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RESUMO

Introdugdo: A hipercolesterolemia familiar (FH) é uma patologia genética, caracterizada clinicamente
por um aumento dos niveis de colesterol-LDL (c-LDL) no plasma, sendo maioritariamente causada por
mutacdes no gene do receptor das LDL (gene LDLR). Mutag¢Ges missense nos genes APOB ou PCSK9
podem causar fenétipos semelhantes. A FH sozinha ou em conjugacdo com outros factores de risco
cardiovasculares pode promover o desenvolvimento de doencas cardiovasculares (DCVs) prematuras.
De acordo com a frequéncia da doenca (1:500 individuos) estima-se que em Portugal existam cerca de
20.000 doentes com FH, porém esta encontra-se sub-diagnosticada. Até a data, apenas foram
diagnosticados aproximadamente 550 doentes. O método de cascade screening (CS) permite a rapida
identificacdo de individuos com FH numa familia e foi descrito como custo-efectivo na identificacdo de
novos doentes com FH.

Objectivos: O principal objectivo deste trabalho foi, através do CS, aumentar o nimero de casos
identificados com FH. Pretendeu-se ainda realizar a caracterizacdo bioquimica de casos index e
respectivos familiares com FH, a fim de tentar correlacionar o gendtipo e o fendtipo destes e
compreender de que forma a FH e outros factores de risco cardiovascular influenciam o
desenvolvimento de DCVs nesta populagdo.

Métodos: Para alcancar os objectivos propostos, estudaram-se 45 familias, perfazendo um total de 194
individuos, 45 casos index (cujo estudo molecular ja havia sito realizado) e 149 familiares. As amostras
de soro de casos index e familiares foram analisados por electroforese de lipoproteinas para avaliacdo
da presenca de sdLDL e por métodos enzimaticos e colorimétricos automatizados para determinar a
concentracdo de sdLDL e outras apolipoproteinas no soro. Apds extraccdo de DNA dos familiares
realizou-se a amplificacdo e sequencia¢do dos exdes em que se detectou uma mutagdo no respectivo
caso index (gene LDLR, APOB). Foi ainda determinado o gendtipo APOE de todos os individuos
estudados. Os resultados da sequenciacdo foram analisados através do software staden package. Por
fim realizou-se uma andlise estatistica de forma a interpretar os resultados obtidos.

Resultados: A partir do estudo molecular aos 149 familiares, foram diagnosticados com FH 83
individuos (20 criangas e 63 adultos). Determinou-se que 71,79% das criangas e 76,62% dos adultos
apresentam um gendtipo APOE E3/E3, ndo se obtendo diferencas estatisticamente significativas entre
os diferentes alelos e o perfil bioquimico. Relativamente a estratificagdo das sdLDL, 65,52% das
criangas e 72,88% dos adultos apresentam, maioritariamente, subfraccGes maiores e menos densas
das LDL. Observou-se ainda que os niveis de Lipoproteina(a) sdo tendencialmente superiores em
individuos com DCV. Da amostra total, 47,93% dos individuos com FH ndo estdo ainda medicados.
Porém, mesmo os individuos medicados apresentam um perfil lipidico de risco para o desenvolvimento
de uma DCV prematura.

Conclusdao: O CS é um método cujo custo-beneficio é extremamente eficaz. Sendo, no entanto,
necessario, aumentar a adesao dos familiares. O CS permite identificar precocemente individuos com
FH, que apresentam elevado risco cardiovascular, necessitando de intervengdes farmacoldgica e de
controlo de outros factores de risco adequadas. Os resultados obtidos demonstram que mais de 50%
dos casos ndo tem o seu risco cardiovascular controlado, sendo essencial uma melhor compreensdo

sobre a dindmica existente entre as DCVs e a FH.

Palavras-chave: Hipercolesterolemia Familiar, mutagdes, colesterol-LDL, Doengas Cardiovasculares prematuras.
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ABSTRACT

Title: Biochemical and Molecular study of Families with Familial Hypercholesterolaemia.
Introduction: Familial Hypercholesterolemia (FH) is a genetic condition, clinically characterized by
increased levels of LDL-cholesterol circulating in plasma and is mainly caused by mutations in receptor
LDL (LDLR gene), but missense mutations in APOB and PCSK9 genes may also cause similar phenotypes.
FH combined with the presence of other cardiovascular risk factors, may promote the development of
premature cardiovascular diseases (CVD). According to the frequency of FH (1:500 individuals)
estimated in Portugal, there are about 20.000 cases of FH, but is under-diagnosed. To date, only
approximately 550 FH patients were identified. The Cascade Screening (CS) method allows the rapid
identification of FH individuals with a family and was described as a cost-effective method to identify
new FH patients.

Objectives: The main goal of this work is, through CS, increase the number of individuals diagnosed
with FH. It is also proposed to perform a biochemical characterization of index cases with FH and their
relatives to try to correlate genotype and phenotype of these subjects and understand how the FH and
other cardiovascular risk factors may influence the development of CVD in our population.

Methods: To achieve these objectives we studied 45 families in a total of 194 individuals: 45 index
cases (whose molecular study had already been done) and 149 relatives. Serum samples from index
cases and relatives were analyzed for lipoproteins by electrophoresis and stratification of sdLDL.
Through an automated enzymatic and colorimetric methods were quantified sdLDL and others
apolipoproteins in serum samples, respectively. After de DNA extraction of relatives, the amplification
and sequencing of the exon in which a mutation was detected in the respective index case (LDLR or
APOB gene) was performed. It was further determined the APOE genotype for all the subjects in study.
The sequencing results were analyzed using staden package software. At last, was performed a
statistical analysis in order to interpret the results.

Results: From the molecular study of 149 relatives, 83 were diagnosed with FH (20 children and 63
adults). It was determined that 71,79% of the children and 76,62% of the adults have E3/E3 APOE
genotype. Through the sdLDL stratification, it was observed that 65.52% of children and 72.88% of
adults have, mostly sub fractions larger and less dense LDL. It was also observed that the levels of
Lipoprotein(a) tends to be higher in subjects with CVD. Of the total sample, 47,93% of individuals with
FH are not yet treated. However, even individuals taking medication have a lipid risk for the
development of a premature CVD.

Conclusion: CS is a extremely cost-effective method. However, is necessary the increase of relatives
adherence. The CS allows the early identification of individuals with FH who have high cardiovascular
risk, requiring pharmacologic intervention and control of other cardiovascular risk factors. The results
show that over than 50% of cases do not have their cardiovascular risk controlled and so is essential a

better understanding of the dynamics between the CVD and FH.

Keywords: Familial Hypercholesterolemia, mutations, LDL-cholesterol, premature cardiovascular disease.
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1.Introducdo

1. INTRODUCAO

1.1. DoOENCAS CARDIOVASCULARES

Numa era em que a reducdo da mortalidade relacionada com as doencas infecciosas é cada vez
menor e a esperan¢ca média de vida das popula¢des cada vez maior, as doengas cardiovasculares
(DCV), por sua vez, continuam a aumentar, sendo consideradas epidémicas devido a sua elevada
prevaléncia. Representando uma das principais causas de morbilidade e mortalidade nos paises
desenvolvidos, incluindo Portugal, estas doencas estdo associadas a elevados custos sociais.[1-2]
Segundo a Organizacdo Mundial de Sadde (OMS), em 2010, as DCVs foram responsaveis por cerca de
37% das mortes em todo o mundo, estimando ainda que em 2030, cerca de 23,6 milhdes de pessoas
poderdo ser vitimas de DCVs.[2-5]

As DCVs sdo um grupo de doencgas complexas e multifactoriais, que afectam o sistema
circulatério, nomeadamente o coragdo e os vasos sanguineos, sendo representadas por vdrias
patologias, como o enfarte agudo do miocardio, o acidente vascular cerebral (AVC) e a paragem
cardiaca. Para além disso, as DCVs podem ainda provocar morte subita. Cerca de 80% das DCVs
observadas dizem respeito a enfartes agudos do miocardio, acidentes isquémicos transitdrios e AVCs
isquémicos.[1]

Estas doencas resultam da interac¢do entre diversos factores que promovem uma evolucdo
silenciosa da doenca que se manifesta tardiamente, muitas vezes com consequéncias graves e
irreversiveis. E preciso desta forma implementar estratégias de prevencdo para evitar a propensio e

aparecimento prematuro destas doengas.[6]

e Factores de Risco Cardiovascular

Um factor de risco cardiovascular é uma condi¢ao que, estatisticamente, parece estar associada
ao aumento do risco de desenvolver uma determinada doencga cardiovascular. Assim, a presenca de
um determinado factor de risco aumenta a probabilidade de desenvolver uma doenga, porém, a
auséncia de factores de risco conhecidos como tal ndo invalida a possibilidade de desenvolver uma
DCV.[6]

O aparecimento e desenvolvimento das DCVs tem, desta forma, a influéncia de diversos factores
de risco, entre estes, os fixos, metabdlicos e ambientais, bem como factores de protecgdo, listados
na tabela 1.1, assim como da interacgao entre os mesmos.

Tabela 1.1 - factores que influenciam o desenvolvimento da doenga cardiovascular.
Factores de risco

Factores de protecgao

Factores fixos Factores Metabdlicos Factores Ambientais
- Idade; - Dislipidemias; - Habitos tabagicos - Colesterol HDL
- Sexo (hormonas sexuais); - Obesidade; - Dieta desequilibrada - Exercicio fisico
- Perfil genético - Pressdo arterial elevada | - Consumo excessivo de alcool - Estrogénio
- Diabetes; - Sedentarismo

- Stress Oxidativo;
- Lipoproteina a;
- Fibrinogénio

Adaptado de [7-9].
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1.Introducdo

E importante compreender entdo que existem factores fixos, que n3o sdo modificaveis e, dessa
forma, influenciam o desenvolvimento das DCVs. Quanto aos factores bioldgicos e ambientais, a sua
influéncia é dependente da sua continuidade, tratando-se de uma relacdao “dose-resposta”.[7]

Relativamente aos factores fixos, a idade parece ser um dos factores mais preditivos no
desenvolvimento das DCVs. De facto, parece que quanto mais avangada for a idade de um individuo,
maior o seu risco cardiovascular, especialmente porque o aumento da idade estd sempre associado
ao aumento de outros factores de risco, como o sedentarismo e o aumento dos valores lipidicos. Ja
as hormonas sexuais parecem proteger as mulheres até a idade da menopausa, dado que o
estrogénio parece estar associado a niveis superiores de colesterol-HDL, ao contrdrio dos
androgénios que parecem aumentar o risco de desenvolvimento de DCVs.[7]

As DCVs podem resultar da interaccdo entre alteracbes em apenas um gene (doencas
monogénicas) ou em mais do que um gene (doencas poligénicas), com factores ambientais,
dificultando a determinacdo da sua causa. A Hipercolesterolemia Familiar, que ird ser referida em
1.4., é um exemplo de uma doenca monogénica, sendo, por isso, mais simples de determinar ainda
gue o seu fendtipo seja modulado por outros factores de risco.[5-7]

A histdria familiar representa as contribuicdes e interac¢des Unicas, gendmicas e ecoldgicas que
afectam o perfil metabdlico da vida dos individuos de uma familia, sendo a histéria familiar de DCVs
um factor preditivo do risco cardiovascular de um individuo. Assim, na presenca de factores de risco
genéticos que ndao podem ser modificdveis é necessario reduzir o impacto de todos os outros
factores de risco modificaveis.[5-7, 9]

Relativamente aos factores de risco metabdlicos e ambientais, estes podem, na maioria dos
casos, ser modificaveis, quer por alteracdo de estilos de vida, quer pela aplicacdo de terapéuticas.
Geralmente estes factores interagem entre si, aumentando a predisposicdo para as DCVs, por
exemplo, uma alimentacdo rica em gorduras saturadas pode conduzir ao aumento dos niveis de
colesterol no plasma, promovendo dislipidemias, que, por si, também sdo um factor de risco para o
desenvolvimento das DCVs. Também o sedentarismo, proporciona a obesidade que, por sua vez,
pode conduzir a um aumento dos valores de LDL (lipoproteina de baixa densidade) ou ao
desenvolvimento da hipertensao que, por sua vez, pode levar ao aparecimento de uma DCV.[7]

Para além dos valores de LDL e HDL (lipoproteina de elevada densidade), niveis elevados de
Lipoproteina(a), que sera referida em 1.3.2, tem sido associado como um factor risco cardiovascular
emergente. Os valores desta lipoproteina sdo determinados maioritariamente por factores genéticos
e independentes da maioria dos factores de risco, como a idade ou a dieta.[10]

As dislipidemias sdo um dos principais factores de risco para as DCVs uma vez que promovem a
deposicdo de lipidos e outras substancias na parede dos vasos sanguineos (aterosclerose). Esta
deposicdo, por sua vez, promove o bloqueio do fluxo sanguineo até ao coracdo ou cérebro, levando a

eventos agudos como enfartes agudos do miocardio e a AVCs isquémicos.[4, 7]
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1.1.1. ATEROSCLEROSE

A aterosclerose, considerada actualmente uma epidemia, é promotora de uma elevada taxa de
morbilidade e mortalidade nos paises desenvolvidos. Esta é uma doenca sistémica, inflamatdria e
crénica do sistema arterial, caracterizada pela reducao do diametro das artérias, levando a reducao
do fluxo sanguineo, desde as artérias até ao musculo cardiaco, ao proporcionar o aumento da
resisténcia a passagem do sangue.[18]

Esta patologia desenvolve-se e progride durante anos, iniciando-se em idades jovens e de forma
assintomatica.[12] As manifestac¢des clinicas surgem, na maioria dos casos, entre os 50 e os 70 anos
de idade, ainda que, por vezes, possam ser detectadas em idades mais precoces, geralmente num
estadio irreversivel aguando o aparecimento de um acidente vascular cerebral (AVC), enfarte agudo
do miocardio (EAM) ou até mesmo morte subita.[4, 12-13]

O desenvolvimento da aterosclerose é, desde o século XIX, associada a deposicdo de substancias
celulares e extracelulares na parede das artérias, nomeadamente colesterol e outros lipidos, tecido
muscular liso, macréfagos, linfdcitos, tecido conjuntivo, depdsitos de célcio e células espumosas
(células derivadas de macréfagos que contém colesterol livre e esterificado) que se acumulam
formando placas de ateroma, num processo denominado aterogénese, representado na figura
1.1.[8]

I Ruptura Calcificagdio  Placa de Efatet

Normal  Inicio interna inicial Calcificagét\:/ulnerabi“dadeRLDtbra Trombose  miocardio Cbstrugéo

kel AteriR AR ARt Lpnsd Bt NGt weeneR BEnad et

B By 5 5 B

B\l TR
m“&%mm m

Globulos],
Brancos

Globuos  pidcs  Cicatriz
Vermelhos lipidica

EstriaLipidica

~ Plaquetas e
Glébulos Brancos Fibrina

Inflamag&o e calcificagdo

Desenvolvimento de cicatriz e calcificagéo

Figura 1.1 - Mecanismo de aterogénese. Adaptado de [14].

