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_Resumo

A Hipercolesterolemia Familiar (FH) € uma doenga genética associada a
um elevado risco cardiovascular. Doentes com FH possuem valores muito
elevados de colesterol no plasma, desde o nascimento. Até a data 3 genes
foram associados a FH: LDLR (85-90%), APOB (5-8%) e PCSK9 (1-2%). Em
1999 foi estabelecido, no Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge,
o Estudo Portugués de Hipercolesterolemia Familiar (EPHF). Este estudo de
investigagao tem como objetivo principal identificar a causa genética da
dislipidemia em doentes com critérios clinicos de FH. O EPHF identificou
molecularmente 718 doentes heterozigotos com uma variante patogénica
ou provavelmente patogénica (segundo as diretrizes da ACMG) num dos 3
genes associados & FH. Adicionalmente, 90 individuos possuem uma das
35 variantes de significado incerto cuja patogenicidade necessita de ser
avaliada através de estudos funcionais. Foram também identificados 10 ho-
mozigotos (3 homozigotos verdadeiros e 7 heterozigotos compostos), com
variantes patogénicas nos genes LDLR e PCSK9. O EPHF conseguiu identi-
ficar 3,8% dos portugueses que se calcula terem FH, colocando Portugal
entre os dez paises com mais doentes identificados. O risco cardiovascular
dos doentes com FH é determinado pelos valores elevados de colesterol
que os doentes apresentam desde o nascimento, mas também pela patoge-
nicidade da variante identificada. A identificagdo precoce dos doentes
com FH, através do diagnostico genético, permite ao clinico implementar
medidas terapéuticas adequadas e mais agressivas, de modo a diminuir o
risco cardiovascular inerente a estes doentes.

_Abstract

Familial Hypercholesterolemia (FH) is a genetic disorder associated with
a high cardiovascular risk. Patients with FH have very high plasma choles-
terol values since birth. Until now three genes have been associated to FH:
LDLR (85-90%), APOB (5-8%) and PCSK9 (1-2%). In 1999 the Portuguese
FH (PFHS) Study was established at the National Institute of Health. This
study aims to identify the genetic cause of dyslipidemia in patients with
clinical diagnosis of FH. The Portuguese FH Study genetically identified 718
heterozygous patients with a pathogenic or probably pathogenic variant
(according to ACMG guidelines) in one of the 3 genes associated to FH. In
addition, 90 individuals have one of 35 variants of uncertain significance
whose pathogenicity needs to be assessed through functional studies. Ten
homozygotes (3 true homozygotes and 7 heterozygous compounds) were
also identified, with pathogenic variants in the LDLR and PCSK9 genes.
The PFHS was able to identify 3.8% of the Portuguese that are estimated to
have FH, placing Portugal among the ten countries with the most patients
identified. The cardiovascular risk of FH patients is determined by the

high cholesterol values present since birth, but also by the pathogenicity
of the identified variant. The early identification of these patients through
genetic diagnosis allows the clinician to implement appropriate and more
aggressive therapeutic measures in order to reduce the cardiovascular risk
inherent to these patients.

_Introdugéo

A Hipercolesterolemia Familiar (FH) é uma doenca genética
(autossémica dominante) comum do metabolismo lipidico, que
possui um elevado risco cardiovascular. A forma heterozigotica
tem uma frequéncia de 1/200-1/500, e a forma homozigética é
mais rara (1/300.000-1/1000.000) ().

Os doentes com FH caracterizam-se, clinicamente, por possu-
irem valores muito elevados de colesterol total (CT) e coleste-
rol LDL (c-LDL) no plasma, presentes desde o nascimento (2),
Como consequéncia, quando nédo estdo identificados nem
tratados, estes doentes possuem um risco muito elevado
de desenvolver aterosclerose e doenga cardiovascular pre-
matura (3:4).

