as três 

plataformas a definem como prejudicial e provavelmente patogénica. No entanto, a 

patogenicidade desta alteração deve ser avaliada através da realização de estudos 

funcionais para que se possa inferir sobre a possibilidade de ser considerada uma 

mutação com efeito causador de FH. 

 Casos-índex 11349 e 12058 

O caso-índex 11349 é um jovem de 16 anos que, para além dos valores 

bioquímicos sem medicação (CT=251 mg/dL e c-LDL=196 mg/dL) que indicam uma 

possível presença de FH, apresenta história familiar de DCV. 

O caso-índex 12058 é um indivíduo do sexo masculino, de 49 anos, que se 

encontra a realizar tratamento de estatina e ezetimiba para controlo dos níveis lipídicos 

e como medida de prevenção, uma vez que o seu pai teve um enfarte agudo do 

miocárdio (EAM) à idade prematura de 48 anos. Nas determinações bioquímicas 

efectuadas no INSA, este indivíduo revelou um valor de CT de 202 mg/dL e um valor 

de c-LDL de 139 mg/dL. 
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Nestes dois indivíduos foi detectada a causa genética da hipercolesterolemia, 

tendo sido identificada a mutação c.1775G>A (p.Gly592Glu), já descrita como 

associada à presença de FH. Esta mutação descrita em 1992 por Hobbs et al.113
 consiste 

na substituição de uma Guanina por uma Adenina na posição c.1775 do gene LDLR, o 

que se traduz na troca de um aminoácido Glicina por um Glutamina na posição 592 da 

proteína. A mutação identificada ocorre no exão 12 do gene LDLR, afectando o domínio 

proteico semelhante à molécula precursora do factor de crescimento epidérmico (EGF). 

Hobbs et al. verificaram que a actividade do receptor das LDL, em caso de heterozigotia 

composta em que se verifica a presença da mutação c.1775G>A (p.Gly592Glu), é 

inferior a 5% da actividade normal desta proteína.
113

 

 Caso-índex 12010 

O caso-índex 12010 é um adulto de 47 anos que foi referenciado ao EPFH por 

suspeita clínica de FH por apresentar um valor de CT de 358 mg/dL, sofrer de angina e 

ter tido um EAM aos 39 anos, tendo sido também submetido a uma angioplastia aos 47 

anos. A história familiar revela a presença de hipercolesterolemia e DCV no pai deste 

caso-índex. 

A mutação [EX2_EX3del] foi identificada neste caso-índex, através da pesquisa 

de rearranjos no gene LDLR pela técnica de MLPA. Este rearranjo consiste numa 

grande deleção dos exões 2 e 3 do gene LDLR, tendo já sido encontrado anteriormente 

em 3 indivíduos portugueses da mesma família, como descrito por Medeiros et al. em 

2010.
60 

A deleção faz com que parte do domínio de ligação do receptor ao ligando esteja 

eliminado, o que pode fazer com que a proteína nem chegue à superfície celular, sendo 

logo degradada. 

 Caso-índex 12021 

O caso-índex 12021 é uma menina de 11 anos que apresenta valores lipídicos 

elevados (CT=248 mg/dL e c-LDL=174 mg/dL). 

Neste caso-índex foi identificada a alteração c.90C>T (p.Asn30Asn) que se trata 

de uma substituição de uma Citosina por uma Timina no exão 2 do gene LDLR, na 

posição c.90. Esta troca de nucleótido não muda o aminoácido que é traduzido, 

resultando numa alteração sinónima. Apesar de esta alteração já ter sido descrita em 

2002 por Lind et al.114
 como sendo um polimorfismo, não foram realizados estudos 

funcionais que avaliassem a sua patogenicidade. Aliás, já foi descrito por Bourbon et al. 

que alterações pontuais sinónimas, apesar de parecerem não afectar a proteína que é 

produzida, podem ter algum efeito sobre o processo de splicing do mRNA.
116

 Este 

possível efeito no processo de remoção dos intrões e de junção dos exões, que permite a 

passagem de pré-mRNA para mRNA, poderá fazer com que a proteína produzida não 

seja funcional.
137
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A realização de estudos de expressão do mRNA de casos-índex referenciados ao 

EPFH, que possuem alterações pontuais sinónimas, como é o caso desta menina, é 

importante para que se possa esclarecer sobre a possibilidade dos seus fenótipos serem 

causados por alterações deste tipo.  

 Caso-índex 12025 

O caso-índex 12025 é uma menina de 4 anos que apresenta um fenótipo com 

valores lipídicos elevados. Apesar de ser muito nova, a sua hipercolesterolemia já é 

grave, sendo importante realizar o diagnóstico molecular de FH. O seu perfil lipídico 

indica um valor de 387 mg/dL de CT e um valor de 313 mg/dL de c-LDL, havendo 

história de hipercolesterolemia num familiar em segundo grau. 

O estudo molecular identificou a presença do grande rearranjo [EX11_EX12del] 

neste caso-índex, verificando-se a deleção dos exões 11 e 12 do gene LDLR, através da 

técnica de MLPA. Esta grande deleção de 2 exões nunca tinha sido identificada na 

população portuguesa porém Bertolini et al. descreveram, em 1995, a identificação de 

um grande rearranjo que consiste na deleção destes mesmos exões, na população 

italiana.
115 

Apesar de grandes rearranjos semelhantes já terem sido descritos noutras 

populações, como os limites das deleções identificadas (endpoints) podem ser 

diferentes, é possível que o grande rearranjo identificado na amostra portuguesa deste 

estudo seja diferente do que já se encontrava anteriormente descrito. Também não foi 

possível na amostra deste trabalho verificar os endpoints. 

    O grande rearranjo [EX11_EX12del] identificado deverá ter efeito sobre parte 

do gene LDLR que codifica para o domínio semelhante à molécula precursora do factor 

de crescimento epidérmico (EGF), o que deve resultar na formação de uma proteína 

truncada. Os receptores truncados, aos quais faltam domínios essenciais à sua função, 

são rapidamente degradados intracelularmente.
103,104

 Segundo o artgo de 1995 de 

Bertolini et al., a forma heterozigótica do rearranjo que já se encontra descrito resulta 

num receptor das LDL com apenas 40% da actividade do receptor LDLR normal.
115 

 Caso-índex 12026 

O caso-índex 12026 é um menino de 14 anos em que se verificou a redução dos 

valores de CT e de c-LDL através da toma de estatina (CT reduziu de 243 mg/dL para 

167 mg/dL e c-LDL reduziu de 195 mg/dL para 119 mg/dL). 

Este caso-índex foi identificado com a mutação c.818-2A>G, detectada através 

da sequenciação do exão 6 do gene LDLR. Esta mutação foi descrita em 2009 num 

artigo de Bourbon et al., onde se alerta para a importância de realizar estudos funcionais 

antes de reportar a presença ou ausência de uma mutação que afecta um local de 

splicing no gene LDLR, para efeitos de diagnóstico.
116

 Segundo este artigo, esta 

alteração altera a sequência conservada AG no terminal 3’ do intrão (acceptor site), 
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necessária para que ocorra o splicing. A alteração AG para GG nesta região do intrão 

afecta o splicing, sendo patogénica.
116

 

 Caso-índex 12037 

O caso-índex 12037 é um jovem de 16 anos, cujas determinações bioquímicas 

revelaram os seguintes valores: 323 mg/dL de CT; 232 mg/dL de c-LDL. 

O estudo molecular identificou a alteração c.1802A>T (p.Asp601Val) por 

sequenciação do exão 12 do gene LDLR. Esta alteração consiste na substituição de uma 

Adenina por uma Timina na posição c.1802, o que se traduz na mudança de um Ácido 

aspártico para uma Valina na sequência de aminoácidos do receptor das LDL. Esta 

alteração não se encontra ainda descrita, pelo que têm de ser realizados mais estudos 

para se avaliar a sua patogenicidade, nomeadamente, de avaliação da sua frequência e 

funcionais. A alteração missense, afecta um aminoácido que é conservado entre 

espécies, sendo esta uma das condições necessárias para que a alteração seja 

considerada uma mutação com efeito causador de doença.
107

 Para além disso, a 

mudança é dum aminoácido com carácter acídico para um de carácter hidrófobo, 

mudando as características bioquímicas da proteína que se forma. 
 
O estudo familiar, realizado por outro membro da equipa de investigação, 

pesquisou a alteração c.1802A>T (p.Asp601Val) nos pais do caso-índex, tendo 

identificado a sua presença na mãe. No entanto, será necessário estudar mais familiares 

para que se complementem as informações acerca da co-segregação fenótipo/genótipo 

na família. 

As 3 plataformas utilizadas para prever o efeito desta alteração revelaram uma 

elevada probabilidade de ser causadora de doença, havendo fortes possibilidades de ser 

patogénica.  