A aterogénese é um processo complexo caracterizado pelo aparecimento e desenvolvimento
progressivo das lesGes de aterosclerose, através da calcificacdo e formagcdo de uma massa sobre a
parede interior das artérias, geralmente de pequeno e médio calibre, levando a um endurecimento e
estreitamento destas. Ainda que se pense que é a forte corrente sanguinea que ajuda a manter as
artérias desobstruidas, nas zonas de fluxo complexo, onde existem bifurcacdes, curvaturas e jungdes
tipo-T, tendem a formar-se remoinhos e, consequentemente infiltrar-se as substancias referidas que,
com o tempo, vdo formando a placa de forma irregular. Estas placas apresentam elevada
susceptibilidade para erosdo, ruptura, seguida de trombose com libertacdo de codgulos na corrente
sanguinea que, por sua vez, podem ser responsaveis pelo bloqueio de qualquer outro vaso,
provocando embolias em diferentes érgdos, nomeadamente no cérebro, podendo desencadear um

AVC. Quando este processo ocorre nas artérias corondrias pode ocorrer uma trombose corondria,
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causa mais comum de um EAM. Sendo o miocardio privado de oxigénio e, dependendo da duragdo,
pode ocorrer uma lesdao ou morte das células cardiacas.[12, 15]

A lipoproteina de baixa densidade (LDL) tem sido associada ao desenvolvimento dos processos
pro-aterotrombéticos, incluindo o desenvolvimento da disfungao endotelial, inflamagdo, formacao
de células esponjosas assim como as sequelas trombdticas seguidas de ruptura das lesGes
aterosclerdticas. Desta forma, as dislipidemias sdo um dos principais factores de risco responsdveis
pelo desenvolvimento da aterosclerose e das suas consequéncias. Porém, é preciso referir que esta
contribuicdo é complexa. De facto, a aterosclerose é, tal como a DCV, uma patologia multifactorial,
estando associada a vdrios factores de risco como a hipertensao e os habitos tabagicos e a interac¢do
entre os mesmos. Desta forma, individuos com valores normais de LDL, mas com presenca de outros
factores de risco, podem igualmente desenvolver a aterosclerose e, consequentemente, uma
DCV.[15-16]

1.2. PERFIL LIPIDICO E LIPOPROTEINAS

Os lipidos, nomeadamente o colesterol, sdo essenciais para o bom funcionamento do organismo.
Estdo presentes em todos os tecidos, sdo constituintes das membranas celulares e ainda
fundamentais para diversos mecanismos bioquimicos, sendo precursor de hormonas esteroides e
acidos biliares, para além de funcionarem como reservas energéticas.[17]

Em individuos sem alteracées genéticas, cerca de 70% do colesterol é obtido por sintese celular
no figado (colesterol enddgeno). O restante é proveniente da dieta (colesterol exdgeno), absorvido
pelo intestino e transportado para o figado, onde é metabolizado para ser utilizado em tecidos
adjacentes. O seu excesso é armazenado em tecidos adiposos e pode ser bastante nefasto para a
saude, nomeadamente no desenvolvimento da referida aterosclerose e suas consequéncias, através
da sua acumulagao em locais indesejados de onde dificilmente é removido. Desta forma, alteragdes
ao perfil lipidico “normal” tém sido associados como factor de risco no desenvolvimento de
DCVs.[11-12, 18] No anexo |, tabela I.1, encontram-se os valores séricos do perfil lipidico normal, de
risco moderado e de risco elevado para o desenvolvimento das DCVs.

Os lipidos sdao moléculas organicas, insollveis em agua e, consequentemente, no sangue. No
organismo, estas moléculas sdo transportadas através da sua ligagcdo a lipoproteinas plasmaticas,
circulando no organismo através das vias metabdlicas destas. Assim, para ser transportado, o
colesterol é esterificado com acidos gordos e inserido no nucleo hidrofébico das lipoproteinas. As
lipoproteinas, cuja estrutura esta representada na figura 1.2, dizem respeito a complexos de lipidos e
proteinas (apolipoproteinas) varidveis em tamanho, densidade e concentragdo dos componentes
lipidicos e proteicos.[19]

Desta forma, existem seis classes destes lipidos plasmaticos: as quilomicras, as VLDL
(lipoproteinas de muito baixa densidade), as IDL (lipoproteinas de densidade intermédia), as LDL
(lipoproteinas de baixa densidade), as HDL (lipoproteinas de elevada densidade) e a Lp(a)

(Lipoproteina a).[19, 21]
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Figura 1.2 — representagdo esquematica da estrutura de uma lipoproteina. Adaptado de [20].

Estas lipoproteinas apresentam ainda diferentes fun¢bes, determinadas pelo seu ponto de
sintese. A sua composicao lipidica e o seu conteddo em apolipoproteinas sao igualmente variaveis,

tal como se pode observar na tabela 1.2.[17, 19, 22]

Tabela 1.2 - caracteristicas das lipoproteinas humanas.

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
Pelo Molecular 0,4-30x10°  5-10x10° 3,9-4,8x10° 2,75x106 1,83,6x105  2,9-3,7x10°
(Daltons)
Didmetro (nm) >70 25-70 22-24 19-23 4-10 25-30
Razdo lipido-proteina 99:1 90:10 85:15 80:20 50:50 75:25-64:36
Triglicéridos Esteres de
Principais lipidos Triglicéridos  Triglicéridos endodgenos e Esteres de , .
. . , Fosfolipidos colesterol e
transportados exogenos endogenos ésteres de colesterol .
fosfolipidos
colesterol
A-l
B-48 B-cl-?o Al
Apolipoproteinas c C-ll B-100 B-100 A-ll (a)
C-ll E B-100
C-1l E
C-ll £
E
Catabolismo das
Catabolismo Catabolismo VLDL e
Fontes Intestino Figado das VLDL e quilomicras: Figado
A das VLDL ,
quilomicras figado e
intestino

Adaptado de [17, 23]

1.2.1. APOLIPOPROTEINAS

As apolipoproteinas auxiliam a estabilizagdo e a solubilizagdo das lipoproteinas presentes em
circulagdo. No metabolismo lipidico, permitem a manuten¢do da integridade estrutural das
lipoproteinas, actuam como cofatores enzimdticos e ainda como ligandos para os receptores
celulares das lipoproteinas.[23]

As apolipoproteinas C-l (apoC-1), C-Il (apoC-Il) e C-lll (apoC-lll), tal como indicado na tabela 1.2,
encontram-se nas quilomicras e VLDL. A apoC-Il apresenta um importante papel na activa¢cdo da
enzima Lipoproteina Lipase (LPL) nos capilares dos adipdcitos, musculo-esquelético, cardiaco e
tecidos mamarios, permitindo a libertagdo de acidos gordos nestes tecidos. A apoC-IIl parece ter a

fungdo inversa, inibindo a actuagdo desta enzima.[19]
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A apolipoproteina B (apoB) existe nas formas apoB-100 e apoB-48, ambas o resultado da
traducdo do mesmo gene estrutural, sendo a primeira o produto completo da traducdo do gene
APOB e constituido por 4563 aminodcidos (aa) e a segunda por 2180 aa, resultante de uma
modificagdo pds-transcricional do mRNA (acido ribonucleico mensageiro) da apoB-100.[17]

As LDL, devido a presenga de apoB-100 na sua composi¢do, sdo reconhecidas pelos receptores
das LDL (LDLR) que estdo presentes em tecidos hepdticos e extra-hepaticos. As LDL sdo removidas da
circulacdo através da sua internalizacdo com os seus receptores hepaticos (LDLR) nestes tecidos,
sendo ainda responsaveis pela captacdo e transporte de colesterol, para tecidos e 6rgdos extra-
hepaticos, seguindo-se a internalizacdo e hidrdlise destas lipoproteinas e consequente libertacdo do
colesterol transportado, de modo a que este possa realizar as suas fun¢Oes nestes drgdos. AlteracGes
na apoB, assim como no seu receptor celular (LDLR), sdo causas de Hipercolesterolemia Familiar, que
se ird referirem 1.4.[12, 22, 24-26]

As apolipoproteinas A-l (apoA-1) e A-Il (apoA-Il) sdo constituintes das HDL. A apoA-| é sintetizada
no figado e no intestino e actua como cofactor para a lecitina colesterol:aciltransferase (LCAT,
lecithin-cholesterol acyltransferase), sendo responsavel pela esterificacdo do colesterol livre nas
particulas de HDL. Encontram-se ainda envolvidas no transporte reverso do colesterol uma vez que
sdo o ligando da cassete ATP-binding (ABCA1, ATP-binding cassette protein 1) — transportador que
promove o efluxo de colesterol livre e fosfolipidos das células.[17,19]

A apolipoproteina E (apoE) esta presente nas quilomicras e quilomicras remanescentes, nas
VLDL, nas IDL e também nas HDL, sendo essencial na formagdo das VLDL e quilomicras. Esta
apolipoproteina desempenha um papel importante no metabolismo do colesterol e dos triglicéridos,
mediando a remoc¢do do colesterol através da sua ligacdo ao LDLR, que reconhece esta
apolipoproteina como acontece com a apoB. O estudo dos polimorfismos do gene APOE, que se ird
referir em 1.3.1., possibilita também estratificar o risco para as DCVs, ja se conhecendo associagées
entre os seus polimorfismos e os niveis de lipidicos plasmaticos em circulacdo e, por sua vez, o
desenvolvimento de DCVs.[17, 22]

Por fim, a apolipoproteina a (apo(a)), componente da Lipoproteina(a) é estruturalmente
diferente das outras apolipoproteinas, sendo hidrofilica e constituida por estruturas repetidas em
loop denominadas kringles que contém entre 77 a 79 aminodacidos (aa) e ligadas por regides de 26 a
36 aa. Para além disso, a apo(a) esta ligada por pontes de dissulfureto a uma molécula apoB e o seu
peso molecular é varidvel, tendo em conta o nimero de repeticGes das kringles que pode variar de
12 a 50. A Lipoproteina(a) tem sido associada a um elevado risco cardiovascular, como se ira referir
em 1.3.2., pelo que valores plasmaticos elevados desta lipoproteina podem ser responsaveis por uma

maior probabilidade de desenvolver uma doenca cardiovascular.[21, 27-29]

1.2.2. SUBFRACOES LIPOPROTEICAS: SMALL-DENSE LDL

Cada uma das classes de lipoproteinas referidas apresenta subfrac¢des caracterizadas pelas

diferengas existentes no seu tamanho, na sua densidade e na sua composi¢ao quimica.[24]
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As LDL apresentam uma grande heterogeneidade a nivel do seu tamanho e densidade, sendo
estas subfrac¢des denominadas de LDL-1 a LDL-7 variando de tamanho de maior e menos denso para
menor e mais denso respectivamente. As LDL de menor tamanho e maior densidade sdo
denominadas sdLDL (small dense LDL) e sdo uma caracteristica distintiva das dislipidemias. Estas
parecem apresentar um maior potencial aterogénico, tendo sido recentemente identificadas como
marcadores de risco das DCVs. Por esta razao é muito importante o seu controlo.