Até a data, 3 genes foram associados a FH: o gene LDLR,
que apresenta a maior frequéncia de mutagoes (85-90% dos
casos) (%), e em menor frequéncia, o gene APOB (5-8%) (6)
e 0 gene PCSK9 (1-2%) (7). No entanto, a interpretagéo do
significado clinico das variantes encontradas nestes genes
nem sempre ¢ facil. Em 2015, a American College of Medical
Genetics and Genomics (ACMG), emitiu uma diretriz para a
classificacdo das variantes genéticas para ser usada no diag-
nostico molecular de doengas genéticas. Nos 3 genes que se
sabe que causam FH, estdo descritas 2104 variantes diferen-
tes mas em apenas 166 das variantes a sua patogenicidade
foi comprovada por estudos funcionais in vitro. Aplicando-se
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as diretrizes American College of Medical Genetics and Ge-
nomics (ACMG), apenas 1097/2014 das variantes descritas
sdo consideradas patogénicas ou provavelmente patogéni-
cas (likely pathogenic) (8).

Uma vez que existe um diagndstico genético e tratamento ade-
quado para esta doenga, a Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) recomenda o rasteiro universal da FH desde 1998 (9).
No entanto, em Portugal este rastreio nao existe e o beneficio
em identificar estes doentes precocemente nao é devidamente
reconhecido. Foi baseado nesta recomendacdo da OMS que,
em 1999, foi estabelecido, no Instituto Nacional de Saude Dou-
tor Ricardo Jorge (INSA), o Estudo Portugués de Hipercoleste-
rolemia Familiar (EPHF) (10),

_Objetivos

O EPHF é um estudo de investigacao, desenvolvido e promovi-
do pelo INSA, financiado por varias entidades publicas e priva-
das. Tem como principal objetivo identificar a causa genética
da dislipidemia em doentes com critérios clinicos de FH, tendo
para tal implementado o diagnostico genético da FH em Por-
tugal. E também objetivo deste estudo a determinacéo da pa-
togenicidade das variantes encontradas através de estudos
funcionais in vitro e a caracterizacdo da patofisiologia da do-
enca cardiovascular (DCV) nestes doentes.

_Material e métodos

Foram referenciados para este estudo, até a presente data,
um total de 856 casos index com diagndstico clinico de FH
e 1787 familiares. O estudo molecular de FH tem sido reali-
zado em 5 fases. Fase |: pesquisa das variantes patogénicas
mais comuns no gene APOB (ex0es 26 e 29) e pesquisa de
variantes no gene LDLR (completo); fase Il: pesquisa de gran-
des rearranjos (delecdes ou duplicacdes) no gene LDLR por
MLPA; fase Il pesquisa das variantes patogénicas mais co-
muns no gene PCSK9 (5 exdes); fase IV: pesquisa de varian-
tes no gene APOB (completo); fase V: estudos funcionais (in
vitro) de variantes de patogenicidade desconhecida nos ge-
nes LDLR, APOB ou PCSK9.
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_Resultados

O EPHF identificou molecularmente 718 doentes heterozi-
gotos (281 casos index + 437 familiares), criangas e adul-
tos, com uma variante potencialmente patogénica num dos
3 genes associados a FH: LDLR, APOB ou PCSKO. Estas va-
riantes incluem variantes classificadas como patogénicas ou
provavelmente patogénicas, segundo as diretrizes da ACMG.
Adicionalmente, foram ainda identificados 90 individuos (45
casos index + 45 familiares) que possuem uma das 35 varian-
tes de significado incerto (VUS, do inglés variant of unknown
significance) cuja patogenicidade necessita de ser avaliada
através de estudos funcionais; estes estudos estdo em curso
(tabela 1). Foram também identificados 10 doentes homo-
zigotos (3 homozigotos verdadeiros e 7 heterozigotos com-
postos); 9 possuem variantes patogénicas no gene LDLR e
um possui duas variantes patogénicas no gene PCSK9. Estes
doentes com FH, identificados geneticamente, encontram-
se de momento a receber aconselhamento e tratamento de
acordo com a sua patologia.

Em cerca de 60% dos individuos estudados nao foi possivel
determinar a causa genética da sua hipercolesterolemia. Estes
individuos poderdo ter outra doenga do metabolismo lipidico,
fenotipicamente semelhante a FH, como a deficiéncia em lipa-
se acida lisossomal (LALD) (1), e uma pequena percentagem
poderé ter um defeito genético num gene ainda por identificar.