 Caso-índex 12040 

O caso-índex 12040 trata-se de uma senhora adulta de 61 anos, referenciada ao 

EPHF com um valor de 587 mg/dL de CT e um valor de 401 mg/dL de c-LDL. Na 

presença de terapêutica combinada de estatina, ezetimiba e LDL aferese, estes valores 

reduziram, respectivamente, para 389 mg/dL e 293 mg/dL. Para além deste perfil 

lipídico preocupante, foi referida a presença de DCV prematura, verificando-se uma 

claudicação aos 50 anos e diagnóstico clínico de angina.  

A mutação c.1216C>T (p.Arg406Trp) foi identificada por sequenciação do exão 

9 do gene LDLR. Esta mutação, já foi descrita como sendo potencialmente patogénica e 

com efeito causador de FH.
117,118

 A mutação consiste na substituição de um nucleótido 

por outro, ocorrendo a troca do aminoácido Arginina pelo aminoácido Triptofano na 

proteína que se forma.  
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Apesar de ter sido identificada uma mutação, o fenótipo severo deste caso-índex 

fez com que se realizasse adicionalmente a pesquisa de grandes rearranjos no gene 

LDLR, pela técnica de MLPA. Através desta técnica foi possível identificar a presença 

da grande deleção [EX8_EX12del], descrita em 2008 por Bourbon et al.
51 

e já referida 

anteriormente neste capítulo. Como a deleção inclui o exão 9, no qual foi identificada a 

outra mutação deste caso-índex, c.1216C>T (p.Arg406Trp), então pode concluir-se que 

a grande deleção [EX8_EX12del] e a mutação missense c.1216C>T (p.Arg406Trp) 

ocorrem em alelos diferentes. Assim, o caso-índex 12040 trata-se de um heterozigoto 

composto. 

Até à data, ainda não foram disponibilizadas amostras de familiares deste     

caso-índex, que pudessem complementar este estudo.  

 Caso-índex 12041 

O caso-índex 12041 é um senhor de 58 anos com valor elevado de colesterol 

(CT=402 mg/dL e c-LDL=287 mg/dL) que realiza terapêutica de LDL aferese em 

combinação com estatina e resina. A determinação bioquímica no INSA revelou um CT 

de 374 mg/dL e um c-LDL de 231 mg/dL. O caso-índex já teve uma angina à idade 

prematura de 55 anos e é filho de um senhor que já sofreu uma DCV. 

Neste caso-índex foi identificada a mutação c.2093G>T (p.Cys698Phe) que já se 

encontra descrita por Humphries et al.119
 mas que foi detectada pela primeira vez na 

população portuguesa, através deste estudo. A mutação, que ocorre no exão 14 do gene 

LDLR e consiste na substituição de uma Guanina por uma Timina, donde resulta a troca 

de uma Cisteína por uma Fenilalanina na proteína que se forma, está descrita como 

provavelmente patogénica e não tolerada.  

A ausência de amostras impossibilitou a pesquisa desta mutação em familiares 

do caso-índex, sendo importante tentar consciencializar os doentes para a importância 

do estudo de uma doença genética na família.  

4.1.2. Casos-índex sem nenhuma alteração nos genes em estudo 

Em 52,5% dos 40 casos-índex estudados não foi detectada nenhuma alteração 

nos genes LDLR, APOB e PCSK9. Nestes 21 casos-índex sem alteração, o fenótipo que 

levou à suspeita clínica de FH pode advir da presença de alterações nos genes LDLR, 

APOB e PCSK9 em regiões não detectáveis pelas metodologias utilizadas, como por 

exemplo regiões não codificantes do gene LDLR ou de alterações que possam ter efeito 

na expressão do gene ou no processamento do RNA. Outra hipótese para o 

aparecimento de hipercolesterolemia nestes indivíduos poderá ser uma maior 

contribuição da componente ambiental relativamente à componente genética.  
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Destes 21 indivíduos sem alteração, 13 foram classificados com diagnóstico 

negativo de HeFH segundo os critérios SBRG e 9 segundo os critérios DMP, sendo que 

os dois critérios mais utilizados a nível mundial atribuem ambos diagnóstico negativo a 

8 destes indivíduos. Como tal, os critérios de diagnóstico clínico de FH mais utilizados 

a nível mundial podem explicar a não identificação de nenhuma alteração em cerca de 

38% (n=8) dos 21 indivíduos. A hipercolesterolemia nestes casos-índex sem critérios de 

diagnóstico de FH poderá advir da ocorrência de outra condição, como a dislipidemia 

familiar combinada (FCHL), uma dislipidemia para a qual ainda não se encontra 

estabelecido um diagnóstico molecular, em que se verifica a presença de um perfil 

lipídico alterado e o aparecimento prematuro de doença arterial coronária (CAD). Dois 

destes indivíduos sem critérios, o 11280 e o 12060, foram efectivamente estudados 

relativamente à presença de FCHL. 

4.1.3. Comparação entre diagnóstico clínico e diagnóstico molecular da 

hipercolesterolemia familiar 

Um dos objectivos deste estudo era a comparação entre a eficácia da aplicação 

aos casos-índex portugueses dos dois critérios de diagnóstico de FH mais usados a nível 

mundial, os critérios desenvolvidos pelo SBRG e pelo DMP, e o estudo molecular 

destes mesmos indivíduos. De modo a cumprir este objectivo, classificou-se a amostra 

total de 609 casos-índex referenciados ao EPFH, cujas três fases do estudo molecular já 

se encontram finalizadas. 

O diagnóstico clínico de FH é obtido a partir da combinação de informações 

sobre história clínica do indivíduo em estudo, sinais físicos, marcadores bioquímicos e 

história familiar. Apesar dos critérios SBRG e DMP se basearem nestas informações, 

cada um deles usa especificações distintas, o que, por vezes, resulta na obtenção de um 

diagnóstico clínico diferente para o mesmo indivíduo, consoante o critério que se 

considera. O diagnóstico genético de FH baseia-se na procura de mutações nos genes 

LDLR, APOB e PCSK9. 

Comparando os critérios dentro do mesmo grupo etário, verifica-se que no grupo 

pediátrico ambos os critérios classificam um maior número de crianças como não tendo 

diagnóstico. No entanto, os critérios DMP consideram que 4 casos-índex deste grupo 

têm um diagnóstico clínico de HeFH confirmada enquanto os critérios SBRG não 

incluem nenhuma criança neste diagnóstico, considerando todas as crianças com 

diagnóstico clínico positivo na categoria HeFH provável. Ao confrontar estes 

diagnósticos com os resultados do estudo molecular, observa-se que em 3 dessas 

crianças, a quem foi dado o diagnóstico de HeFH confirmada pelos critérios DMP, foi 

identificada a presença de alteração num dos três genes referidos. Aliás, os dois 

conjuntos de critérios dão resultados semelhantes para a faixa etária dos 0 aos 17 anos, 
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verificando-se, com ambos os critérios, concordância entre a sua classificação clínica e 

o estudo molecular em cerca de 71% das 236 crianças.  

No grupo de adultos, as diferenças entre os diagnósticos clínicos obtidos com os 

dois critérios já são maiores. Enquanto os critérios SBRG continuam a classificar a 

maior parte dos indivíduos com diagnóstico negativo, os critérios DMP classificam 

mais indivíduos adultos com diagnóstico possível/provável de HeFH. Nesta faixa etária 

continua, no entanto, a verificar-se concordância entre a classificação clínica e o estudo 

molecular, sendo que os critérios SBRG atribuem um diagnóstico clínico coincidente 

com o estudo molecular a 68% dos 373 adultos e os critérios DMP a 56% dos adultos. 

Estes resultados, embora preliminares, podem revelar uma eficácia ligeiramente 

superior dos critérios SBRG relativamente aos DMP, para o grupo de adultos.  