O maior potencial das subfracgdes mais pequenas e densas tem sido associado a sua maior
capacidade de penetrar a parede arterial, com a sua menor afinidade para os receptores das LDL,
com o seu maior tempo de meia-vida no plasma e com a sua menor resisténcia ao stress oxidativo,
comparativamente as LDL de dimens&es superiores.[24-25]

Assim, para além de estudar o perfil lipidico de um individuo, o estudo das subfrac¢ées de LDL

pode ser Util na escolha da melhor terapia de reducao de lipidos e de protecg¢do contra as DCVs.[25]

1.2.3. VIAS METABOLICAS DAS LIPOPROTEINAS

As vias metabdlicas das lipoproteinas sdo complexas. Considera-se que existem quatro vias
tendo em conta a sua funcdo, reguladas e direccionadas pelas respectivas fraccdes proteicas: a via
exogena, a via enddgena, a via intracelular do LDLR (receptor das LDL) e, por fim, a via do transporte

reverso.[19] Na figura 1.3 encontra-se um esquema simplificado do transporte dos lipidos pelas

lipoproteinas.
Figado
Intestino

|

(o r bV
Tecidos
Extrahepaticos

, VLDL Quilomicras

Remanescentes © DL

Quilomicras /
D
- . Percursores HDL
Capilares fﬁ (do figado e intestino)

Musculo, tecido
adiposo ou mamario

Figura 1.3 — esquema simplificado do transporte de lipidos pelas lipoproteinas. Os lipidos provenientes da dieta sdo
compactados em quilomicras e o seu contetdo é libertado para os adipdcitos e tecidos musculares pela acgdo da enzima
LPL, durante o seu transporte nos capilares (via exdgena). Os lipidos enddgenos sdo transportados até aos tecidos adiposos
e musculares pelas VLDL que sdo gradualmente convertidos em LDL a medida que perdem apolipoproteinas aquando da
libertagdo dos lipidos que transportam (Via enddgena). As LDL sdo responsdveis pelo transporte do colesterol para tecidos
extra-hepaticos ou pelo retorno ao figado. O figado absorve as LDL, VLDL remanescentes e quilomicras remanescentes por
endocitose mediada pelo receptor das LDL. (Via do receptor das LDL). O excesso de colesterol nos tecidos extra-hepaticos é
transportado pela HDL até ao figado, onde é convertido a acidos biliares (Via do transporte reverso). Adaptado de [19]
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Na via exdgena, os triglicéridos e o colesterol provenientes da dieta sdo processados no limen
intestinal, absorvidos e inseridos nas células epiteliais intestinais em quilomicras remanescentes.
Apds a sua entrada na circulagdo, estas particulas adquirem a apoE e apoC, nomeadamente apoC-ll,
das HDL circulantes. A apoC-Il, dada ser cofactor da enzima LPL, promove a hidrdlise de triglicéridos a
acidos gordos que podem ser armazenados no tecido adiposo ou ser utilizados como fonte
energética. Durante a lipdlise, o excesso de fosfolipidos e lipoproteinas sdo transferidos das
quilomicras para as HDL, levando a que percam gradualmente a afinidade para as apo-C que acabam
também por ser transferidas para as HDL. As quilomicras ricas em triglicéridos tornam-se
remanescentes, enriquecidas em ésteres de colesterol, e sdo retiradas da circulagdo sanguinea por
receptores hepaticos (receptores de quilomicras remanescentes) que reconhecem a apoE na sua
superficie. Apds internalizagdo por endocitose, o colesterol e triglicéridos sdo hidrolisados e podem
ser utilizados na formacgdo de acidos biliares, ser incorporados em lipoproteinas sintetizadas de novo
ou ser esterificados e armazenados no hepatécito.[21-22]

Na via enddgena, os lipidos transportados sdo de origem hepatica. Estes lipidos podem ser
triglicéridos sintetizados a partir de hidratos de carbono e acidos gordos ou colesterol através da sua
biossintese de novo, quando o proveniente da dieta ndo é suficiente, pelo aumento da actividade da
enzima HMG-CoA reductase.[22] Nesta via, os acidos gordos em excesso sdo esterificados no figado,
formando triglicéridos que sdo compactados com colesterol e ésteres de colesterol, fosfolipidos,
apoB-100, apoE e apoC, formando VLDL nascentes que entram nas vesiculas do aparelho de Golgi e
depois, por exocitose, sdo libertadas para a corrente sanguinea. Jd& em circulagdo adquirem
apolipoproteinas C adicionais das HDL sendo depois hidrolisadas pela enzima LPL, levando ao retorno
desta apolipoproteina para as HDL, sendo as VLDL convertidas a VLDL remanescentes que podem ser
captadas pelos receptores LDL no figado ou podem sofrer hidrdlise e ser convertidas em IDL. Estas
ultimas, por sua vez, possuem moléculas apoE na sua superficie, podendo igualmente ser removidas
de circulacdo pelos receptores LDL presentes no figado.[22]

A via do receptor das LDL é responsavel pela remocdo das LDL do plasma pelos receptores das
lipoproteinas de baixa densidade (LDLR) presentes nas membranas celulares dos hepatdcitos,
permitindo manter a homeostase intracelular de colesterol.[22, 30]

Como representado na figura 1.4, este receptor reconhece a apoB, presente na superficie das
LDL. O complexo LDLR:ligando é internalizado em vesiculas de claterina, através de interac¢ées com a
proteina adaptadora do receptor das LDL (LDLRAP-1).[17, 21-22] Durante a internaliza¢do, estas
vesiculas perdem a camada de claterina e fundem-se, transformando-se em endossomas, por
abaixamento do pH e, por isso, a LDL se dissocia do seu receptor. A apoB é também degradada a
pequenos péptidos e aminodcidos e os ésteres de colesterol do nucleo das particulas das LDL sdo
hidrolisadas, libertando o colesterol livre. O LDLR, por sua vez, é reciclado para a superficie celular. A
acumulacdo do colesterol livre no interior do hepatdcito proporciona a inactivagdo da expressdo de
genes envolvidos na sintese de colesterol e do receptor das LDL.[30-31]

Regra geral, dois tercos do colesterol-LDL (c-LDL) sdo removidos através deste metabolismo.

Porém, a restante que continua em circulacdo, é altamente susceptivel a modificacGes, tais como
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oxidacdo, através da interaccdo com espécies reactivas de oxigénio, e/ou agregacdo e, neste caso,
deixam de ser reconhecidas pelos receptores membranares. Apds a sua modificacdo, as LDL sdo
reconhecidas por receptores scavenger dos macrdfagos, despoletando uma resposta inflamatdria
por parte destes, que, por sua vez, pode levar ao desenvolvimento de perdxidos e facilitar a
acumulacdo de ésteres de colesterol. Os macréfagos ao fagocitarem estas particulas transformam-se
em células espumosas, componente principal da placa aterosclerética. Para além disso, as LDL
oxidadas parecem inibir a migracdo das células endoteliais, mecanismos essencial para o
restabelecimento da integridade vascular, bem como o aumento da producdo de factores de

crescimento do endotélio vascular.[18, 22, 32]

Extracelular
LDL

(i % Nucleo lipidico
apoB Esteres de
Colesterol

LDLR

|

; @) ),_
&
: f/ Internalizagdo via

0 vesiculas de
vV _ claterina/LDLRAP1
o) —™
Reciclagem do LDLR
N paraa superficie Dissocia¢do do

basolateral complexo
@ ligando:receptor no
endomssoma
Sintese de LDLR no Regulagdo da
reticulo endoplasmatico transcri¢do do LDLR e LDLe ap(:\B degradados
ematuracio dos LDLR das enzimas envolvidas no lisossoma
no aparelho de Golgi nasiintese do colesterol

Citoplasma Hepatocito

Figura 1.4 - esquema representativo da via do receptor das LDL (descri¢do no texto). Adaptado de [30]

A via do transporte reverso, por sua vez, envolve as HDL, permitindo que o colesterol que ndo é
metabolizado nos tecidos periféricos seja transportado até ao figado para ser excretado. As HDL
captam colesterol livre, esterificando-o pela ac¢do da enzima lecitina colesterol acil-transferase, na
presenca da apoA-l, seu cofactor, e depositando-o no figado onde pode ser eliminado através da
bilis. Assim, as HDL actuam de forma anti-aterogénica. Para além disso, contém ainda uma enzima
antioxidante sérica, a paraoxonase, que auxilia na inibicdo da oxida¢do das LDL.[12, 18, 32]

As principais lipoproteinas responsdveis pelo transporte do colesterol sdo as HDL e as LDL que
transportam cerca de 20% e 70% do colesterol em circulagdo, respectivamente. Os efeitos
antagonicos destas duas lipoproteinas permitem compreender que a manutencdo do perfil lipidico
nos valores desejaveis depende de um equilibrio entre estas duas moléculas, sendo crucial para o
bom funcionamento e manutencdo da homeostase do organismo, prevenindo o desenvolvimento da

aterosclerose e das suas consequéncias.[21]
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1.3. FACTORES GENETICOS QUE INFLUENCIAM O APARECIMENTO DAS DCVs

1.3.1. PoLIMORFISMOS DO GENE APOE

O gene APOE (NM_000041.2) esta localizado no cromossoma 19g13.2 e consiste em 4 exdes e 3
intrdes, num total de 3597 nucledtidos, produzindo um polipéptido de 299 aminodcidos, a
apolipoproteina E, maioritariamente produzida no figado.[23]

Este gene contém dois polimorfismos comuns nas posicdes 112 e 158 da sequéncia proteica, que
resultam na alteragdo do aminodcido traduzido. Estas isoformas sdo originadas pela alteracdao em
apenas um nucledtido (SNP — single nucleotide polymorphism) que podem originar trés alelos
diferentes, €2, €3 e €4. Estes alelos sdo transmitidos de forma codominante, produzindo,
respectivamente, trés isoformas da proteina, E2 (cisteina/cisteina), E3 (cisteina/arginina) e E4
(arginina/arginina). Desta forma, cada isoforma possui diferentes propriedades estruturais e
funcionais, nomeadamente na sua ligacdo ao receptor celular LDLR.[36] Estes alelos apresentam
frequéncias variaveis entre as populacdes, existindo seis gendtipos: E2/E2, E3/E2, E3/E3, E4/E4,
E4/E2 e E4/E3, sendo o gendtipo mais comum o E3/E3.[23]

Os polimorfismos do gene APOE tém influéncia no metabolismo de outras lipoproteinas,
nomeadamente a LDL. Desta forma, parecem influenciar o desenvolvimento de dislipidemias, na
medida em que podem promover alteracdes dos niveis de colesterol total e dos triglicéridos em
circulacdo no plasma.[23, 33-34]

O estudo dos polimorfismos do gene APOE possibilita, assim, estratificar o risco para as DCVs, ja
se conhecendo associacdes entre os seus polimorfismos e os niveis lipidicos no soro e, por sua vez, o
desenvolvimento de DCVs.[17, 23, 35]

Alguns polimorfismos tém sido associados a maiores ou menores niveis de LDL e APOB no
plasma. De facto, a isoforma €4 parece gerar uma proteina cuja afinidade da apoE para o LDLR é
quatro vezes superior, interferindo com a regulagdao normal dos mesmos, promovendo ainda uma
remogao mais eficiente das VLDL e de IDL que contém esta isoforma. Estas alteragbes, associadas a
remogao preferencial de VLDL em relagdo a remogao de LDL por esta isoforma, proporcionam um
aumento das LDL presentes no plasma que, desta forma, podem contribuir para um maior risco de
desenvolvimento de DCVs.[23, 35] Por outro lado, individuos portadores do alelo €2 aparentam ter
concentragdes inferiores de colesterol total e c-LDL, quando comparados com individuos portadores
do alelo €3 mas, por vezes, apresentam valores elevados de triglicéridos, especialmente em
homozigotia.[34-36]

1.3.2.  LIPOPROTEINA (A)

A lipoproteina(a) (Lp(a)) € uma lipoproteina plasmatica que consiste numa particula de LDL com
uma molécula de apoB-100 e uma apolipoproteina adicional, apolipoproteina(a) [apo(a)], ligadas por
pontes de dissulfureto (figura 1.5).[37]

Como ja referido, a apo(a) é estruturalmente diferente de todas as outras apolipoproteinas,
sendo hidrofilica, rica em hidratos de carbono e com carga eléctrica. Para além disso, apresentam

estruturas repetidas glicosiladas tridimensionais, denominadas Kringles IV, tipo 2 (KIV-2). Estas
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estruturas contém entre 77 a 79 aminoacidos (aa) e estdo ligadas por regides que apresentam 26 a
36 aa.[27-29]

O valor recomendado desta lipoproteina, inferior a 50 mg/dL [38], é importante, uma vez que
apresenta fun¢bes como reparar danos celulares e promover a regeneragao celular, reestruturar a
parede de vasos sanguineos, bem como promover a coagulacdo sanguinea. Ainda que os
mecanismos em que actua ndao estejam totalmente elucidados, parece que valores elevados desta
lipoproteina estdo associados ao desenvolvimento da aterosclerose sendo, independentemente da
idade, dieta, actividade fisica, sexo, entre outros, um factor de risco cardiovascular.[37-38]

Os valores de Lp(a) sdo uma caracteristica genética, variando entre popula¢gdes mas, num
determinado individuo, mantém-se relativamente constantes durante a sua vida.[39-41] Para além
disso, a Lp(a) é sintetizada de forma independente das outras lipoproteinas ricas em triglicéridos,
sugerindo assim que a sua concentracdo é independente da dieta e determinada a nivel da sua

sintese.[39, 42]
Lipoproteina(a)
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Figura 1.5 - caracteristicas estruturais da Lipoproteina(a). A lipoproteina(a) consiste numa lipoproteina de baixa
densidade (LDL-col) covalentemente ligada a uma apolipoproteina(a) (apo(a)). Adaptado de [41]

A Lp(a) é codificada pelo gene LPA (NM_005577.2), localizado no cromossoma 6g26, apresenta
hereditariedade autossémica e elevada heterogeneidade no seu peso molecular. Ja foram descritos
varios polimorfismos do gene LPA, incluindo substituicdes de um Unico nucledtido (SNPs — single
nucleotide polymorphisms) e diferentes tipos de polimorfismos de repeticdo, como CNVs (copy
number variations), que podem explicar a heterogeneidade observada.[43]

O tamanho da apo(a) estad relacionado com o nuimero de repeticdes do dominio KIV-2 que
podem variar de 5 a 50, determinando assim o nimero de cépias de kringles. Desta forma, a apo(a)
pode variar de 200 a 800 kDa e este polimorfismo parece contribuir com 40 a 70% da variagao
observada nas concentracGes de Lp(a).[39, 44] Este é o polimorfismo mais comum deste gene,
porém, diversos SNPs ja tém sido associados as alteracdes na concentracdo desta lipoproteina.[41,
43]

A concentragdo plasmatica de Lp(a) parece ser inversamente proporcional ao seu peso
molecular. Assim, ainda que de uma forma ndo linear, apo(a)s de menor peso molecular estdo

associadas a maiores concentragdes de Lp(a), proporcionando um maior risco cardiovascular.[40]
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A semelhanca entre a Lp(a) e a LDL sugere que o teor de colesterol é semelhante também,
podendo aumentar o risco para o desenvolvimento de aterosclerose. Outra hipdtese refere-se ao
facto de o gene LPA ser homdlogo ao gene do plasminogénio, tendo a apo(a) cerca de 80% de
homologia com o plasminogénio. No entanto, o dominio protease da apo(a) ndo pode ser activada
pelo activador do plasminogénio, sendo cataliticamente inactiva.[44-45] A Lp(a) pode, assim,
conduzir a uma deficiéncia em plasmina, promovendo uma maior probabilidade de ocorrer uma
trombose.[41, 43, 46]

A Lp(a) apresenta, desta forma, potencial trombogénico e aterogénico, aumentando a trombose,
debilitando a trombdlise, conduzindo provavelmente a estenose, oclusdo e eventos cardiovasculares
devido a ruptura da placa aterosclerdtica.[46]

Existem também evidéncias de que quanto menor for o tamanho da apo(a), maior a sua
patogenicidade, nomeadamente pela sua capacidade de ligacdo aos fosfolipidos oxidados através da
sua ligacdo a lisina e interac¢do com a fibrina. Para além disso, o seu potencial trombogénico parece
aumentado, devido a uma maior capacidade de inibicdo da actividade da plasmina. Por ultimo,
apresentam ainda uma maior capacidade de actuar sinergeticamente com as LDL e LDL oxidadas.[29,
44, 47]

Segundas as normas internacionais para o controlo das dislipidemias [38], as concentragdes
plasmaticas de Lp(a) devem ser determinadas sempre em pessoas com elevado risco de desenvolver
uma doenca cardiovascular, como é o caso de um portador de hipercolesterolemia familiar, ou

quando existe histdria familiar de doengas cardiovasculares prematuras.