Na populacéo portuguesa foram identificadas um total de 189
variantes. As variantes encontradas, na sua grande maioria,
ja foram descritas noutros paises. A variante patogénica mais
comum na populagao portuguesa é a p.(Ala431Thr) no gene
LDLR, identificada em 11% dos casos e é comum em doen-
tes do litoral alentejano. A segunda variante mais comum na
nossa populagao € a p.(Asp224Asn), identificada em 7% dos
casos, € bastante comum na regido do Algarve. Outra varian-
te muito frequente na populagao portuguesa (6%), comum no
norte do pais, é uma delecao de grande parte do gene LDLR
(Pr_ex2+ex8_ex12del)
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Tabela 1: £ Variantes de significado incerto (VUS) identificadas
na populagdo portuguesa.

Gene cDNA Proteina
LDLR €.292G>C p.(Gly98Arg)
LDLR c.1432G>A p.(Gly478Arg)
LDLR c.1027G>A p.(Gly343Ser)
LDLR c.1876G>A p.(Glu626Lys)
LDLR c.1A>C p.(MetiLeu)
LDLR c.265T>C p.(Cys89Arg)
LDLR ¢.1455C>G p.(His485GIn)
LDLR c.1840T>A p.(Phe614lle)
LDLR c.241C>T p.(Arg81Cys)
APOB ¢.5690G>A p.(Arg1897His)
APOB c.10679A>G p.(Tyr3560Cys)
APOB ¢.9835A>G p.(Ser3279Gly)
LDLR c.1325A>G p.(Tyr442Cys)
APOB €.5599C>T p.(Arg1867Trp)
APOB €.7853T>C p.(lle2618Thr)
APOB €.6639_6641del p.(Asp2213del)
LDLR ¢.473C>G p.(Ser158Cys)
LDLR ¢.1403T>A p.(Val468Asp)
LDLR ¢.1960C>T p.(Leu654Phe)
LDLR c.1088C>A p.(Thr363Asn)
LDLR €.2397_2411del p.(Val800_Leu804del)
APOB c.13158del p.(Glu4387Asnfs*7)
LDLR €.1833_1841del p.(Leu611_Val613del)
LDLR ¢.1618_1620del p.(Ala540del)
LDLR €.1352T>C p.(lle451Thr)
LDLR €.1846-?_2311+?dup (EX13_15dup)

LDLR c.1463T>C p.(le488Thr)
LDLR c1474G>A p.(Asp492Asn)
LDLR ¢.799G>A p.(Glu267Lys)
LDLR ¢.15685G>C p.(Gly529Arg)
LDLR c.185C>T p.(Thr62Met)
LDLR €.1499T>C p.(Val500Ala)
APOB €.5066G>A p.(Arg1689His)
LDLR c.487C>T p.(Arg163Cys)
LDLR ¢.1897C>T p.(Arg633Cys)
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que leva a uma auséncia total de recetores das LDL. Em 21%
dos doentes foram identificadas outras 5 variantes que surgem
também com frequéncia na nossa populagao (3-5%). Nos res-
tantes 55% dos doentes foram encontradas variantes isoladas.

_Conclusoes

A FH é uma doenca genética associada a um risco elevado
de DCV prematura. Esse risco é determinado pelos valores
elevados de colesterol que estes doentes apresentam desde
0 nascimento, mas também pela patogenicidade da varian-
te identificada (12). A identificacéo clinica é o primeiro passo
mas a identificacao, correta e definitiva, destes doentes s6 é
possivel através do diagnoéstico genético. Num estudo recen-
te verificou-se que individuos com mutagoes funcionais, num
dos trés genes que causam FH, possuem um risco 16 vezes
superior de sofrer uma DCV prematura quando comparados
com individuos com os mesmos valores de ¢c-LDL mas sem
mutacao funcional (4.

Deste modo, torna-se muito importante a identificacdo precoce
dos doentes com FH pois permite ao clinico implementar medi-
das terapéuticas adequadas e mais agressivas, de modo a di-
minuir o risco cardiovascular inerente a estes doentes.

O EPHF conseguiu, até a data, identificar 3,8% dos 20.000
portugueses que se calcula terem FH (com base na prevalén-
cia de 1/500); esta situacao de subdiagnéstico é semelhan-
te em todos os paises, no entanto, Portugal esta entre os dez
paises com mais casos identificados.
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