Ao comparar os critérios clínicos com o estudo molecular verifica-se que pela 

aplicação dos critérios surgem falsos negativos (diagnóstico clínico negativo mas com 

alteração molecular) e falsos positivos (diagnóstico clínico positivo mas sem alteração 

molecular). Na amostra total de 609 casos-índex, os critérios SBRG originaram 11% 

falsos negativos e 19% falsos positivos enquanto os critérios DMP originaram 6% 

falsos negativos e 32% falsos positivos. O aparecimento de falsos negativos alerta para 

a necessidade de comprovar o diagnóstico clínico de FH através de metodologias que 

esclareçam sobre o diagnóstico molecular a atribuir ao indivíduo. Comparando os dois 

critérios, observa-se que os critérios SBRG originam uma maior percentagem de falsos 

negativos e os critérios DMP de falsos positivos, verificando-se também esta tendência 

quando se separa a amostra nos grupos pediátrico e de adultos. A formação de uma 

maior percentagem de falsos negativos pelos critérios SBRG pode relacionar-se com o 

facto deste conjunto de critérios clínicos ser mais rígido, obrigando à verificação 

simultânea de pelo menos duas condições para que se considere um diagnóstico positivo 

de FH. Na aplicação dos critérios SBRG a esta amostra de 609 indivíduos verificou-se 

que a ausência de informações de familiares de alguns casos-índex impossibilitou o seu 

diagnóstico clínico de HeFH possível ou confirmada, sendo esta uma possível causa de 

ocorrência dos falsos negativos. Quanto à maior ocorrência de falsos positivos pelos 

critérios de DMP, talvez derive da própria atribuição de score inerente a este conjunto 

de especificações clínicas, que ao ser cumulativa pode indicar a presença de um 

fenótipo mais severo do que o que realmente está presente. Para além disso, a maior 

percentagem de falsos positivos relativamente aos falsos negativos em ambos os 

critérios pode advir do facto dos falsos positivos possuírem alterações genéticas não 

detectadas pelas metodologias aplicadas ou noutros genes, sendo importante alertar para 

a continuação do estudo destes casos-índex. 

No que diz respeito à comparação entre a aplicação dos critérios clínicos e o tipo 

de mutação encontrada, ambos os critérios aplicados originaram resultados semelhantes. 
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No entanto, deve salientar-se a não atribuição de diagnóstico clínico pelos critérios 

SBRG a um indivíduo indicado como homozigoto pelo estudo molecular. Apesar de se 

ter informação clínica de dois familiares deste caso-índex, eles não apresentam valores 

de CT acima de 290 mg/dL. No entanto, esta informação bioquímica foi obtida com 

estes familiares sob medicação, não havendo informações anteriores, o que alerta para a 

importância da obtenção de informações sobre a história clínica do caso-índex e 

familiares e para a necessidade de um conjunto de critérios que tenha em conta o facto 

de os indivíduos estarem sob medicação. Para além disso não existe informação sobre a 

possível presença de DCV no caso-índex ou nos seus familiares, o que contribui para o 

não diagnóstico de FH pelos critérios SBRG. Segundo os critérios DMP, a 

determinação no caso-índex de um valor de c-LDL superior a 330 mg/dL é indicativa de 

um diagnóstico de FH confirmada. 

Ambos os critérios clínicos aplicados atribuíram um diagnóstico clínico errado a 

cerca de 31-38% dos 609 casos-índex portugueses. A definição de um conjunto de 

critérios clínicos, criado numa parceria entre os vários países onde se realiza o estudo 

molecular de genes associados à FH, será útil para a identificação de doentes com FH, 

sendo uma forma de indicação de indivíduos que devem ser submetidos a um estudo 

molecular que confirme a sua patologia. Assim, podem ser recomendados um 

aconselhamento e uma terapêutica adequados a uma patologia genética do metabolismo 

lipídico, de modo a diminuir o elevado risco cardiovascular de doentes com FH. Apesar 

de haver casos-índex que não seriam identificados se só se seguisse o diagnóstico 

clínico, sendo o diagnóstico genético o único que dá um resultado fiável, enquanto os 

estudos genéticos tiverem custos elevados, é mais rentável aplicar estudos moleculares a 

indivíduos que possuam critérios clínicos de diagnóstico de FH 

possível/provável/confirmada. Se só fossem estudados casos-índex com esta 

classificação clínica, o EPFH teria identificado geneticamente com FH 57% de casos-

índex, se fossem seguidos os critérios SBRG, e 49%, se fossem seguidos os critérios 

DMP, em vez da taxa de detecção de 37%, efectivamente obtida no estudo molecular da 

amostra de 609 casos-índex. Apesar da taxa de detecção de FH aumentar se se tivesse 

como amostra apenas os indivíduos com critérios de diagnóstico de FH, os resultados 

apresentados demonstram, mais uma vez, que um diagnóstico clínico positivo de FH 

deve ser sempre confirmado por estudos moleculares, uma vez que os casos em que não 

se identifica nenhuma alteração nos genes associados à ocorrência de FH podem resultar 

duma hipercolesterolemia ambiental, que está a ser clinicamente mal diagnosticada 

como sendo uma patologia genética ou podem possuir outra dislipidemia familiar. 
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4.2. Dislipidemia familiar combinada 

Para além da FH, estudou-se outra dislipidemia familiar, a dislipidemia familiar 

combinada (FCHL). 

A FCHL é caracterizada pela presença de hipercolesterolemia e/ou 

hipertrigliceridemia. Como se pretendia avaliar a presença desta dislipidemia, foi 

estudada uma amostra de 5 casos-index que apresentavam simultaneamente 

hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia e que não foram identificados com FH. 

Os caso-índex estudados foram os seguintes: 11268, 11280, 11324, 12029 e 

12060. Nesta amostra, a média de CT é de 336,0±26,0 mg/dL e a a média de TG é de 

373,0±303,4 mg/dL, considerando-se valores sem medicação. 

A FCHL é uma dislipidemia poligénica, podendo ser originada por interacções 

entre vários genes e efeitos cumulativos destes. O envolvimento das apolipoproteínas no 

metabolismo das lipoproteínas como activadoras de enzimas ou como ligandos dos 

receptores envolvidos na incorporação celular das lipoproteínas sugere que alterações 

das apolipoproteínas, quer ao nível estrutural quer ao nível regulatório, possam ser 

indicativas de patologias genéticas associados à presença de hiperlipidemia.
128

 Ao longo 

das cerca de 60 kb que constituem o gene cluster APOA1/C3/A4/A5 já foram 

identificados vários polimorfismos comuns que foram associados ao fenótipo de 

FCHL.
138 

Assim, para esta doença complexa não existe um diagnóstico molecular 

específico, uma vez que não há um consenso sobre a sua base genética, sendo apenas 

possível estudar possíveis genes candidatos, envolvidos no metabolismo dos TG, que 

podem ter alguma associação com o fenótipo da doença, como o LPL, o APOC2, o 

APOC3, o APOA4 e o APOA5. Aliás, a FCHL é também difícil de compreender em 

termos de fenótipo, apresentando o seu diagnóstico clínico uma certa dificuldade, 

podendo ser confundido com o fenótipo de outras patologias, como o da FH. 
 

4.2.1. Estudo molecular 

Todos os casos-índex da amostra foram identificados com alterações nos genes 

em estudo mas a maioria destas alterações já se encontram descritas como 

polimorfismos nos genes associados à hipertrigliceridemia. No entanto, no gene APOC2 

não foi identificada nenhuma alteração. 

A presença de várias alterações em homozigotia pode estar relacionada com a 

existência de grandes delecções nos genes estudados, sendo visível apenas um alelo. 

Um passo subsequente será então a pesquisa de grandes rearranjos nos genes estudados, 

havendo um protocolo de MLPA para o LPL, que não foi possível executar durante este 

trabalho. 
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O fenótipo dos casos-índex estudados pode estar associado às alterações que 

foram identificadas mas a relação entre as alterações e a ocorrência de FCHL é um 

assunto que ainda requer estudos adicionais, sendo este apenas um estudo preliminar. 

No gene LPL foram identificadas as alterações c.332+73T>G, c.579G>A 

(p.Val135Val), c.1313+43T>C, 1595C>G (p.Ser474X) e c.1425+10G>A. A alteração 

c.332+73T>G consiste na substituição de uma Timina por uma Guanina numa região 

intrónica do gene LPL. Esta alteração no intrão 6 foi descrita em 2008 por             

Wright et al.125
como sendo um polimorfismo. A alteração c.579G>A (p.Val135Val) é 

uma alteração sinónima que ocorre no exão 3 e que foi descrita em 2008 por         

Wright et al..
125

 Tal como as outras alterações sinónimas já referidas, também esta 

necessita de estudos adicionais que avaliem o seu possível efeito ao nível da 

funcionalidade proteica. A alteração c.1313+43T>C é um polimorfismo que ocorre 

numa região intrónica do gene, podendo afectar o processo de splicing. A alteração 

c.1595C>G (p.Ser474X) ocorre no exão 9 do LPL e consiste na substituição de uma 

Citosina por uma Guanina na posição c.1595, formando-se um codão prematuro na 

posição 474 da proteína. Esta alteração nonsense produz uma enzima LPL truncada, 

com menos dois aminoácidos (uma Serina e uma Glicina) no seu terminal de carboxilo. 

Num artigo publicado em 1991, Faustinella et al. descreveram esta alteração como 

sendo um polimorfismo e observaram, através de estudos funcionais da análise da 

expressão, in vitro, das formas normal e mutada da proteína, que a alteração c.1595C>G 

(p.Ser474X) não prejudica a actividade da LPL, concluindo que o dipéptido perdido não 

mostra ser essencial para a actividade da enzima
126

 O polimorfismo é um dos mais 

frequentes no gene LPL, com uma incidência de 17-22% na população caucasiana.
126

 A 

alteração c.1425+10G>A é um polimorfismo que ocorre na região 3’ não traduzida 

(3’UTR). 