1.4. DISLIPIDEMIAS

As dislipidemias podem ser definidas como altera¢cdes da funcdo dos lipidos e/ou do perfil
lipidico (ver tabela I.1, anexo 1). O seu desenvolvimento pode estar relacionado com a predisposi¢do
genética do individuo (dislipidemias primarias), com a presenca de outras doengas como a diabetes
mellitus ou doencas do foro renal (dislipidemias secundarias) ou ainda com factores ambientais como
a utilizagdo de determinados medicamentos e até mesmo o sedentarismo e o tipo de alimentagao
(dislipidemias ambientais). A interac¢do entre todos estes factores é também preditiva no seu
desenvolvimento.[26, 38, 48]

As dislipidemias podem ser classificadas como hiperlipidemias ou hipolipidemias, caso se tratem
de aumentos ou redugdes dos niveis lipidicos no plasma, respectivamente. Do ponto de vista da
medicina cardiovascular, as hiperlipidemias podem ser mais preocupantes uma vez que, como ja
referido, o excesso de lipidos no plasma, nomeadamente LDL, propicia o desenvolvimento da
aterosclerose, quer apenas pela sua presenca, quer através da interac¢do com outros factores de
risco cardiovasculares. Porém, a redugdo dos valores plasmaticos de HDL sdo igualmente um factor
de risco para estas patologias. A classificacdo das dislipidemias primarias é varidvel, tendo em conta
as alteragBes que sdo observadas no perfil lipidico dos individuos. Relativamente as dislipidemias

secundarias, os mecanismos que as promovem sdo complexos e a melhor forma de prevencdo e/ou
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tratamento passa pela prevenc¢do das patologias de origem e/ou por alterages no estilo de vida.[48-
49]

As dislipidemias primadrias sdo também chamadas dislipidemias familiares. Estas podem ser
poligénicas (surgem pela interac¢do de diversos genes em diferentes loci) ou monogénicas (apenas
um gene é responsavel pelo seu fendtipo) e sendo autossémicas, podem apresentar transmissao
dominante ou recessiva. Na tabela 1.3 encontram-se descriminados os diferentes diagndsticos de
hiperlipidemias primarias monogénicas conhecidas. Devido a similaridade de fendtipos, as
hipercolesterolemias autossdmicas dominantes referidas sdo denominadas apenas por
Hipercolesterolemia Familiar (FH), sendo a sua distingdo conseguida através de uma anadlise genética
tendo como base nos genes referidos na mesma.[48-33]

Tabela 1.3 — hiperlipidemias primdrias: diagnostico e respectivo gene afectado

Transmissdao Diagnéstico Gene Afectado
Autossomica dominante Hipercolesterolemia Familiar (FH) LDLR (receptor das LDL)
Deficiéncia familiar em
Autossomica dominante . , APOB (apolipoproteina B
apolipoproteina B (FDB) (apolipop ! )
Hipercolesterolemia Autossémica PCSK9 (pro-proteina convertase subtilisina

(LS ) G T Dominante 3 (FH3) quexina tipo 9)

Hipercolesterolemia autossémica

Autossémica recessiva .
recessiva (ARH)

LDLRAP1 (AP - proteina adaptadora)

Adaptado de [33].

1.4.1. HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIAR

A Hipercolesterolemia Familiar (FH) foi primeiramente descrita em 1938 por Carl Miiller, como
um defeito de nascenca, caracterizado por elevados niveis de colesterol e que conduzia a problemas
cardiacos em idade precoce.[50]

Sabe-se hoje que a FH é uma patologia de ordem genética, autossdmica dominante,
caracterizada pela presenca de elevados niveis de colesterol-LDL (c-LDL) no plasma, devido a
alteracbes no metabolismo lipidico. Estas lipoproteinas, como referido, transportam colesterol,
podendo acumular-se nos tendbes e artérias, causando manifestagdes externas como xantomas
tendinosos (acumulagdo de lipidos nos tenddes) e promovendo o desenvolvimento da aterosclerose
que, por sua vez, potencia o aparecimento prematuro de doencas cardiovasculares.[51-53]

Por ser autossémica dominante, esta patologia afecta ambos os sexos de igual forma,
expressando-se quer na forma heterozigota (apenas um alelo mutado), quer na forma homozigota
(ambos os alelos mutados). A sua forma heterozigota (heFH — hipercolesterolemia familiar
heterozigota) apresenta uma frequéncia de 1 em cada 500 individuos na maioria das popula¢des
europeias, estimando-se que em Portugal existam cerca de 20000 casos FH. A forma homozigota, por
sua vez, é consideravelmente mais grave podendo levar a morte dos individuos ainda na primeira
década de vida, apresentando, porém, uma frequéncia de 1 em 1 milhdo de individuos.[30, 52, 54]

A caracterizacdo clinica de FH baseia-se no perfil lipidico dos individuos em questdo, na presenca
de xantomas e na histéria familiar de DCVs prematuras. O diagndstico molecular é, contudo, crucial,
uma vez que o perfil lipidico é influenciado por diversos factores, como a idade e o estilo de vida.
Geralmente, em individuos com heFH detectam-se valores de colesterol total cerca de duas vezes

superior aos valores em individuos normais, variando entre os 290 e 500 mg/dL. Ja os individuos
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homozigotos apresentam valores cerca de quatro vezes superiores, comparando com o perfil lipidico
normal, variando entre 600 e 1000 mg/dL.[30, 53-56] No entanto, tal ndo tem sido observado na
populag¢do portuguesa.[55]

A FH encontra-se sub-diagnosticada ainda que o seu diagndstico seja essencial para a prevencao
do desenvolvimento de DCVs prematuras, uma vez que a acumulacdo de colesterol ocorre desde o
nascimento e o seu tratamento requer terapéuticas apropriadas. De facto, as recomendacgGes para a
populacdo em geral diferem das recomendagbes para individuos com FH por apresentarem risco
elevado para as DCV. Os valores de CT e c-LDL desejaveis para estes individuos devem ser inferiores a
170 e 100 mg/dL, respectivamente. Porém, valores plasmaticos de c-LDL inferiores a 70 mg/dL sdo
aconselhdveis, dado a maior redugdo do risco cardiovascular. Ainda que este valor seja dificil de

atingir, é o valor recomendado em individuos com FH que ja tenham sofrido uma DCV.[38, 54]

1.4.1.1. DIAGNOSTICO DA HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIAR

A hipercolesterolemia familiar é uma doenca metabdlica muito comum e, quando ndo
medicados, os individuos afectados podem ser vitimas de enfartes agudos do miocardio ou outras
complicagdes cardiovasculares e até sofrer morte prematura. No entanto, existem terapéuticas
eficazes para minorar os efeitos desta patologia, sendo o diagndstico precoce da FH muito
importante, como ja referido.[57]

Ainda que ndo exista um acordo internacional na definicdo de critérios clinicos para o
diagndstico de FH, este apresenta a vantagem de ser mais econémico pois depende apenas de
exames fisicos, do estudo do perfil lipidico e da histdria clinica de familiares.[54-56, 58]

Porém, através do diagnodstico clinico, existe uma grande percentagem de individuos com FH
que ndo sdo identificados, principalmente criangas e individuos com fendtipos moderados.[54] De
facto, as manifestagdes clinicas como xantomas e doengas cardiovasculares, geralmente,
manifestam-se tardiamente, tendo pouca utilidade para o diagndstico clinico, principalmente em
individuos mais jovens. Através do diagndstico clinico os individuos com FH s3o diagnosticados,
geralmente, em idades mais avancadas. Para além disso, através deste diagndstico ndo é possivel
distinguir qual a causa da hiperlipidemia observada.[53, 56]

O diagndstico molecular é de extrema importancia ao permitir ndo sé confirmar o diagnédstico
clinico, mas também detectar que tipo de mutagcdo estd presente e o risco associado. Ainda que
patogénicas, determinadas muta¢des promovem fendtipos menos agressivos que, muitas vezes,
passam despercebidos pelo diagndstico clinico mas que, com o tempo, se ndao houver qualquer tipo
de prevencdo, podem conduzir a danos irreversiveis nas artérias o que, por sua vez, pode promover o
desenvolvimento de DCVs.[54] O diagndstico molecular permite ainda diferenciar a FH de outras
causas de hipercolesterolemia, nomeadamente ambiental.[52, 55]

Conhecer qual a causa de FH é ainda importante na medida em que a resposta a terapéutica
parece ser varidvel tendo em conta o gene afectado, o tipo de mutagdo e a interac¢do com outros

factores de risco. Através do diagndstico molecular é, assim, possivel ao clinico escolher uma
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abordagem mais apropriada para o controlo da FH e aconselhar os individuos afectados sobre de que
forma podem reduzir/controlar o seu risco para as DCVs.[30, 55]

E ainda importante tentar compreender as relagdes existentes entre as alteracdes bioquimicas e
moleculares, dado que um conhecimento aprofundado sobre os mecanismos e o desenvolvimento
da FH pode permitir compreender se a fisiopatologia das doengas cardiovasculares depende, e de
que forma, destas hiperlipidemias. Por sua vez, uma maior compreensdo da dinamica das DCVs e um
maior numero de casos de FH diagnosticados permite diminuir consideravelmente os custos em
saude, nomeadamente pela redugdao do nimero de individuos que desenvolvem DCVs prematuras.
De facto, a necessidade de internamento e de aplicacdo de terapéuticas mais dispendiosas do que as
terapéuticas preventivas, proporcionam elevados custos sociais e pessoais.[55, 59]

Por fim, mas ndo menos importante, a FH é mais facilmente diagnosticada quando existe a
confirmacdo da presenca de mutacdo num individuo numa familia, sendo possivel a realizacdo de

cascade screening que sera referido seguidamente.[60]

1.4.1.2. CARACTERIZACAO MOLECULAR

A base molecular da FH foi descoberta pelos investigadores Goldstein e Brown (prémio Nobel da
Medicina em 1985).[50] Com os seus estudos foi possivel compreender que, ao contrario do que se
pensava, 0 mecanismo essencial da FH ndo é um aumento da sintese de colesterol, mas sim uma
reducdo da depuracdo das LDL causada pela auséncia total ou parcial de receptores das lipoproteinas
de baixa densidade (LDLR), codificados pelo gene LDLR, sendo esta a causa mais frequente desta
patologia.[30, 35, 54-55]

A observacgao de casos clinicamente diagnosticados com FH sem mutag¢des no gene LDLR levou a
pesquisa de mutag¢des em outros genes, tendo sido possivel observar que também muta¢des nos
genes APOB (apolipoproteina B) e PCSK9 (pré-proteina Convertase Subtilisina Quexina tipo 9) podem
produzir fenétipos similares aos observados em individuos com mutagdes no gene LDLR.[53-54] A
maioria dos casos de FH sdo resultado da heranga genética de um alelo afectado, proveniente de um
dos progenitores, contudo, ja foram identificadas algumas mutag¢des de novo.[31]

O estudo molecular da FH nao é, porém, 100% eficaz, na medida em que tém sido igualmente
relatados casos de FH clinicamente diagnosticados que ndo apresentam mutagdes em nenhum dos
genes referidos. Desta forma, é possivel que existam muta¢Ges em outros genes igualmente
envolvidos no metabolismo do colesterol ainda por identificar. De facto, esta patologia apresenta
uma grande variabilidade fenotipica sendo o resultado ndo sé dos niveis lipidicos, mas da

combinagdo entre a genética, o metabolismo e diversos factores ambientais.[30, 53, 60]
1.4.1.3. GENES ENVOLVIDOS NA HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIAR

e GenelDLR
O gene LDLR (NM_000527.4), situado no brago curto do cromossoma 19 (19p13.1-p13.3), possui
45 kilobases (kb), 18 exdes e codifica uma glicoproteina de superficie celular, constituida por 860

aminodcidos (aa). Esta proteina, de nome LDLR (receptor das LDL) é responsavel pela remoc¢do das
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LDL do plasma por endocitose e degradacdo intracelular, como ja referido. Esta proteina apresenta

diversos dominios como se pode ver representado na figura 1.6.[30, 56]

Gene
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Figura 1.6 - gene LDLR, proteina sintetizada e dominios proteicos. Os exdes estdo representados pelas barras
verticais. As setas na horizontal indicam que exdes sdo responsaveis por determinado dominio. Legenda: EGF
- factor de crescimento epidérmico (epidermal growth factor); OLS - Acucares glicosilados (0-linked sugars);
TM - Transmembranar; CT - citoplasmatico. Adaptado de [30].