No gene APOC3 foi identificada a alteração c.102T>C (p.Gly34Gly) no exão 3, 

que já se encontra descrita como sendo um polimorfismo.
127

 As alterações  

c.179+57G>A  e c.179+62T>A, também identificadas neste estudo, já se encontram 

descritas como sendo polimorfismos que ocorrem no intrão 3 do gene.
127

 Na região 

3’UTR deste gene foram identificadas as alterações 3269G>T, ainda não descrita, e 

3238C>G. Esta última consiste numa transversão de uma Citosina para uma Guanina na 

região 3’UTR do exão 4 do gene APOC3 e está descrita como sendo um polimorfismo 

(SstI). Vários estudos já reportaram a associação entre variantes comuns do gene 

APOC3, em particular deste polimorfismo SstI, e o desenvolvimento de aterosclerose, a 

ocorrência de FCHL e os níveis de TG em jejum.
128,138 

Através do estudo molecular do gene APOA4 foi possível identificar 4 

alterações. A alteração c.87G>A (p.Thr29Thr), descrita em 2010 por                 

Delgado-Lista et al.129
, ocorre no exão 2 e consiste na substituição de uma Guanina por 
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uma Adenina na posição c.87, não se verificando alteração no aminoácido formado. No 

gene LDLR, as alterações sinónimas podem ter algum efeito sobre o processo de 

splicing do mRNA.
137 

Estudos adicionais devem ser realizados para avaliar se a 

presença de alterações sinónimas no gene APOA4 pode ter um efeito semelhante. O 

estudo de 2010 de Delgado-Lista et al. refere que a alteração c.87G>A (p.Thr29Thr) 

tem efeito ao nível da diminuição dos níveis de apoA-I que, ao funcionar como cofactor 

da enzima LCAT, pode ter um carácter protector contra a aterosclerose, uma vez que 

pode intervir ao nível da regulação do transporte reverso do colesterol.
129

 As alterações 

c.222T>C (p.Gly74Gly) e c.231G>A (p.Gln77Gln) ocorrem ambas no exão 3 deste 

gene e não alteram o aminoácido que se forma, não se encontrando ainda descritas na 

literatura. A alteração c.440G>A (p.Ser147Asn) ocorre no exão 3 do gene APOA4 e 

consiste na substituição de uma Guanina por uma Adenina, o que se traduz na presença 

de um aminoácido Asparagina em vez de um aminoácido Serina, na proteína que se 

forma. Segundo o estudo de 2010 de Delgado-Lista et al., esta alteração tem, também, 

efeito ao nível da diminuição dos níveis de apoA-I. No entanto, neste estudo não foi 

possível avaliar a variação do valor de apoA-I.
129

 

O estudo molecular do gene APOA5 identificou as alterações 6G>A, a c.56C>G 

(p.Ser42Trp) e a c.132C>A (p.Ile67Ile).A alteração 6G>A consiste na substituição de 

uma Guanina por uma Adenina na região 5’UTR deste gene e não se encontra descritas. 

A alteração c.56C>G (p.Ser42Trp) consiste na substituição de uma Citosina por uma 

Guanina na posição c.56, o que se traduz na existência de um aminoácido Triptofano em 

vez do aminoácido Serina na proteína. O estudo de van der Vleuten et al., publicado em 

2007, mostra que o polimorfismo c.56C>G (p.Ser42Trp) tem uma associação 

independente com a FCHL e com a presença de elevados níveis de TG.
130 

Para além 

disso, estes autores associam esta variante rara a um perfil lipídico aterogénico, algo que 

já tinha sido antes sugerido, e indicam outros estudos que sugerem que o haplótipo que 

contém esta variante polimórfica está associado aos mais elevados valores de TG.
130

 

Nesta pequena amostra de 5 casos-índex, este polimorfismo apenas foi detectado neste 

indivíduo, que era o que apresentava maior valor de TG. A hipertrigliceridemia deste 

caso-índex pode então advir da presença deste polimorfismo que reduz a secreção da 

proteína apoA-V, o que pode prejudicar a hidrólise das lipoproteínas ricas em TG, e que 

se encontra associado ao fenótipo de FCHL. Neste gene foi, ainda, detectada a alteração 

sinónima c.132C>A (p.Ile67Ile), que ocorre no exão 2 e que foi descrita em 2006 por 

Hodoğlugil et al..131
 

Sendo assim nos 5 doentes com fenótipo sugestivo de FCHL não se encontrou 

nenhuma alteração responsável pela severidade do fenótipo apresentado, sendo que o 

polimorfismo c.56C>G (p.Ser42Trp) do APOA5 é a única alteração com alguma 

associação concreta ao fenótipo apresentado pelo doente. 
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Capítulo 5. Considerações finais e perspectivas futuras 

O estudo realizado permitiu a aplicação de diversas metodologias que se incluem 

num panorama de constante investigação sobre as dislipidemias familiares, tendo 

possibilitado a identificação de alterações genéticas que podem ter um possível efeito ou 

serem causadoras de patologias genéticas em indivíduos que apresentam 

hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia. O estudo molecular em indivíduos com 

suspeita clínica de uma dislipidemia familiar permite que se possa intervir, o mais 

precocemente possível, de modo a direcionar o doente para a terapêutica adequada e 

para um esclarecimento/aconselhamento sobre as implicações familiares da sua 

patologia genética. No entanto, o diagnóstico molecular dos 40 casos-índex estudados 

não pode ser considerado definitivo, uma vez que a prática científica consiste, 

exactamente, na procura de novas metodologias que possam revelar novas informações 

e complementar os estudos realizados.  

 A hipercolesterolemia familiar (FH) é uma patologia genética amplamente 

estudada a nível mundial, sendo considerada um factor de risco cardiovascular. O 

Estudo Português de Hipercolesterolemia Familiar estuda esta dislipidemia genética há 

13 anos, contribuindo para a caracterização da população portuguesa, onde se estima 

que existam 20000 indivíduos com esta patologia, de acordo com dados sobre a 

incidência heterozigótica de 1/500. Este trabalho permitiu alargar a informação acerca 

do espectro português de mutações nos genes associados à FH e contribuiu para a 

identificação de indivíduos com esta doença, num país onde estes doentes se encontram 

subdiagnosticados. A pesquisa sobre a possível existência de um padrão de mutações 

genéticas para a população portuguesa e a sua caracterização representam um objectivo 

importante ao nível de estudos futuros, para que se possa direcionar primeiramente o 

estudo molecular para a avaliação destas alterações.  

A elevada estimativa de indivíduos portugueses subdiagnosticados para a FH 

poderá ser reduzida se forem reunidos esforços no sentido de se elaborar um conjunto 

de critérios de diagnóstico desta dislipidemia. Estes critérios deverão ter uma 

aplicabilidade internacional, de modo a uniformizar o diagnóstico clínico, porém 

deverão ser suficientemente flexíveis para que não deixem de fora doentes com FH com 

fenótipos menos severos. Assim, poderá construir-se um conjunto de critérios comuns 

que deverá possuir características específicas de cada país onde será aplicado, como por 

exemplo, a indicação do percentil do valor de CT a utilizar. Em Portugal, será 

importante o desenvolvimento de estudos populacionais que possibilitem a informação 

a aplicar nos critérios de diagnóstico de FH, nomeadamente de tabelas de percentis de 

valores de colesterol, essenciais para a estratificação do risco cardiovascular. 
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 Na actualidade, surgem cada vez mais estudos sobre o papel dos triglicéridos 

como um factor independente para o aumento do risco cardiovascular, na tentativa de 

avaliar outros marcadores bioquímicos de dislipidemia para além do colesterol. Este 

trabalho representa um estudo preliminar destas dislipidemias, tendo como base uma 

amostra muito reduzida de 5 casos-índex com hipertrigliceridemia. O estudo molecular 

de alguns genes envolvidos no metabolismo dos triglicéridos, que podem estar 

associados à ocorrência destas patologias, identificou a presença de polimorfismos, 

alguns deles já descritos como relacionados com o nível de triglicéridos dos indivíduos, 

sendo importante a continuação deste trabalho, de forma a poder implementar 

estratégias de auxílio do diagnóstico destes indivíduos. 

 As novas alterações detectadas ao longo deste trabalho representam uma 

contribuição para que, no futuro, sejam identificadas novas mutações associadas às 

dislipidemias familiares. O efeito destas alterações não descritas pode ser esclarecido 

em futuros projectos que incluam estudos funcionais que avaliem a estrutura/função da 

proteína. 