Até a data conhecem-se cerca de 1500 mutacGes diferentes no gene LDLR, dispersas pelos 18
ex0es e na regido promotora deste gene de diversos tipos, nomeadamente, rearranjos, mutagdes
nonsense, insercoes, delecgdes, assim como mutacdes missense e de splicing (nas regibes intrénicas
do gene).[61-63] Tém sido também observadas variadissimas alteracdes silenciosas e polimorfismos
que ndo afectam a funcdo da proteina. No entanto, ja foram detectadas alteragdes silenciosas
capazes de alterar o fendtipo na medida em que, apesar de ndo ocorrer alteracdo do aminodcido
expresso naquela posicdo, origina-se alteracdo no local de splicing, alterando a proteina
sintetizada.[61]

As diversas mutacgOes estdo distribuidas pelos varios dominios da proteina (figura 1.6) e, assim,
resultam diferentes altera¢Ges na funcdo da proteina, estando, por isso divididas em cinco classes.
Sdo também conhecidas mutacBes que sdo caracteristicas de determinadas populagdes,

provavelmente devido ao efeito fundador.[49, 53, 56]

e Classificagao dos tipos de mutagao no gene LDLR

As mutagdes do gene LDLR podem ser classificadas tendo em conta o efeito que promovem na
fungdo da proteina sintetizada. Desta forma, foram identificadas cinco classes de mutag¢des no gene
LDLR, com base nas alteragdes observadas no LDLR através de estudos biossintéticos e funcionais.
Estas foram subdivididas tendo em conta as alteragbes que sdo observadas na proteina
sintetizada.[62, 50]

Interrupgdes da sequéncia promotora e mutag¢des nonsense, frameshift ou de splicing que
originam alelos nulos (proteina ndo é sintetizada) foram agrupadas na classe 1. Na classe 2
agruparam-se mutagGes que ocorrem nas regides de ligacdo ao ligando e regides precursoras do
factor de crescimento epidérmico (EGF) que podem reduzir ou inibir totalmente o transporte do
LDLR do reticulo endoplasmatico até ao aparelho de Golgi. Muta¢bes que também afectam as
regides de ligacdo ao ligando e regides precursoras de EGF mas que interferem com a ligacdo do
LDLR a superficie celular foram agrupadas na classe 3. Na classe 4 agruparam-se mutac¢des dos
dominios citoplasmaticos abrangendo ou ndo dominios membranares, inibindo a liga¢gdo dos LDLR a
superficie celular. Por fim, na classe 5 foram agrupadas mutag¢des que inibem a libertagdo do LDLR

dos endossomas, inibindo a sua reciclagem.[50, 56, 62]
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Até a data, a maioria das mutagdes identificadas pertencem as classes 2 e 3, ocorrendo entdo nas
regides de ligacdo ao ligando e nas regides precursoras do EGF do gene. De facto, na maioria dos
paises, incluindo Portugal, a grande percentagem das muta¢des encontradas neste gene, dizem
respeito a mutagdes missense, isto é, em que ocorre a alteracdo de um par de bases, levando a
alteracdo de um aminodcido.[64-66] Em Portugal, apenas cerca de 6% das muta¢des encontradas
correspondem a grandes rearranjos do gene LDLR (delec¢des ou duplica¢des).[52]

As mutagdes encontradas no gene LDLR que originam a reducdo ou a auséncia de receptores
das LDL ou alterag¢des da sua fungdo, propiciam um aumento do c-LDL presente no plasma, que se ird
depositar e acumular nas artérias, promovendo altera¢des no perfil lipidico e as suas consequéncias.
Sendo as alteragBes a nivel das LDLR a forma mais comum de FH, o diagndstico molecular é
altamente vantajoso para compreender se as alteracSes no perfil lipidico sdo, efectivamente, de

ordem genética.[53, 56]

e Gene APOB

O gene APOB (NM_000384.2) esta situado no brago curto do cromossoma 2 (2p24-p23), possui
29 exdes, aproximadamente 43 kb e codifica duas isoformas da apolipoproteina B, apoB-48 e apoB-
100, sendo esta ultima o Unico ligando através do qual as LDL se ligam aos LDLR. Desta forma, a apoB
é um componente importante no metabolismo lipidico, como ja referido.

Mutacdes no gene APOB originam proteinas apoB alteradas, ficando a sua ligacdo aos LDLR
impedida/limitada. Individuos que apresentem estas mutacdes sdo diagnosticados com deficiéncia
familiar em apolipoproteina B (FDB) (figura 1.7).[56] Para a FDB, até a data, apenas estdo descritas
quatro mutagdes dispersas em dois exdes, 26 e 29, sendo a mutagdo pontual c.10580G>A
(p.Arg3527GIn) no exdo 26 deste gene a mais comum e que corresponde a substituicdo do
aminodcido de arginina por uma glutamina.[55-56, 66] Esta mutac¢do parece reduzir em cerca de 32%

a capacidade de ligacdo da apoB-100 ao LDLR.[67]

Apo-B100 Apo-B100 (FDB)

Ligagdoao
LDLR +

Figura 1.7 - representagdo esquematica do mecanismo da deficiéncia familiar em apolipoproteina B (FDB). A ligagdo ao
LDLR é feita pela interacgdo de “B” com o receptor e para tal é necessdria a interacgdo entre a arginina R3500 e o triptofano
W4369. Quando existe uma mutagdo, como a R3500Q, da-se uma alteragdo na conformagdo da proteina, nomeadamente
no C-Terminal conduzindo a uma oclusdo do local B, que, por sua vez, altera a sua capacidade de ligagdo ao LDLR. Adaptado
de [68]

Mutacdes no gene APOB promovem igualmente um aumento dos niveis plasmaticos de
colesterol-LDL. Geralmente, o fendtipo de FDB é menos severo que o fendtipo originado por

mutacGes no gene LDLR devido a penetrancia dos alelos mutados do gene APOB ser inferior a

100%.[30] O diagndstico clinico de ambas as patologias, é, porém, muitas vezes indistinguivel.[53]
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Até a data, foram identificadas poucas mutagdes funcionais neste gene.[62] Em Portugal, apenas 2%

dos casos identificados com FH, foram diagnosticados com mutag¢des no gene APOB.[52]

e Gene PCSK9

O gene PCSK9 (NM_174936.3) foi associado a FH em 2003. Este gene, situado no braco curto do
cromossoma 1 (1p34.1-32), possui 12 exdes, aproximadamente 25 kb e codifica prd-proteina
Convertase Subtilisina Quexina tipo 9 (PCSK9) de 692 aminoacidos (aa) (figura 1.8).[69]

A PCSK9 é sintetizada como proPCSK9, de 74 kDa, que sofre um processamento autocatalitico
no reticulo endoplasmatico para libertar um polipéptido de 14 kDa da zona N-terminal, resultando

numa enzima de cerca de 540 aa, activa e capaz de sair do reticulo endoplasmatico.[69]

38 47 186 226 386 533 688
SP D H S G P

30 152 451 692

Figura 1.8 - representa¢ido esquemadtica da PCSK9 e dos seus principais dominios. Legenda: PS - péptido de sinal;
Pro - propéptido; S - local de sulfatagdo pés-transcricional; P - locais de fosforilacdo poés-transcricional; I— local
de fosforilagdo pés-transcricional; No dominio catalitico: D- Aspartato; H- Histidina S- Serina. Os niimero sdo
indicadores de posi¢des na proteina (aminoacidos). Adaptado de [70]

Esta proteina apresenta uma elevada expressdo no figado, rins e intestinos e parece ter funcoes
a nivel da homeostase do colesterol, sendo regulado negativamente por este. Para além disso, esta
protease parece influenciar o nimero de receptores LDL expressos na superficie celular, através dos
mecanismos descritos na figura 1.9, nomeadamente através da ligacdo ao dominio EGF-A (Epidermal
Growth Factor-Like Repeat A) das LDLR, induzindo a sua degradacgdo.[53, 55, 69-70]

Reticulo ) Aparelhode
PCSK9 Endoplasmatico Golgi
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Figura 1.9 - vias de actuagdo do PCSK9. No reticulo endoplasmatico, o PCSK9, apds sofrer o processamento auto-catalitico,
o pro-dominio (roxo) associa-se ao dominio catalitico (verde) e este complexo é transportado via aparelho de Golgi e
segregado para o plasma. O PCSK9 pode, assim, ligar-se aos LDLR na superficie celular, formando um complexo que é,
depois, internalizado. O PCSK9 pode impedir a reciclagem do LDLR direccionando este receptor directamente para os
lisossomas para ser degradado. Um outro mecanismo proposto, (via representada por “?”), diz respeito a ligacdo do PCSK9
a0 LDLR no reticulo endoplasmatico, direccionando-o para o lisossoma para ser degradado. Adaptado de [70]

O PCSK9 actua nos LDLR presentes na superficie celular, porém, supGe-se também que possa

interferir na desloca¢do do LDLR na sua via secretodria até a superficie dos hepatécitos.[69] Para além
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disso, pensa-se que esta protease apenas seja capaz de actuar no figado. E importante ainda referir
gue o processamento autocatalitico do PCSK9 nao parece ser essencial para a degradacdo do LDLR,
sendo-0, porém, para a sua activacao e segregacdo.[69]

Mutacdes neste gene podem afectar o fendtipo de duas formas, podendo originar o ganho de
funcdo (muta¢des missense), sendo os niveis de LDLR reduzidos pela sua actuagdo, ou perda de
funcdo (mutagOes nonsense) e, neste caso, os LDLR ndo sdo degradados, podendo originar-se uma
reducdo dos niveis plasmaticos de colesterol.[53]

J4 foram descritas cerca de sete muta¢des missense neste gene, em individuos com
hipercolesterolemia nos quais ndao se tinham detectado mutac¢des nos genes LDLR e APOB, sendo
esta a Unica justificacdo molecular para a causa genética de FH.[55, 65] Os mecanismos através dos
quais o gene PCSK9 actua, promovendo hipercolesterolemia, ndo estdo ainda totalmente
elucidados.[53, 30, 71] No entanto, ja foram efectuados estudos funcionais que permitiram observar
qgue a presenca das alteracOes ja descritas, nomeadamente a alteracdo p.Asp374His, detectada em
Portugal [52] promoviam a degradacdo dos LDLR e, consequentemente, o aumento dos niveis de CT
e c-LDL.[71]

1.4.1.4. CASCADE SCREENING

Como ja referido, o diagndstico clinico da Hipercolesterolemia Familiar é efectuado através do
estudo do perfil lipidico e da histdria clinica de familiares. A confirmacdo do diagndstico clinico é
efectuada através do estudo molecular dos genes responsdveis por esta patologia. Porém, o estudo
molecular completo é relativamente moroso e dispendioso.[72]

Devido a alta prevaléncia de FH entre familiares (50% nos familiares de primeiro grau) para o
estudo da FH é comum a realizagdo de rastreio em cascata (CS — cascade screening). O termo CS é
entdo utilizado para descrever o rastreio de membros de familias, permitindo a identificagdo de
individuos em risco para uma dada caracteristica genética, nomeadamente a FH.[58, 72-74]

No CS, quando um individuo é diagnosticado clinicamente — caso index (Cl), o primeiro individuo
de uma familia a ser identificado como portador da patologia em questdo — procede-se ao seu
diagndstico molecular para confirmar a presenga da patologia. Apds detec¢do da causa genética,
procede-se a pesquisa da(s) mutagdo(des) encontradas nos familiares em primeiro grau, e, se
possivel, a todas as outras geracbes de familiares geneticamente relacionados.[38, 53, 60]

Através deste modelo é possivel estudar varias geragdes de familiares e criar uma darvore
genealdgica que permite, ndo sé compreender o modelo de transmissdo da doencga, como identificar
novos casos de FH, para além de possibilitar a confirma¢do de que as mutag¢des encontradas no Cl
sdo, de facto, causadoras desta doenca, através do estudo da sua co-segregacdo.[58, 73]

O sucesso do CS depende do numero de individuos que se consigam estudar. Podem ser usados
dois métodos para contactar os familiares: o contacto familiar, em que o Cl informa os seus
familiares apds ele préprio ter sido esclarecido por profissionais especializados, e o contacto directo,
em que sdo os clinicos e enfermeiros que contactam directamente os familiares, parecendo este

ultimo, ser o método mais eficaz que, porém, necessita sempre da autorizacdo do Cl. Existe, no
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entanto, alguma controvérsia sobre qual o melhor método de contacto com os familiares, existindo
varias condicionantes éticas e legais, como a confidencialidade dos individuos. Para além disso, é
defendida a ideia de que antes de o clinico falar com os familiares, o Cl deve ter oportunidade de
falar com os mesmos, sendo que o contacto do clinico seria s6 efectuado apds lhe ter sido
comunicado que os familiares desejariam ser contactados.[72]

O CS ndo é, de todo, simples de implementar. De facto, em Portugal, segundo Medeiros et al.
(2010) [52] até 2010 foi possivel identificar apenas 2,02% do numero estimado de individuos com FH.
Estes resultados deveram-se, principalmente, a auséncia de uma enfermeira de investiga¢do que se
pudesse deslocar para proceder as colheitas de sangue dos familiares provenientes de todo o pais
gue nao se podiam deslocar aos locais de colheita. Para além disso, a participacao dos clinicos
também ndo é a esperada, sendo que a comunicagao com os familiares se torna condicionada. Em
paises como Espanha, Pais-de-Gales e Holanda, porém, o método CS estd bem implementado,
existindo uma acg¢do activa na comunidade que passa pelo acompanhamento das familias por parte
de profissionais de satide que se deslocam até casa dos doentes/familiares para proceder a colheita
de amostras para a realiza¢do do estudo bioquimico e molecular.[57]

O CS é, ainda assim, um método mais rdpido e eficaz na identificagdo de individuos que
apresentem uma patologia hereditdria, uma vez que é direccionado (ao contrario dos estudos
populacionais), permitindo a detec¢do precoce de individuos que, poderiam nunca ser identificados
por apresentarem um fendtipo menos agressivo, especialmente individuos do grupo pediatrico.
Desta forma, sdo poupados imensos recursos.[54] Para além disso permite ainda a implementacdo
de terapéuticas adequadas assim como alteracGes alimentares e de estilo de vida de modo a
prevenir a morbilidade e mortalidade associadas as patologias causadas pela FH, promovendo

também um menor impacto financeiro a nivel social e pessoal.[52, 58, 73-75]

1.4.1.5. TERAPEUTICA

O tratamento de individuos com hipercolesterolemia familiar (FH) consiste na tentativa de
reduzir os niveis plasmaticos de colesterol-LDL.[50] De facto, uma redugio de 40 mg/dL no valor de
c-LDL parece estar associado a uma redugdo aproximada de 22% da mortalidade e morbilidade
causada pelas DCVs.[38]

A resposta ao tratamento da FH é, no entanto, altamente varidvel. De facto, dois individuos com
a mesma mutacdo podem responder de forma diferente ao mesmo tratamento. Para além disso,
individuos com mutag¢des no gene LDLR respondem de forma diferente a individuos com mutagdes
noutros genes causadores de FH. A efectividade do tratamento também varia consoante o individuo
em questdo seja heterozigoto ou homozigoto.[26, 30] Na tabela 1.4 encontram-se enumerados os
principais tipos de tratamentos utilizados, o seu efeito e a sua eficacia na reducdo dos valores de c-
LDL.