  A identificação de uma alteração genética num caso-índex deste estudo 

possibilitou a implementação da pesquisa dessa mesma alteração em indivíduos da 

mesma família, pelo estudo familiar por cascade screening, em que se avalia a co-

segregação do fenótipo/genótipo na família, por avaliação sequencial das gerações. Este 

método reduz o custo associado a um diagnóstico genético, uma vez que permite a 

identificação de indivíduos com determinada mutação sem ser necessário o estudo 

completo de todo o gene. 

 O trabalho futuro deve, também, incidir sobre a pesquisa de novas métodos de 

diagnóstico e de outros genes que possam estar associados às dislipidemias familiares 

em causa, de modo a contribuir para um correcto diagnóstico populacional. Outro 

aspecto importante passa pela implementação de medidas de esclarecimento e 

consciencialização dirigidas à população em geral, quer sobre a importância da detecção 

de uma patologia genética quer sobre a existência de comissões que exercem controlo 

sobre as questões éticas que podem preocupar os indivíduos e afastá-los dos estudos 

genéticos. Para além disso, também, os clínicos devem ser informados sobre a 

possibilidade de referenciar doentes para estes estudos genéticos, sendo importante 

estabelecer um trabalho conjunto com o objectivo final de melhorar a qualidade de vida 

dos indivíduos e de aumentar a sua esperança média de vida.  
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Anexos 

Anexo A – Inquérito clínico de um caso-índex do Estudo Português de 

Hipercolesterolemia Familiar 
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Anexo B – Inquérito clínico de um familiar do Estudo Português de 

Hipercolesterolemia Familiar 
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Anexo C – Especificações associadas às determinações bioquímicas 

realizadas no Daytona 

Tabela20C.1. Soluções de trabalho utilizadas para as determinações bioquímicas 

efectuadas no aparelho Daytona (Randox) e intervalos de referência recomendados 

pelo fabricante 

Parâmetro a 

quantificar 

Soluções específicas de cada 

parâmetro 

Intervalo recomendado 

para o qual o indivíduo 

deve ser considerado 

normolipidémico (mg/dL) 

apoE 

R1 – tampão de ensaio Tris/HCl    
100 mmol/L pH 8,5 2,7 - 4,5 

R2 – Anticorpo anti-apoE-humana 

apoA-II 

R1 – Tampão de ensaio Tris/HCl   
100 mmol/L pH 8,5 25,1 - 34,5 

R2 – Anticorpo anti-apoA-II-humana 

apoC-II 

R1 – Tampão de ensaio Tris/HCl   

100 mmol/L pH 8,5 1,6 - 4,2 

R2 – Anticorpo anti-apoC-II-humana 

apoC-III 

R1 – Tampão de ensaio Tris/HCl   
100 mmol/L pH 8,5 5,5 - 9,5 

R2 – Anticorpo anti-apoC-III-humana 

Colesterol 

associado às 

sdLDL 

R1 – Tampão Good pH 7,0; colesterol 
esterase 1600 U/L; colesterol oxidase 
600 U/L; esfingomielinase 2700 U/L; 
catalase 1200 kU/L; N-etil-N-(2-        
-hidroxi-3-sulfopropil)-3-metilanilina 
2,0 mmol/L; Albumina sérica de 

bovino 1,0% (m/v) 

Grupo 1*: 5,1 - 60,8 

Grupo 2*: 8,9 - 64,4 

 R2 – Tampão Good pH 7,0; 
Peroxidase 5000 U/L;                        
4-aminoantipirina 4.0 mmol/L; Azida 
sódica 0,05% (m/V) 

apo, apolipoproteína; sdLDL, small dense low density lipoprotein; *, para o colesterol 

associado às sdLDL, o fabricante refere que se podem considerar dois intervalos de 

referência, um aplicado ao grupo 1 em que se incluem indivíduos mais jovens (o 

fabricante inclui neste grupo homens dos 21 aos 44 anos e mulheres dos 21 aos 54 anos) e 

outro aplicado ao grupo 2 (o fabricante inclui neste grupo homens dos 45 aos 75 anos e 

mulheres dos 55 aos 75 anos).  
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Anexo D – Preparação de soluções 

- Soluções necessárias para o procedimento de extração de DNA 

 Tris/HCl 1 M, pH 7,5: dissolver 12,114 g de Tris em H2O; ajustar o pH a 7,5 

(com HCl) antes de perfazer o volume de 100 mL com H2O; armazenar à temperatura 

ambiente. 

 KCl 1 M: dissolver 7,45 g de KCl em 100 mL de H2O; armazenar à temperatura 

ambiente. 

 MgCl2 1 M: dissolver 20,33 g de MgCl2 em 100 mL de H2O; armazenar à 

temperatura ambiente. 

 EDTA 0,5 M: dissolver 18,6 g de EDTA em 100 mL de H2O; armazenar à 

temperatura ambiente. 

 SDS 10% (m/v): dissolver 10 g em 100 mL de H2O; armazenar à temperatura 

ambiente. 

 NaCl 5 M: dissolver 29,2 g de NaCl em 100 mL de H2O; armazenar à 

temperatura ambiente. 

 TKM1: 5 mL Tris/HCl 1 M, pH 7,5; 5 mL KCl 1 M; 5 mL MgCl2 1 M; 2 mL 

EDTA 0,5 M; perfazer com H2O até 500 mL; autoclavar a 110ºC, durante 15 minutos; 

armazenar à temperatura ambiente. 

 TKM2: 1 mL Tris/HCl 1 M, pH 7,5; 1 mL KCl 1 M; 1 mL MgCl2 1 M: 400 µL 

EDTA 0,5 M; 8 mL NaCl 5 M; perfazer com H2O até 100 mL; autoclavar a 110ºC, 

durante 15 minutos; armazenar à temperatura ambiente. 

 TKM X-100: 5 mL KCl 1 M; 5 mL MgCl2 1 M; 2 mL EDTA 0,5 M; 12,5 mL 

Triton X-100; perfazer com H2O até 500 mL; autoclavar a 110ºC, durante 15 minutos; 

armazenar à temperatura ambiente. 
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- Solução de deposição a utilizar na preparação de amostras submetidas a 

electroforese 

Adicionar 625 µL de Glicerol a 625 µL de H2O; adicionar 2,5 µL de EDTA    

0,5 M; juntar azul de bromofenol q.b. 

 

- Solução de marcador de peso molecular PUC (Fermentas) utilizada nas 

electroforeses em gel de agarose 

Adicionar 20 µL de solução stock de marcador (PUC ladder, Fermentas) a 40 µL 

de H2O; adicionar 10 µL de solução de aplicação para gel de agarose (6× DNA Loading 

Dye, Fermentas); misturar cuidadosamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                            Anexos 

 

 

_____________________________________________________________________________ 

Estudo Molecular de Dislipidemias Familiares                                                                                         96 

Anexo E – Condições da técnica de amplificação de DNA 

- Genes LDLR e APOB 

Tabela21E.1. Primers utilizados nas reacções de PCR e sequenciação do gene LDLR 

Região a 

amplificar 

(LDLR) 

Primer Sequência 5’3’ do primer 

Fragmento 

amplificado 

(pb) 

Temperatura 

de annealing 

(ºC) 

Promotor 

+Exão 1 

SPr+1F 

SPr+1R 

F: ACAAATCAAGTCGCCTGCCC 

R: GCCATTACCCCACAAGTCTCC 
480 59 

Exão 2 
2F 

2R 
F: TCCCATACCCCAGAGAGTCCATA 

R: CAGCCGCCATCAAAAAG 
587 58 

Exão 3 
LDL3F1 

MB260 

F: GGTTTCACTATATTGGCCAGG 

R: CTCCCCAGGACTCAGATAGG 
330 59 

Exão 4 
EX4F 
EX4R 

Seq: R4F(*) 