E importante referir que a prevengdo das doengas cardiovasculares em doentes com FH passa
pela implementacdo da terapéutica e aconselhamento adequados, na tentativa de reduzir todos os

outros factores de risco cardiovascular, como os habitos tabagicos, o consumo de &lcool e o
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sedentarismo, conjuntamente com uma dieta equilibrada, baixa em acidos gordos saturados e cujo
consumo caldrico seja o ideal para as necessidades do individuo, tentando manter a homeostase do
organismo. Quando os factores ambientais sdo controlados, observa-se uma maior eficacia dos
farmacos utilizados. As diferencas no efeito da terapéutica podem dever-se a dosagem utilizada.
Porém, o ndo cumprimento da toma dos farmacos conforme sugerido pelos clinicos, por vezes
devido ao custo dos medicamentos, pode também estar na origem da reduzida eficacia que é
observada.[59, 76]

Tabela 1.4 - terapéuticas aplicadas em individuos com Hipercolesterolemia Familiar.

Redugao dos valores de

Terapéutica Efeito Mecanismo de ac¢do -LDL

Estatinas e derivados Aumento da Inibigdo da ac¢do de HMG CoA Reductase, levando a Homozigoto <10%
actividade do LDLR um aumento da captagdo de LDL via LDLR. Heterozigoto >25%

Redugdo d I ~ . . .
_ . y ugio é Inibicdo da absorgdo de colesterol da circulagdo Homozigoto <10%

Ezetimiba e derivados absorcdo de " .

enterohepdtica Heterozigoto 10-25%
colesterol
Bl i a aci ili ;

Aumento da oqueio da reabsorcdo de acidos biliares; Homozigota <10%

Resinas Activagdo da oxidagdo do colesterol a acidos biliares;
Aumento da captagdo de LDL via LDLR.
Inibicdo da libertagdo de acidos gordos dos
adipdcitos;

Inibigdo da sintese e secregdo das VLDL.

actividade do LDLR Heterozigoto 10-25%

Redugdo da
Sintese de VLDL

Homozigoto <10%

A - N. . .
cido Nicotinico e derivados Heterozigoto> 25%

em circulagdo

Aumento da
actividade dos Activacdo da enzima LPL e inibi¢do da HMG CoA Homozigoto <10%
Fibratos LDLR; reductase, aumentando o catabolismo de VLDL e da Heterozi goto 10_25‘;
Diminuigdo dos captagdo de LDL via LDLR. g :
niveis de VLDL
Dieta baixa em Aumento da captagdo de LDL via LDLR;
colesterol/gorduras Aumento da .
L Homozigoto <10%
saturadas actividade dos .
Redugdo da ingestao LDLR Heterozigoto 10-25%
¢ o & Redugdo da sintese de VLDL
caldrica
a LDL i 259
LDL Aferese AT EED Circulagdo extracorporal Al S

Heterozigoto >25%

Adaptado de [21, 26]

A reducdo dos niveis plasmaticos de c-LDL, idealmente, seria obtida através de um aumento do
numero de LDLR presentes na superficie celular dos hepatdcitos. Isto ocorre quando existe uma
reducdo dos niveis de colesterol no interior destas células, quer devido ao aumento da sintese e
secrecdo de acido biliar, quer pela inibicdo da sintese de colesterol enddgeno. Desta forma, existem
trés farmacos de eleicdo para o controlo dos niveis plasmaticos de colesterol, as estatinas, a
ezetimiba e as resinas, sendo este ultimo farmaco geralmente utilizado em criangas e jovens antes de
atingirem a puberdade. Os locais de actuacdo destes trés farmacos estdo representados na figura
1.10.[21, 50]

As estatinas sdo consideradas a primeira linha de terapia para a FH. A HMG-CoA (3-hidroxi-3-
metilglutaril coenzima A reductase) é uma enzima da via metabdlica do colesterol que actua nos
hepatdcitos durante a sintese de colesterol enddgeno. Inibindo esta enzima é possivel inibir a sintese
do colesterol. Este farmaco actua por competicdo com a HMG-CoA reductase, levando a um
aumento da regulacdo da sintese dos receptores LDL, pela reducdo de colesterol nos hepatdcitos e,

conseguentemente, aumentando a remocdo das LDL em circulagdo.[16, 50]
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As estatinas parecem reduzir 40 a 54% do c-LDL em circulagdo em individuos com heFH, o que

faz destes farmacos os eleitos na prevengao das DCVs.[69]

Aa4

Remocgado LDL

Estatinas

vV

7-0 Hidroxilase

Circulagdo
enterohepatica

Resinas

Ezetimiba

Excregdo * + +

(Fezes)

Figura 1.10 - locais de actuagdo dos principais farmacos utilizados em individuos com FH. A verde esta representado o
modo de ac¢do das Estatinas, a salm&o das resinas e a laranja da ezetimiba. Adaptado de [21]

Um outro tipo de terapéutica muito utilizada é a ezetimiba e seus derivados. Este farmaco liga-
se as microvilosidades dos enterdcitos, impedindo a absorcdo do colesterol e interferindo com a
circulacdo enterohepadtica do colesterol. A efectividade deste farmaco prende-se na sua capacidade
de diminuir a captacdo de colesterol proveniente da dieta e do colesterol biliar que, por sua vez, leva
a um aumento dos LDLR hepaticos. Tem ainda a vantagem de ser efectiva a concentracdes
relativamente baixas e presume-se que possa inibir um transportador putativo do colesterol.[26]

Um outro farmaco, mais comummente utilizado em criancas com idade inferior a 8 anos sao as
resinas.[38, 59] Este tipo de fdrmacos interrompe a circulacdo enterohepatica dos acidos biliares por
se ligarem a estes, impedido a sua reabsor¢do, aumentando desta forma a sua excregao e, por
consequéncia, a excre¢ao do colesterol. Para além disso, aumenta a sintese de acidos biliares nos
enterdcitos que aumentam as necessidades de colesterol no interior destas células, proporcionando
um aumento na produc¢do de receptores LDL de forma a aumentar a interiorizagcao de c-LDL e
promover, assim, a sua remog¢do.[21] Porém, existem ja evidéncias de que as estatinas nao
apresentam desvantagens em crianc¢as que sao preferenciais, dado a sua maior eficacia.[77]

Para individuos cuja hipercolesterolemia seja muito severa, ndo sendo a terapéutica
medicamentosa suficiente, como é o caso de individuos homozigotos ou heterozigotos compostos e
ainda individuos intolerantes aos farmacos referidos, efectua-se LDL aferese. Apesar de esta ser uma
técnica invasiva, dispendiosa e morosa, é bastante segura e talvez a mais eficaz na diminui¢ao dos
niveis de c-LDL, sendo também capaz de diminuir os niveis de Lp(a). Este tratamento consiste na
circulagdo extra corpdrea do plasma a cada 1 a 2 semanas.[50]

Continua a existir, porém, uma grande necessidade de estratégias e terapéuticas adicionais para
controlar a FH. Ja tém sido feitos alguns avangos nesta drea mas ainda se encontram em fase de
estudo devido a possiveis efeitos secundarios e problemas a longo prazo que podem advir da toma

deste tipo de medicagdo.[78]
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2. ENQUADRAMENTO E OBJECTIVOS DO PROJECTO

O Estudo Portugués de Hipercolesterolemia Familiar (EPHF) teve inicio em 1999, no Instituto
Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge (INSA), no ambito da tese de doutoramento da Doutora Mafalda
Bourbon, tendo evoluido, até hoje, sob a sua coordenacao.

O EPHF tem como principal objectivo a realizacdo de um estudo epidemiolégico que permita
determinar a prevaléncia e distribuicdo da Hipercolesterolemia Familiar (FH) em Portugal e
determinar qual a causa genética da hipercolesterolemia em individuos clinicamente identificados
com FH, assim como realizar a identificacdo de novos familiares com FH. Este projecto pretende
ainda aumentar o conhecimento sobre a influéncia e possivel relacdo de outros factores que estejam
interligados no desenvolvimento de cardiopatologias em doentes com esta patologia.[33]

A importancia deste estudo prende-se ndo sé na investigacdo e compreensdo da FH e da
fisiopatologia das DCVs, mas também na possibilidade de detectar precocemente individuos com FH
que, consequentemente, estdo em risco de desenvolver DCVs prematuras. Desta forma, este
projecto permite a implementacdo de terapias e estilos de vida adequados que permitam reduzir a
mortalidade e morbilidade derivada destas patologias.

Neste contexto, o presente trabalho apresenta como principais objectivos:

1) Realizar o método de Cascade screening através da caracterizacdo molecular de familiares de
casos index ja identificados com Hipercolesterolemia Familiar, permitindo, deste modo, aumentar
o numero de casos FH diagnosticados.

2) Proceder a genotipagem do APOE de forma a tentar compreender que relagGes existem entre a
presenca de um determinado alelo e as concentragdes dos lipidos plasmaticos.

3) Caracterizar bioquimicamente os casos index e respectivos familiares com FH. Para além dos
parametros comummente avaliados, pretende-se estratificar e quantificar outros factores de risco
cardiovascular emergentes como as sdLDL e a Lipoproteina(a) nestes individuos.

4) Executar uma correlacdo entre o gendtipo e o fendtipo de FH. Desta forma pretende-se
compreender de que forma o fendtipo FH é modulado e ainda estratificar o risco cardiovascular
destes individuos. Para tal, pretende-se comparar o perfil bioquimico de individuos com e sem
mutacgdes nos genes responsaveis por esta patologia. Nos individuos com FH, pretende-se ainda
determinar qual a influéncia de outros marcadores bioquimicos de risco cardiovascular,
nomeadamente, as referidas sdLDL e Lipoproteina(a).

5) Por fim, pretende-se compreender a influéncia das terapéuticas como modeladoras do fendtipo

FH de forma a determinar a sua efectividade.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. RECRUTAMENTO DOS DOENTES

3.1.1. CRITERIOS E OBTENCAO DAS AMOSTRAS

A inclusdo no estudo de casos index com suspeita clinica de FH requer que se observem os
critérios de Simon Broome para FH confirmada ou possivel, referidos na tabela 1l.1, anexo 11.[79-80]
Apds a confirmagao pelo estudo molecular da presenga de FH, os respectivos familiares sao incluidos
no estudo pelo método de Cascade Screening.

No ambito do cascade screening, neste trabalho estudaram-se entdo 45 familias, perfazendo um
total de 194 individuos, 45 casos index (cujo estudo molecular ja havia sido feito) e 149 familiares.

Para cada Cl e respectivos familiares sdo colhidas amostras de sangue em tubo EDTA (10 mL Cl e
5 mL familiares) para extraccdo de DNA e 5 mL em tubo seco para obter soro para o estudo
bioquimico. Estas amostras podem ser recolhidas no INSA ou ser enviadas por correio. Quando foi
necessaria a realizacdo de estudos funcionais pediu-se uma nova amostra ao médico assistente, 8 mL
de sangue em tubo CPT — tubo preparador de célula mononuclear (citrato de sédio).

Para o estudo bioquimico foram efectuadas as seguintes aliquotas: (a)1 mL para a Quimica
Clinica para as determinagdes bioguimicas de rotina (referidas em 3.2.1), (b)2 aliquotas de 50 pL para
Lipoprint e (c) 2 aliquotas de 500 uL para Daytona cuja finalidade se prende na determinacdo de
outros lipidos plasmaticos especificos que ndo sdo realizados como rotina, referidos em 3.2.2 e 3.2.3,
respectivamente. As aliquotas (b) e (c) foram conservadas a -802C até posterior utilizagao.

A cada amostra vinha anexado um questionario adaptado do “Simon Broome Heart Research
Study”, preenchido pelo médico assistente e uma declaragao de consentimento informado assinado
por cada individuo que participou no estudo (anexo Ill). Para criangas com idade inferior a 18 anos, o
consentimento informado foi assinado pelos respectivos pais.

Todas as amostras recolhidas foram identificadas através da atribuicdo de um numero e todas as

informacdes relativas a cada individuo foram registadas numa base de dados confidencial.

3.2. ESTUDO BioQuimico

3.2.1. ANALISES DE ROTINA

As determinagdes dos valores de Colesterol Total, colesterol-HDL, colesterol-LDL, triglicéridos,
apolipoproteina Al, apolipoproteina B e lipoproteina (a) foram realizadas num auto analisador (Cobas
Integra 400 plus [Roche]) através de métodos enzimaticos e colorimétricos. Estas determinagGes
foram realizadas na Unidade Laboratorial Integrada (Quimica Clinica) Instituto Nacional de Saude
Dr.2 Ricardo Jorge (INSA).
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3.2.2. LIPOPRINT® - SEPARACAO DE DIFERENTES SUBFRACCOES LIPOPROTEICAS,
INCLUINDO AS SDLDL

Um componente lipidico que com forte influéncia no desenvolvimento das DCVs sdao as small-
dense LDL. Para a sua determinacdo foi efectuado o método Lipoprint®, uma técnica de elevada
resolucdo que se baseia na separacao das subfrac¢es das lipoproteinas com base no seu tamanho e
identificadas com base na sua mobilidade (Rf). O resultado pode ser utilizado como medida de
avaliagdo de disturbios no perfil lipidico.