F: GTACAGATGAGGAAACTGAG 
R: TTGGCATGTTGTTGGAAATCC 

F:GAGGAAACTGAGGCACCGA 

677 57 

Exão 5 
EX5F NEW 

EX5R NEW 
F: GCAAAAGGCCCTGCTTCTTT 

R: GAGGCTCTGAGAAGTCAAGT 
342 58 

Exão 6 
EX6F 

EX6R 

F: ATTACAGGCACAAACCACCGTG 

R: GCAGAGTGGAGTTCCCAAAACC 
370 59 

Exão 7 
LDL 7F 

LDL 7R 

F: GAGTGACCAGTCTGCATCCC 

R: GAAGCGCAGAGGGGGCCCAG 
198 63 

Exão 8 
MB30 

MB31 

F: ATCTCCCGAGAGGCTGGGCTGTCT 

R: CCCGGTCAGGGGATATGAGTCTGT 
361 59 

Exão 9 
EX9+10F 

MB277 

F: GGTCTTTTCCACCCTCTTTTTC 

R: CTGAGGCAGGAGGAGAGAAG 
379 59 

Exões 

9+10 

EX9+10F 

MB35 

F: GGTCTTTTCCACCCTCTTTTTC 

R: GTGCTGGGATTACAGGTGCTTTGA 
738 60 

Exão 10 
MB34 
MB35 

F: CCTTGGCCCGCAGGTGAGA 
R: GTGCTGGGATTACAGGTGCTTTGA 

403 62 

Exão 11 
EX11F 

EX11R 

F: GCCACATTTGGAGTTTGGGGTTC 

R: AGCAGCTTGGGCTTGTCCGAGA 
355 60 

Exão 12 
EX12F 
EX12R 

F: GGTGCTTTTCTGCTAGGTCC 
R: TTTTCTGCGTTCATCTTGGCT 

347 59 

Exão 13 
EX13F 

EX13R 

F: CTAGTTGTGGAGAGAGGGTGGC 

R: GCGGAGTCAGGGCAGGAACGAG 
275 60 

Exão 14 
EX14F 

EX14R 

F: GAAACCTCCTTGTGGAAACTCT 

R: GAAAAGTATGGTTATCCCGACT 
388 58 

Exão 15 
EX15F 

EX15R 

F: CCAAGGTCATTTGAGACTTTCGT 

R: GAGAGAAGGTCAGCAAGGGAGTG 
388 60 

Exão 16 
EX16F 

EX16R 

F: GTCCTCTGCCTGCTCCATTTCTT 

R: ATCCTCCATCTGACCCCTTAGC 
350 60 

Exão 17 
R17F 

R17R 

F: GAGCTGGGTCTCTGGTCTCG 

R: GCGCACAGAAGCATTCACCT 
500 60 

Exão 18 
EX18F 

EX18R 

F: GAGCGGTGGGAAGTGACTGAAT 

R: TGGTGCCATCTGCTGTTGTGTG 
580 59 

A amplificação do exão 3 foi realizada com a enzima Platinum® Taq DNA Polymerase e a dos restantes exões 
com a enzima GoTaq® DNA Polymerase; Utilizou-se 1,5 mM de Mg2+ na amplificação de todos os exões; 

Nas reacções de sequenciação foram utilizados os primers forward de PCR, excepto para a sequenciação dos 

exões 11 e 15 em que se utilizou o reverse de PCR e do exão 4 em que se utilizou o primer R4F(*); F, primer 

forward; pb, pares de bases; R, primer reverse; Seq, sequenciação; ºC, grau Celsius. 
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Tabela22E.2. Primers utilizados nas reacções de PCR e sequenciação do gene APOB 

Região a 

amplificar 

(APOB) 

Primer Sequência 5’3’ do primer 

Fragmento 

amplificado 

(pb) 

Temperatura 

de annealing 

(ºC) 

Exão 26 
P61 

P62 
F: GGAGCAGTTGACCACAAGCTTAGCTTGGAA 

R: GGGTGGCTTTGCTTGTATGTTCTCCGT 
343 59 

Exão 29 
MB63 

MB64 
F: CCAAGATGAGATCAACACAATC 

R: AACTTGACTTGAGAGTTGGG 334 59 

A amplificação foi realizada com a enzima GoTaq® DNA Polymerase; Utilizou-se 1,5 mM de Mg2+ na amplificação de 
todos os exões; Nas reacções de sequenciação foi utilizado o primer reverse de PCR para o exão 26 e o forward de 

sequenciação para o exão 29; F, primer forward; pb, pares de bases; R, primer reverse; ºC, grau Celsius. 

 

 
 

Tabela23E.3. Programa utilizado nas reacções de PCR dos genes LDLR e APOB 

Temperatura (ºC) Tempo 

95 3 minutos 

94 45 segundos 

[57-63]* 30 segundos 

72 1 minuto 

72 5 minutos 

4 ∞ 
*
, As temperaturas de annealing dos 

fragmentos a amplificar encontram-se nas 

tabelas E.1 e E.2; ∞, infinito; ºC, grau 
Celsius; PCR, reacção em cadeia da 

polimerase.  
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- Gene PCSK9 

Tabela24E.4. Primers utilizados nas reacções de PCR e sequenciação do gene PCSK9 

Região a 

amplificar 

(LDLR) 

Primer Sequência 5’3’ do primer 
Fragmento 

amplificado (pb) 

Temperatura 

de annealing 

(ºC) 

Promotor 

+Exão 1 

MB1 

MB3 

F: GGAGGGCGAGGCCGAAACCTGAT 

R: CTCGGCGACCTGCACTCCACTTCC 
740 65 

Exão 2 
MB261 

MB262 

F: GCTGGGTTTCTTCCATGTCATCAT 

R: CGATAAGTGCTCAATACATACTTGCT: 
340 54,5 

Exão 3 
890 

891 

F: CTCTATGCCAGACCGTGTTG 

R: GTGCTGAGTCCCAAAGCC 
420 55,5 

Exão 4+5 
MB263 

MB264 

F: AGGTTGACTTTATGCTCATTCCCT 

R: TAGGAGACATTAGCTCTCCCTGG 
610 60 

Exão 6 
892 

893 

F: TCGCAGCAGCATTTCCAC 

R: TCCAAAGCCAGAAGGGTTC 
450 57,5 

Exão 7 
MB98 
MB99 

F: GGCCTGAGTCTGCCTCTGC 
R: ACCCTGACTGCCAAAGGGGC 

330 65 

Exão 8 
MB100 
MB101 

F: CACTGGCAGGAGTCCCCTGC 
R: AGGTCACACAGACCTCCCAAGC 

320 64 

Exão 9 
MB199 

MB200 

F: GTAAGGAGGATGATGCCACC 

R: TTACAGAAGAGCTGGAGTCTGG 
450 63 

Exão 10 
896 

897 

F: AGCTCCTTGTCCCCAGAAG 

R: GAGTATGGAACTGCAAGTCAGG 
390 56,5 

Exão 11 
MB6 

MB7 

F: ATGGGCACTGGAGACGGAGCATC 

R: GGCGGTATGGTGGTGGCACAAA 
300 62 

Exão 12 
874 

875 

F: GTGGGAGATACACGGTTGTGTCC 

R: TGGGGAGGAGGCACCCAGAGT 
530 56 

A amplificação dos exões 1, 8, 10, 11 e 12 foi realizada com a enzima Platinum® Taq DNA Polymerase, tendo-se 

usado 0,75 mM de Mg2+ para o exão 12, 1 mM de Mg2+ para os exões 1 e 11, 1,5 mM de Mg2+ para o exão 10 e    
2,5 mM de Mg2+ para o exão 8; Os restantes exões forma amplificados com a enzima GoTaq® DNA Polymerase, 

tendo-se usado 0,5 mM de Mg2+ para o exão 6, 1 mM de Mg2+ para o fragmento que engloba os exões 4+5,            

1,5 mM de Mg2+ para o exão 9 e 3mM de Mg2+ para os exões 2, 3 e 7; Nas reacções de sequenciação foram 

utilizados os primers forward de PCR, F, primer forward; pb, pares de bases; R, primer reverse; ºC, grau Celsius. 

 

Tabela25E.5. Programa utilizado nas reacções de PCR do gene PCSK9 

Temperatura (ºC) Tempo 

94 5 minutos 

94 30 segundos 

[54,5-62]* 50 segundos 

72 1 minuto 

72 7 minutos 

4 ∞ 
*
, As temperaturas de annealing dos 

fragmentos a amplificar encontram-se na 

tabela E4; ∞, infinito; ºC, grau Celsius; 

PCR, reacção em cadeia da polimerase.  