Esta técnica utiliza um gel ndo-desnaturante e linear (sem gradiente) que permite a separagao
das fraccdes e subfraccdes das lipoproteinas no soro, com base do seu tamanho, sendo as moléculas
mais pequenas as que migram mais (tabela 1.2) e a sua mobilidade é calculada utilizando a frac¢do
VLDL como referéncia (rf=0).

Esta técnica foi efectuada segundo as recomendacdes do fabricante (Quantimetrix Corporation),
cujo kit consiste em tubos de gel de poliacrilamida, corante lipofilico (Loading Gel) e um tampao
especifico. O Kit disponibiliza também controlos (liposure — Quantimetrix Corporation) preparados a
partir de amostras de soro de humanos e sdo fornecidos liofilizados. Para serem utilizados, cada
controlo é diluido em 0,5 mL de dgua estéril desionizada e bidestilada e depois aliquotado e
conservado a -802C até a sua utilizacdo. Este controlo gera um perfil lipoproteico normal, permitindo
validar a estratificacdo das lipoproteinas no soro das amostras em estudo.

Para a realizacdo desta técnica, primeiramente é necessario remover o tampao que envolve os
tubos de gel poliacrilamida, aos quais, posteriormente, se aplica 25 uL de amostra de soro (1
controlo e 11 amostras) e 200 plL de corante lipofilico que se liga proporcionalmente ao colesterol
presente nas lipoproteinas. Com recurso a parafilme inverte-se o suporte, contendo os tubos com as
amostras, aproximadamente 10 vezes, para homogeneizar as amostras e o corante. O suporte é
depois colocado préoximo de uma luz de preparagdo durante 30 minutos, permitindo assim a
fotopolimerizagao do corante.

Segue-se uma electroforese durante 60 minutos a 3 mA por tubo e voltagem maxima de 500 V.
Apds a migracao estar completa, os tubos sdo mantidos durante 30 minutos no escuro para
estabilizacdo, seguindo-se a digitalizacdo (a fonte electroforética e digitalizador sdo fornecidos pela
casa comercial) dos mesmos. Apds digitalizagdo, a area relativa das bandas de cada lipoproteina é
determinada e multiplicada pela concentra¢do de colesterol total da amostra, de modo a determinar
a concentragao de colesterol em cada banda, isto é, em cada fracg¢do lipoproteica. Os valores de
colesterol total (indicados obrigatoriamente pelo operador) tém de ser superiores a 100 mg/mL.

Amostras que apresentem predominantemente subfrac¢des LDL-1 e LDL-2 s3o designadas
“Padrdo A” (normal), enquanto amostras que apresentem predominantemente subfrac¢Ges mais
pequenas e densas, LDL-3 a LDL-7, sdo designadas “Nao indicativas de perfil A”, apresentando maior
risco para as DCVs.[25] O software (LipoWare analysis software) associado a referida técnica origina
as informacgdes relativas a separagdo das diferentes fracgdes lipidicas, a quantificagdo de colesterol
em cada subfrac¢do, bem como qual o perfil correspondente de cada amostra através de um

lipidograma.
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3.2.3. DAYTONA RX - AVALIACAO QUANTITATIVA DE SDLDL E APOLIPOPROTEINAS

Através de um método espectofotométrico automatico, Daytona Rx (Randox), determinou-se as
concentracdes de sdLDL, apoE, apoA-Il, apoC-Il e apoC-lll presentes no soro.

Esta técnica segue as recomendacoes do fabricante (Randox). Nesta técnica, as amostras de soro
sdo colocadas no aparelho automatico e sdo quantificadas através da aplicacdo de reagentes
especificos, sendo apenas necessario indicar quais os parametros em estudo. Através do software
gue compde o sistema, os resultados sdo automaticamente fornecidos sob a forma de relatério em
que, para cada amostra, sdo discriminados os valores (em mg/dL) para cada parametro em estudo.

Para todos os parametros estudados, é utilizado um calibrador, que utiliza um método linear
para calibrar as corridas. Para além disso utilizam-se controlos internos especificos para cada
parametro, geralmente trés niveis diferentes, que devem originar valores dentro da recta calculada
pelo calibrador, permitindo que o método seja mais preciso e reprodutivel. Os calibradores e os
controlos sdo fornecidos com o kit.

Relativamente a quantificacdo da apoE, apoA-ll, apoC-ll e apoC-lll, o método baseia-se no
principio da reaccdo entre uma amostra de soro contendo as proteinas referidas e anti-soro
especifico, formando-se um complexo insolivel. Este complexo pode ser quantificado
turbidimetricamente e, para esta reaccdo utilizaram-se dois reagentes: Reagente-1 (buffer Tris/HCI
100 mmol/L, pH 8,5) e Reagente-2 (anticorpo). Para cada apolipoproteina estudada existe um
intervalo de valores de concentracdo, com um valor de precisdo aceitavel. Estes ensaios utilizam um
calculo linear e as concentragdes sdo obtidas através de uma regressao linear (Y=mX+b).

A quantificacdo de sdLDL consiste em dois passos com principios quimicos. Primeiramente as
lipoproteinas, excepto as LDL, sdo decompostas pela ac¢do do reagente-1 que selectivamente
reconhece as lipoproteinas. O colesterol que se liberta apds a degradagdo destas lipoproteinas é
degradado a agua e oxigénio através de reacgbes enzimdticas. Os ésteres de colesterol sdo
hidrolisados pela enzima colesterol esterase e depois oxidados pela enzima colesterol oxidase. Por
fim, pela acgao da enzima catalase, o perdxido de hidrogénio que se forma é decomposto a dgua e
oxigénio. Num segundo passo, utiliza-se o Reagente-2 que permite a libertagdo do colesterol apenas
das sdLDL que depois sofre reac¢des enzimaticas. A catalase é inibida pela azida de sdédio e os
perdxidos de hidrogénio produzidos pela reaccdo com a enzima colesterol esterase e colesterol
oxidase, tornam-se vermelho-arroxeado. A quantificacdo de sdLDL (em mg/dL) é depois realizada
através da medi¢dao da absorvancia a 600 nm e calculada a partir da medida de absorvancia e pela
interpolacdo da curva de calibragao.

No anexo |V, tabela IV.1, estdo discriminados os reagentes utilizados e o comprimento de onda
utilizado para a medicdo das concentragbes, assim como os intervalos de referéncia (mg/dL) para

cada um dos componentes em estudo.
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3.3. ESTUDO MOLECULAR

O estudo molecular dos casos index (Cl) para a FH é realizado em trés fases (1, Il e 1ll). Na Fase |
pesquisam-se mutacdes nos 18 exdes e promotor do gene LDLR bem como nos fragmentos
pretendidos dos exdes 26 e 29 do gene APOB. Esta fase é realizada através da amplificacdo dos
fragmentos por reaccdo em cadeia da polimerase (PCR) seguida de sequenciacdo automatica.
Concomitantemente é também feita a identificacdo dos polimorfismos do gene APOE dos individuos
em estudo. A Fase Il é efectuada pela pesquisa de grandes rearranjos do gene LDLR através da
técnica MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification). A Fase lll consiste no estudo
molecular dos 12 exdes do gene PCSK9 através de amplificacdo por PCR e sequenciacdo automatica.

No caso especifico deste trabalho, o estudo molecular dos Cl ja havia sido realizado, tendo sido
apenas efectuada a pesquisa das alteragdes encontradas nos casos Cl, nos respectivos familiares. Foi
utilizada ainda a técnica dHPLC (cromatografia liquida de alta pressdo desnaturante) para a pesquisa
de alteracdes no exdo 9 do gene LDLR. A andlise dos polimorfismos do gene APOE foi realizada
através da amplificacdo do fragmento deste gene que contém o exao 4, através de PCR utilizando o
kit PCR Extender System (5Prime), seguido também de sequenciacdo automatica.

De modo a verificar a patogenicidade de alteracdes no promotor de um gene, sdo realizados
estudos funcionais a partir da sequenciacdo do cDNA. Assim, para a obtencdo de RNA (acido
ribonucleico) é necessario efectuar o isolamento de células, seguida de extraccdo de RNA total de
células mononucleares obtidas a partir de amostras de sangue periférico (8 mL) colhidos em tubo
CPT, seguido de sintese de cDNA e amplificacdo por PCR para ser sequenciado. Estas amostras sao

processadas no dia em que sdo colhidas.

e Extrac¢do de Acidos Nucleicos (DNA)

Para a caracterizacdo molecular foi primeiramente efectuada a extraccdo de DNA gendmico de
leucdcitos de sangue periférico das amostras de sangue colhidos em tubos com EDTA (anti-
coagulante), utilizando a técnica baseada no método descrito por D.K. Lahiri & Nurnberger, 1991.[81]

Neste método, o volume de cada reagente utilizado na extraccdo de DNA varia consoante o
volume de sangue utilizado na extrac¢do. A composicdo de todos os reagentes encontra-se no anexo
V e o volume utilizado, na tabela VI.1 no anexo IV.

Primeiramente procede-se a lise dos gldbulos vermelhos com TKM X-100 (TKM 1+ 25 ml Triton
X-100/L) e IGEPAL (detergente) (Sigma). Para tal, apds homogeneizacdo centrifugaram-se os tubos
Falcon (15 ml) durante 10 minutos a 2200 rpm (centrifuga 5810R Eppendorf).

De seguida, realizou-se uma lavagem as células (pellet da centrifugacdo anterior) com TKM1
através da homogeneizacdo e centrifugacdo a 1600 rpm por 10 minutos (centrifuga 5810R
Eppendorf).Este passo é repetido até o pellet ficar branco.

Seguiu-se a lise dos nucleos dos leucécitos e consequente libertagdo do DNA com TKM-2 (10
mM Tris-HCL pH 7,6, 10 mM KCIl, 10 mM MgCl,, 0,4 M NaCl, 2 mM EDTA) e adicionou-se SDS 10%
para posterior incubacdo durante 10 minutos a 552C em banho de agua (Grant Instruments) para

desnaturacdo das proteinas.
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Apds a lise das membranas, realizou-se a desproteinizagdo celular por desidratacdo e
precipitacdo das proteinas (salting out) com NaCl 5M, ficando, apds centrifugacdo durante 20
minutos a 13200 rpm (centrifuga 5415R, Eppendorf), o DNA gendmico de elevado peso molecular em
solucdo (sobrenadante). O sobrenadante é transferido para um tubo Falcon e o DNA é precipitado
em Etanol Absoluto. O DNA, agora visivel sob a forma de fibrilhas, é retirado do tubo Falcon com
uma ansa e lavado com etanol a 70% de modo a remover 0s sais que possam estar presentes na
amostra. Ainda na ansa, espera-se que o DNA seque ao ar, na vertical. Depois de seco, o DNA é
rehidratado em tampao TE e conservado a 42C para posterior amplificacdo.

Para validacdo da qualidade do DNA obtido aplicaram-se as amostras num gel de agarose a 1%
(1x tampdo TBE, ultrapure Lonza) e realizou-se a sua quantificacdo por espectrofotometria a 260 nm
através do software Nanodrop (Nanodrop 1000 spectrophotometer, Thermo Scientific), aplicando 1

pL da amostra de DNA no aparelho.

e Isolamento de Células e Extrac¢do de RNA

Para o isolamento de células, primeiramente, centrifugaram-se os tubos CPT durante 10 minutos
a 3500 rpm (centrifuga 5810R Eppendorf). De seguida, por decantacdo, transferiu-se o sobrenadante
dos tubos CPT para um tubo falcon e centrifugou-se novamente durante 10 minutos a 1300 rpm
(centrifuga 5810R Eppendorf).

Posteriormente procedeu-se a contagem de células e para tal juntou-se num eppendorf 1 plL da
suspensdo anterior e 9 plL de Trypan Blue (corante), sendo depois a amostra aplicada numa camara
de Neubauer e as células contadas num dos quadrantes da mesma. O nimero de células é dado pela
férmula: Numero de células

Para extracgdo imediata do RNA, transferiu-se para um tubo eppendorf o volume de suspensdo

de células, dado pela férmula ——  , centrifugaram-se os tubos 10 minutos a

1300 rpm (centrifuga 5415R, Eppendorf) a 49C.

Desprezou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet em 2 mL de FCS+10% DMSO (45 mL de
FCS [soro fetal de bovino] + 5 mL DMSO) e aliquotou-se em dois criotubos.

A extraccdo de RNA é feita com recurso ao kit RNeasy Mini (Quiagen) e segue as recomendacées
do fabricante, permitindo obter até 100 pug de RNA total. O protocolo consiste em centrifugar o tubo
do passo anterior e, apds remocdo do sobrenadante, ressuspender o pellet em tampdo RLT + B-
Mercaptoetanol 1% (10 uL Mercaptoetanol /1000 L RLT), uma solugdo altamente desnaturante com
isotiocianato de guanidina, e com a ajuda de uma seringa aspirou-se a amostra 10 vezes para lisar
bem as células.

De seguida homogeneizou-se o lisado anterior com etanol a 70% e aplicou-se 700 pL da amostra
numa coluna RNeasy (fornecida no kit) colocada num tubo colector. Centrifugou-se a 10000 rpm
(centrifuga 5415R, Eppendorf), durante 30 segundos a 42C e desprezou-se o eluido. Adicionou-se
tampdo RW1 (permite remover contaminantes, contendo guanidina) e centrifugou-se nas mesmas
condicOes. Apds desprezar o eluido adicionou-se mix DNase (permite eliminar o DNA presente na
amostra) na membrana de silica-gel da coluna RNeasy. Apds deixar repousar durante cerca de 15

minutos adicionou-se novamente RW1. Apods centrifugacdo em condicGes iguais as anteriores
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transferiu-se a coluna para um novo tubo colector, adicionou-se tampdao RPE (permite remover
contaminantes) nas mesmas condi¢Ges. Apods desprezar o eluido voltou a adicionar-se tampdo RPE e
centrifugou-se a 10000 rpm durante 2 minutos (centrifuga 5415R, Eppendorf), transferiu-se a coluna
para um novo tubo colector e repetiu-se a centrifugagdo mas agora apenas durante 1 minuto.