 

 

 

 

 

35-42 ciclos 



                                                                                                            Anexos 

 

 

_____________________________________________________________________________ 

Estudo Molecular de Dislipidemias Familiares                                                                                         99 

- Gene LPL 

Tabela26E.6. Primers utilizados nas reacções de PCR e sequenciação do gene LPL 

Região a 

amplificar 

(LPL) 

Primer Sequência 5’3’ do primer 

Fragmento 

amplificado 

(pb) 

Temperatura 

de annealing 

(ºC) 

Promotor 
MB134 

MB135 

F: AAACAGGATTCGTCAAAAGA  

R: CTAGAAGTGGGCAGCTTTC 
435 55 

Exão 1 
MB102 

MB103 

F:GCCAATAGGTGATGAGGTTT 
R:CTTCTTCTCATCCTCAGTTCG 

422 56 

Exão 2 
MB104 

MB105 

F: GTGGTTGCCTGTGAACCTA 

R: GCAGGCCAGTCAGGATAC 
311 58 

Exão 3 
MB106 

MB107 

F: CAATGGGTTTCCAATCAAGT 

R: TTCTGGCTCCAGTCAAAAAC 
353 54 

Exão 4 
MB108 

MB109 

F: GGCAGAACTGTAAGCACCT 

R: TCAGAATGACAGTCTTTTCACC 
209 57 

Exão 5 
MB110 

MB111 

F: AGTGCATTCAAATGATGAGC 

R: TGGCCAAATGTGTATATGAAA 
433 57 

Exão 6 
MB112 
MB113 

F: CCTATTTTAGACATGCCAAATG 
R: TGTTCCAATGGACAGAATC 

414 54 

Exão 7 
MB114 

MB115 

F: TGAATTGCCTGACTATTTGG 

R: CTGCTCAGACCAAGGGTTAT 
265 57 

Exão 8 
MB116 

MB117 

F: TTTGTTGGACATTTTTGTGC 

R: TGGGGGTCTAAAGTGAAGG 
360 59 

Exão 9 
MB118 

MB119 

F: TCCTGACAGAACTGTACCTTTG 

R: ATGAAGCTGCCTCCCTTAG 
248 57 

Exão 10 
MB120 

MB121 

F: ACAGGCGGGAATTGTAAAAC 

R: AACGTTGGAGGATGTGCTAT 
300 58 

A amplificação de todos os exões foi realizada com a enzima GoTaq® DNA Polymerase, tendo-se 

usado 1 mM de Mg2+ para o promotor e os exões1, 2, 7, 8, 9 e 10 e 1,5 mM de Mg2+ para os exões 3, 
4, 5 e 6; Nas reacções de sequenciação foram utilizados os primers forward de PCR, F, primer 

forward; pb, pares de bases; R, primer reverse; ºC, grau Celsius. 

 

Tabela27E.7. Programa utilizado nas reacções de PCR do gene LPL 

Temperatura (ºC) Tempo 

95 3 minutos 

94 45 segundos 

[54-59]* 30 segundos 

72 1 minuto 

72 7 minutos 

4 ∞ 
*
, As temperaturas de annealing dos 

fragmentos a amplificar encontram-se na 

tabela E.6; ∞, infinito; ºC, grau Celsius; 

PCR, reacção em cadeia da polimerase.  
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- Gene APOC2 

Tabela28E.8. Primers utilizados nas reacções de PCR e sequenciação do gene APOC2 

Região a 

amplificar 

(APOC2) 

Primer Sequência 5’3’ do primer 

Fragmento 

amplificado 

(pb) 

Temperatura 

de annealing 

(ºC) 

Exão 2 
MB154 

MB155 

F: CACAGAGCAGGATCTCAGTC 

R: AAGATGCTTGGAGCTCATT 
227 55 

Exão 3 
MB156 

MB157 

F: TCTTCTTCCTTCCTCCTTTC 

R: GATGCAGTCGGTGGTATG 
280 56 

Exão 4 
MB237 

MB238 

F: CCTCCTCCCTCTAACCATCT 

R: GAGGAGGATGCAAGAGCTAC 
229 58 

A amplificação dos exões foi realizada com a enzima GoTaq® DNA Polymerase, tendo-se usado   
0,75 mM de Mg2+ para o exão 4 e 1 mM de Mg2+ para os exões 2 e 3; Nas reacções de sequenciação 

foram utilizados os primers forward de PCR, F, primer forward; pb, pares de bases; R, primer 

reverse; ºC, grau Celsius. 

 

Tabela29E.9. Programa utilizado nas reacções de PCR do gene APOC2 

Temperatura (ºC) Tempo 

95 3 minutos 

94 45 segundos 

[55-58]* 30 segundos 

72 1 minuto 

72 7 minutos 

4 ∞ 
*
, As temperaturas de annealing dos 

fragmentos a amplificar encontram-se na 

tabela E.8; ∞, infinito; ºC, grau Celsius; 

PCR, reacção em cadeia da polimerase.  

 

 

- Gene APOC3 

Tabela30E.10. Primers utilizados nas reacções de PCR e sequenciação do gene APOC3 

Região a 

amplificar 

(APOC3) 

Primer Sequência 5’3’ do primer 

Fragmento 

amplificado 

(pb) 

Temperatura 

de annealing 

(ºC) 

Exão 2 
MB160 

MB161 

F: CCTTCTGAGAGCCCGTATTA 

R: CTGCTTGACCACCCATTG 
297 57 

Exão 3 
MB162 

MB163 

F: CAATGGGTGGTCAAGCAG 
R: ATTCCATTGTTGGGATCTCA 

288 57 

Exão 4 
MB187 

MB188 

F: TGTCGTCCAGTGAAGTTGAG 

R: CTGACCTGGAGTCTGTCCA 
532 55 

A amplificação dos exões foi realizada com a enzima GoTaq® DNA Polymerase, tendo-se usado        

1 mM de Mg2+; Nas reacções de sequenciação foram utilizados os primers forward de PCR, F, primer 

forward; pb, pares de bases; R, primer reverse; ºC, grau Celsius. 
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Tabela31E.11. Programa utilizado nas reacções de PCR do gene APOC3 

Temperatura (ºC) Tempo 

95 3 minutos 

94 45 segundos 

[55-59]* 30 segundos 

72 1 minuto 

72 7 minutos 

4 ∞ 
*
, As temperaturas de annealing dos 

fragmentos a amplificar encontram-se na 

tabela E.10; ∞, infinito; ºC, grau Celsius; 

PCR, reacção em cadeia da polimerase.  

 

- Genes APOA4 

Tabela32E.12. Primers utilizados nas reacções de PCR e sequenciação do gene APOA4 

Região a 

amplificar 

(APOA4) 

Primer Sequência 5’3’ do primer 

Fragmento 

amplificado 

(pb) 

Temperatura 

de annealing 

(ºC) 

Exão 1 
MB136 

MB137 

F: GAGTCACACTGAGGAAGGAG 
R: CATCCTGCACTACTCAGAGC 

313 56 

Exão 2 
MB138 

MB139 

F: CTAAGCTCAGACAGGGAAAA 

R: TTTAAGAATTCCCCGTCAC 
298 58 

3’ (Exão 3) 
MB140 

MB141 

F: GAACTCGGTACCTCTGAGC 

R: ACTCTCTCCATGCGCTGT 
451 56 

3’’ (Exão 3) 
MB142 

MB143 

F: GACAACCTGCGAGAGCTT 

R: AGCTCTGCCAGTGACTTCT 
500 56 

3’’’ (Exão 3) 
MB144 

MB145 

F: CTTCCAGATGAAGAAGAACG 

R: CAGAACTTCTTTGGGACAGA 
551 55 

A amplificação dos exões foi realizada com a enzima GoTaq® DNA Polymerase, tendo-se usado        

0,5 mM de Mg2+ para o fragmento 3’’ do exão 3 e 1 mM de Mg2+ para os restantes fragmentos; Nas 
reacções de sequenciação foram utilizados os primers forward de PCR, F, primer forward; pb, pares de 

bases; R, primer reverse; ºC, grau Celsius. 

 

Tabela33E.13. Programa utilizado nas reacções de PCR do gene APOA4 

Temperatura (ºC) Tempo 

95 3 minutos 

94 45 segundos 

[55-58]* 30 segundos 

72 1 minuto 

72 7 minutos 

4 ∞ 
*
, As temperaturas de annealing dos 

fragmentos a amplificar encontram-se na 

tabela E.12; ∞, infinito; ºC, grau Celsius; 

PCR, reacção em cadeia da polimerase.  
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- Gene APOA5 

Tabela34E.14. Primers utilizados nas reacções de PCR e sequenciação do gene APOA5 

Região a 

amplificar 

(APOA5) 

Primer Sequência 5’3’ do primer 

Fragmento 

amplificado 

(pb) 

Temperatura 

de annealing 

(ºC) 

Promotor 
MB185 

MB186 

F: ACTGTAGACGGAGTGGGTGT 

R: AGGGTTAAAGACCAACCACA 
241 57 

Exões 1+2 
MB146 

MB147 

F: AGGGGTAACAGGATTTCG 

R: CAGCTGTCTCCTCCCTTC 
447 55 

3’ (Exão 3) 
MB148 
MB149 

F: AAGGAGATGATGGAGGCTA 
R: GGCGTATGGGTGGAAGAG 

475 57 

3 (Exão 3) 
MB235 

MB236 

F: GAGTTGGAGGAGGTGAAGG 

R: AGACAAGGAGCTGGGAATG 
845 60 

A amplificação dos exões foi realizada com a enzima GoTaq® DNA Polymerase, tendo-se usado        

0,5 mM de Mg2+ para o fragmento 1+2 e para os fragmentos 3’ e 3 do exão 3 e 1 mM de Mg2+ para o 

promotor; Nas reacções de sequenciação foram utilizados os primers forward de PCR, F, primer 
forward; pb, pares de bases; R, primer reverse; ºC, grau Celsius. 

 

Tabela35E.15. Programa utilizado nas reacções de PCR do gene APOA5 

Temperatura (ºC) Tempo 

95 3 minutos 

94 45 segundos 

[55-59]* 30 segundos 

72 1 minuto 

72 7 minutos 

4 ∞ 
*
, As temperaturas de annealing dos 

fragmentos a amplificar encontram-se na 

tabela E.14; ∞, infinito; ºC, grau Celsius; 

PCR, reacção em cadeia da polimerase.  
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Anexo F – Condições específicas da técnica de cromatografia líquida de 

elevada performance desnaturante (dHPLC)  

 

Tabela36F.1. Temperaturas utilizadas na cromatografia líquida de alta performance 
desnaturante (dHPLC) 

Gene Exão Temperatura de desnaturação (ºC) 

LDLR 

3 63,5 

4 64 

5 63 

9 63 

17 62 
ºC, grau Celsius. 
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Anexo G – Condições das técnicas de purificação e sequenciação de DNA 

 

Tabela37G.1. Programa utilizado na purificação de todos os genes em estudo 

Temperatura (ºC) Tempo 

37 15 minutos 

80 15 minutos 

4 ∞ 
ºC, grau Celsius; ∞, infinito. 

 

 

Tabela38G.2. Programa utilizado na sequenciação de todos os genes em estudo 

Temperatura (ºC) Tempo 

96 1minuto 

96 10 segundos 

58 5 segundos 

55 4 minutos 

4 ∞ 
ºC, grau Celsius; ∞, infinito. 
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Anexo H – Especificações da técnica de multiplex ligation-dependent probe 

amplification (MLPA) 

 

Tabela39H.1.Mistura de sondas (SALSA MLPA probemix P062-C2 LDLR; MRC-Holland) 
utilizada na técnica de multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA)  

Sonda SALSA MLPA 
Dimensão da sonda 

(nucleótidos) 

Posição cromossomal 

Controlo LDLR 

Fragmentos Q - controlo 64-70-76-82   

Fragmentos D - controlo 88-92-96   

Fragmento X - controlo 100   

Fragmento Y - controlo 105   

Sonda controlo 01819-L10850 136 16p13  

Sonda SMARCA4 02488-L13996 142  Montante (upstream) 

Sonda LDLR 02309-L01800 148  Exão 1 

Sonda controlo 14744-L16441 154 1q23  

Sonda LDLR 02310-L01801 160  Exão 2b 

Sonda LDLR 02311-L01802  166  Exão 11 

Sonda controlo 01114-L00383 175 5q13  

Sonda LDLR 02312-L01803 184  Exão 3 

Sonda LDLR 02313-L01804 193  Exão 12 

Sonda controlo 01116-L00620 202 8q21  

Sonda LDLR 02314-L01805 212  Exão 4ª 

Sonda LDLR 11838-L12635 220  Exão 14 

Sonda controlo 16918-L19862 229 7p14  

Sonda LDLR 02316-L01807 238  Exão 5 

Sonda LDLR 02317-L01808 247  Exão 15 

Sonda controlo 00518-L00098 256 2q13  

Sonda LDLR 02318-L01809 265  Exão 6 

Sonda LDLR 02319-L01810 274  Exão 16 

Sonda controlo 01326-L00873 283 17p13  

Sonda LDLR 02320-L01811 292  Exão 7 

Sonda LDLR 02321-L01812 301  Exão 17 

Sonda controlo 15380-L17211 310 3p22  

Sonda LDLR 02322-L09533 319  Exão 8 

Sonda LDLR 02323-L01814 328  Exão 18a 

Sonda LDLR 02324-L01815 346  Exão 9 

Sonda KANK2 02325-L01816 355  Jusante (downstream) 

Sonda controlo 01234-L12680 364 10p14  

Sonda controlo 14947-SP0234-L16680 372 6q22  

Sonda LDLR 03003-L02442 391  Exão 10 

Sonda LDLR 03004-L12681 400  Exão 13 

Sonda LDLR 10781-L11396 427  Exão 15 

Sonda LDLR 06281-L12682 436  Exão 1 

Sonda controlo 08793-L08817 445 10q21  
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Anexo I – Caracterização bioquímica e clínica da amostra 
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Tabela I.3.42 Determinações bioquímicas realizadas no aparelho Daytona, efectuadas nos 

casos-índex que constituem o grupo pediátrico 

Caso-índex Idade  Sexo 
apoE 

(mg/dL) 

apoA-II 

(mg/dL) 

apoC-II 

(mg/dL) 

apoC-III 

(mg/dL) 

c-sdLDL 

(mg/dL) 

10227 13 F 2,46 40,70 5,23 11,51 52,37 

11029 10 F 2,17 30,20 4,15 8,06 20,74 

11215 12 F 4,88 32,30 6,09 9,56 22,99 

11225 12 M 3,41 37,30 4,29 7,45 32,27 

11228 11 M 4,49c 22,50c 3,08c 6,86c 22,78c 

11258 4 M 4,04 27,10 4,92 8,91 71,81 

11280* 16 F 3,47 51,10 3,26 15,11 56,19 

11311 7 F 4,20 29,00 3,08 6,04 30,89 

11326 12 M 5,81 25,50 3,46 8,23 52,28 

11335 12 F 4,38 26,00 3,88 7,81 73,51 

11349 16 M 3,06 25,90 0,54 4,47 48,17 

12016 10 F 4,13 26,70 1,58 6,32 25,44 

12021 11 F 4,62 29,70 3,92 6,38 30,48 

12025 4 F 3,31 27,60 4,50 7,56 39,66 

12026 14 M 2,48c 19,20c 1,70c 2,90c 21,63c 

12035 11 M 2,86 33,60 3,98 5,97 34,52 

12037 16 M 5,06 30,40 4,11 9,06 63,67 
*
, caso-índex em que se estudou a hipercolesterolemia familiar, a deficiência familiar em LPL e a 

dislipidemia familiar combinada; apo, apolipoproteína; 
c
, valores presentes em tratamento;                          

c-sdLDL, colesterol associado às small dense low density lipoproteins; F, feminino; M, masculino. 

Tabela I.4.43Determinações bioquímicas realizadas no aparelho Daytona, efectuadas nos 

casos-índex que constituem o grupo de adultos 

Caso-índex Idade  Sexo 
apoE 

(mg/dL) 

apoA-II 

(mg/dL) 

apoC-II 

(mg/dL) 

apoC-III 

(mg/dL) 

c-sdLDL 

(mg/dL) 

11035 62 F 5,41c 31,00c 10,04c 16,48c 71,51c 

11230 35 F 2,62c 25,00c 2,07c 7,54c 54,84c 

11242 22 F 4,31 45,90 8,42 14,36 86,90 

11247 33 F 2,67c 36,70c 3,44c 13,55c 81,85c 

11251 30 M 1,70c 24,90c 2,78c 5,71c 26,38c 

11268* 39 M - - - - - 

11269 19 F 4,32c 33,20c 2,70c 12,43c 30,91c 

11305 42 F 1,49c 36,90c 5,37c 10,71c 44,28c 

11324* 42 F 5,27c 26,60c 8,89c 13,64c 33,30c 

11325 51 F 4,46 34,90 9,37 15,89 45,99 

11340 -d M 3,99c 29,10c 5,17c 8,82c 38,06c 

11341 -d M 2,20c 42,90c 6,20c 12,32c 22,01c 

11343 -d M 2,32c 31,80c 2,18c 4,95c 37,45c 

11344 -d M 2,33c 29,40c 3,63c 11,11c 19,81c 

11346 -d M 3,13c 42,90c 5,49c 13,75c 52,14c 

12003 44 M 5,38c 36,10c 9,17c 14,39c 94,26c 

12010 47 M 2,42 24,50 3,55 5,72 55,06 

12013 36 F 4,05c 26,80c 4,54c 8,04c 79,09c 

12029* 40 M 4,43c 32,00c 9,93c 16,13c 98,31c 

12040 61 F 5,65c 26,60c 8,08c 12,99c 80,98c 

12041 58 M 4,71c 43,50c 9,55c 20,19c 101,31c 

12058 49 M 1,66c 16,80c 3,45c 7,05c 23,75c 

12060* 43 M 4,19c 8,00c 5,65c 12,16c 31,99c 
*
, casos-índex em que se estudou a hipercolesterolemia familiar, a deficiência familiar em LPL e a 

dislipidemia familiar combinada; apo, apolipoproteína; 
c
, valores presentes em tratamento;                          

c-sdLDL, colesterol associado às small dense low density lipoproteins;
 d

, embora não se tivesse informação 

sobre a idade, considerou-se, a partir das árvores genealógicas da família, que se tratava de um adulto;       

F, feminino; M, masculino. 

 