Apds centrifugacao transferiu-se a coluna para um novo tubo eppendorf e pipetou-se RNase free
water, centrifugou-se a 10000 rpm durante 1 minuto a 42C e desprezou-se a coluna. O RNA extraido
(que ficou no tubo eppendorf) foi guardado a -809C até posterior utilizacdo para sintese de cDNA

(acido Desoxirribonucleico complementar).

e Sintese de cDNA

A sintese de cDNA, através da actividade da enzima Transcriptase Reversa, foi efectuada com
recurso ao kit comercial TagMan (Applied Biossystemas) e seguiu as recomendac¢Ges do fabricante.
Para tal, preparou-se uma mistura de reaccdo de volume final de 50 pL composta por 1 ng de RNA,
tampdo RT 10x, 0,1 mM de cada desoxinucleotidos (dNTPs: dATP, dGTP, dTTP e dCTP, 2,5 mM cada),
0,275 mM MgCl, (25 mM), 0,00125 mM de Oligo d(T)ss (50 UM, 5 nmoles), inibidor de RNAse e, por
fim, 1,25 U/ uL de enzima Transcriptase Reversa.

A reacgdo ocorreu no termociclador (T3000, Biometra), consistindo nos seguintes passos: 10
minutos a 252C, 30 minutos a 482C e 5 minutos a 95°C.

As amostras de cDNA foram conservadas a -202C até posterior utilizacdo.

e Amplificacdo por Reacgdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para cada Cl, o promotor e os 18 exdes do gene LDLR, os fragmentos pretendidos dos exdes 26 e
29 do gene APOB, bem como os 12 exdes do gene PCSK9 ja haviam sido amplificados do DNA
gendmico, através da metodologia PCR. A cada amostra de familiares, foi feito o estudo molecular ao
exdo que apresentava mutacdo no respectivo Cl. Foi ainda determinado o gendtipo APOE dos casos
index e respectivos familiares.

A técnica PCR baseia-se num processo ciclico onde sdo aplicadas diferentes temperaturas e cuja
finalidade se prende na amplificacdo do numero de cépias de um determinado segmento de DNA.
Esta técnica inclui trés passos basicos: desnaturacdo, emparelhamento dos oligonucledtidos
iniciadores (primers) — annealing - e extensdo.[82]

A mistura de reac¢do para efectuar o PCR é composto pelo DNA da amostra, por dois primers,
Forward e Reverse, que reconhecem a sequéncia que se pretende amplificar — para cada exdo
utilizam-se primers especificos -, tamp3do e Mg”* (confere estabilidade a reac¢do; cofactor da enzima
Polimerase), um mix de nucledtidos (dNTPs) e uma enzima DNA Polimerase (Taqg Polimerase). A
sequéncia dos primers utilizados assim como, as temperaturas de annealing para cada fragmento
estudado e o tamanho da regido amplificada encontram-se no anexo VIl (tabelas VII.1 (LDLR), VII.2
(APOB) e VII.3 (APOE)).

O protocolo de reaccdo de PCR para amplificacdo dos fragmentos pretendidos dos exdes 26 e 29
do gene APOB e dos 18 exdes e promotor do gene LDLR, seguiu as recomendacdes do fabricante da

enzima GoTaqg Polimerase (Promega): a cada tubo de reac¢do adicionou-se 0,2 mM de cada
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desoxinucleotido (dNTPs: dATP, dGTP, dTTP e dCTP, 100 mM, Bioline), tamp&o NH, (5x Promega), 1,5
mM de MgCl, (25 mM, Promega), 10 pmol de cada primer (100 pmol, Invitrogen), 1,25 U/ulL de
GoTaq Polimerase (Promega), 100 ng de DNA gendmico e agua estéril bidestilada para perfazer o
volume final de reaccdo de 25 uL. A amplificacdo do exao 3 do gene LDLR é efectuado utilizando a
enzima Taqg Plantinum (Invitrogen) e a cada tubo de reaccdo adicionou-se 0,2 mM de cada
desoxinucleotido (100 mM, Bioline), tampdo NH, (10x Platinum), 1,5 mM de MgCl, (50 mM,
Platinum), 10 pmol de cada primer (100 pmol, Invitrogen), 0,8 U/uL de Platinum Polimerase
(Invitrogen), 100 ng de DNA gendmico e agua estéril bidestilada para perfazer o volume final de
reacgao de 25 pL.

O processo de amplificacdo foi realizado num termociclador (T3000, Biometra) e a reac¢do de
PCR ocorreu nas seguintes condicdes: desnaturacdo inicial a 952C durante 3 minutos, 35 ciclos
compostos pelo passo de desnaturacdo a 942C durante 45 segundos, seguido de emparelhamento
dos primers a temperaturas entre 57-632C, dependendo do exdo que se pretende amplificar (anexo
VII) durante 30 segundos e, por fim, extensdo a 722C durante 1 minuto. No fim, as amostras foram
conservadas a 42C até posterior sequenciacao.

A genotipagem do APOE prende-se na determinagdo dos sitios polimérficos nos coddes 112 e
158 do exdo 4 deste gene, através da sua amplificacdo por PCR. Uma vez que as sequéncias que se
pretendem amplificar sdo ricas em ligacdes GC (Guanina-Citosina), utilizou-se um Kit PCR Extender
System (5Prime).

Segundo as recomendacdes do fabricante, para este PCR é necessdria a realizacdo de duas
misturas de reaccdo distintas, descritas na tabela 3.1.

Tabela 3.1 - composi¢do das misturas de reacgdo 1 e 2 necessarias a amplificagdo do gene APOE

Mistura de reacgao 1 Mistura de reacgao 2
- 10x Tuning Buffer (1x concentragdo final com 2,5 mM Mg2+) - 10x Tuning Buffer (1,6x concentragdo final com 4 mM Mg2+)
- 20 pmol de cada primer (100 pmol, Invitrogen) - 10mM de cada dNTP (100 mM, Bioline)
- 50-100 ng de DNA alvo - 0,5 U de PCR extender Polymerase Mix
- agua estéril bidestilada para perfazer um volume final de 15 - dgua estéril bidestilada para perfazer um volume final de
UL por amostra 10 plL por amostra.

As condigOes de reacgdo para a amplificacdo foram as seguintes: no termociclador previamente
aquecido a 989C colocou-se a mistura de reac¢do 1 durante 30 segundos; retirou-se os tubos,
colocando-se em gelo e adicionou-se 10 pL da mistura de reac¢do 2 a cada tubo. De seguida
procedeu-se a desnaturacdo inicial a 952C durante 5 minutos seguida de 38 ciclos de desnaturacdo a
952C durante 20 segundos, emparelhamento dos primers a 582C durante 10 segundos e extensao a
72°C com a durac¢do de 5 minutos.

A amplificacdo do nimero de cépias do fragmento contendo os exdes 1 a 3 de cDNA (3.3.3.) foi
feita utilizando as condicGes referidas anteriormente, para a enzima GoTaq (Promega). Os primers
utilizados, a temperatura de annealing e o tamanho do fragmento esperado estdo também descritos
no anexo VIl (tabela VIl.4). Este processo foi, igualmente, realizado num termociclador (T3000,
Biometra) e a reaccdo de PCR ocorreu nas seguintes condi¢bes: desnaturacgdo inicial a 942C durante 2

minutos, 37 ciclos compostos pelo passo de desnaturagdo a 952C durante 45 segundos, seguido de

Estudo Bioquimico e Molecular de Familias com Hipercolesterolemia Familiar 30



3. Materiais e Métodos

emparelhamento dos primers a 632C, durante 1 minuto e 45 segundos e, por fim, extensdo a 652C
durante 7 minutos.

Sempre que se efectuou uma amplificacao por PCR realizou-se um controlo negativo, composto
pela mesma mistura de reac¢ao, mas ao qual ndo foi adicionado DNA, assegurando assim que nao

existiam contaminacdes dos reagentes.

e Analise por electroforese em gel de agarose dos fragmentos de DNA amplificados

Apds amplificacdo por PCR, os fragmentos obtidos foram detectados por electroforese em gel
de agarose.

A preparacdo do gel de agarose foi feita em 50 mL de tamp3ao Tris/Borato/EDTA (TBE) 1x (TBE
10x ultrapure, Lonza) adicionando Agarose (Lonza) de modo a obter a concentracdo desejada — 1%
para analise da integridade do DNA e 1,5% para visualizacdo de produtos de PCR, exceptuando os
fragmentos do gene APOE que, dado serem de baixo peso molecular, foram corridos num gel de 2%
de agarose (75% Lonza; 25% Nusieve).

A solugdo foi aquecida no microondas durante aproximadamente 2 minutos. Apds total
dissolucdo da agarose no tampéo adicionou-se 1 pL de SybrSafe (Invitrogen).

Para a analise de DNA gendmico aplicou-se no gel uma solucdo de 5 plL de agua, 1 uL do DNA
extraido e 4 uL de Azul de bromofenol (Solugdo de deposicdo — anexo V). Para a andlise de produtos
de PCR aplicou-se uma solucdo de 6 pL de produto de PCR e 4 uL de Azul de Bromofenol. No gel foi
ainda aplicado um marcador molecular PUC (Fermentas) (anexo V) que permite confirmar que o
tamanho das bandas obtidas corresponde as esperadas.

A migracdo electroforética foi feita em tampdo TBE 1x com recurso a uma fonte de voltagem
(Bio-Rad Power Pac 3000), durante o tempo e na voltagem necessdrios a migracdo que permitisse
observar as bandas esperadas, tendo em conta o tamanho do fragmento esperado.

Os géis foram depois visualizados através de um transiluminador LED que produz um pico de
emissdo nos 470 nm (Safe Imager® blue light transilluminator, Invitrogen) e os resultados registados

sob a forma de fotografia, com recurso a uma maquina fotografica digital (Nikon).

e Cromatografia liquida de alta pressdo desnaturante (dHPLC)

O dHPLC é uma técnica de elevada resolucdo que permite detectar a presenca de alteragdes num
determinado fragmento de DNA. Esta técnica é realizada a partir de 10 pL de produto de PCR e
baseia-se na aplicagdo de uma rampa de temperaturas que desce 12C por minuto, desde os 982C
(temperatura de desnaturacdo) até aos 359C, levando a formacdo de heteroduplexes quando duas
cadeias de DNA — uma alterada e outra ndo alterada —, apds desnaturacdo, voltam a hibridar. Assim,
guando existe uma alteragdo num determinado fragmento do produto de PCR vai haver um
mismatch entre as duas cadeias com formacdo de heteroduplexes que sdo eluidos apds as duas
correspondentes homoduplexes e sdo menos estaveis que estas, permitindo assim a sua deteccdo.

A separacdo dos acidos nucleicos é realizada numa coluna C18 de fase reversa com enchimento
n3o poroso de polistireno/divinilbenzeno (DNASep™, Transgenomics). As heteroduplexes s3o eluidas

com um gradiente linear formado por dois eluentes - A (0,1M Acetato de Trietilamina, pH 7,0,
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Transgenomics) e B (0,1M Acetato de Trietilamina, pH 7,0, contendo 250 M de Aceronitrilo, Sigma) —
num fluxo constante de 0,9 mL/minuto e o DNA foi detectado a 260 nm.

A concentracdo inicial e final do eluente B foi ajustada para cada fragmento de modo a obter-se
um tempo de retengdo dos heteroduplexes entre 3 a 5 minutos e a sensibilidade do método é
determinada pela temperatura de andlise (temperatura a qual 80% do DNA esta desnaturado) que é
calculada pelo Wavemaker Software, Transgenomics, cuja optimizacdo deve ser feita sempre com
amostras controlo que possuam uma alteragdo ja conhecida (controlo positivo) e amostras que se
sabe que ndo tém alteracGes no exdo em estudo (controlo negativo).

Para este trabalho apenas se realizou esta técnica para a procura de alteracdes no exao 9 do
gene LDLR, dado que parece ser uma muito sensivel e especifica na deteccao de alteragdes neste
exdo, como se ira discutir mais a frente. A temperatura de analise é de 62,52C e a concentracdo de
eluente B é de 57%B. Os primers utilizados estao descritos no anexo VIII, tabela VIII.1.

O dHPLC é realizado previamente a sequenciacdo para a deteccdo de alteracGes neste exao.
Ainda que ndo seja utilizado como método de diagndstico, dado apenas indicar a presenca de
alteracdo no fragmento em estudo, em complementaridade com a sequenciacdo automatica torna-

se importante, aumentando a fiabilidade dos resultados.[83]

e Purificacdo dos produtos de PCR

Antes de se proceder a sequenciagao, realizou-se a purificacdo dos produtos de PCR, através da
adicdo de uma combinacdo de Exonuclease e Fosfatase Alcalina de Camardo de nome ExoSAP-IT®
(Amersham Pharmacia Biotech). Num tubo de 0,2 mL adicionou-se 2,5 pL do Produto de PCR e 1 pL
de ExoSAP. No termociclador Biometra T3000, procedeu-se a um programa de variagdao de
temperaturas, segundo as recomendag¢des do fabricante, constituido num processo de incubagdo
durante 15 minutos a 37°2C, seguido de um passo de inactivacdo das enzimas a 802C, também
durante 15 minutos. Este processo permitiu a remog¢do de primers e nucledtidos que nao tenham
sido utilizados na reacgdo de PCR e ainda a remogdo dos grupos fosfato das extremidades 5’ das
cadeias, impedindo a sua ligacdo a outras moléculas de DNA, sem degradar o produto amplificado.

Os produtos de purificagdo foram guardados a 42C até posterior utilizagao.

e Sequenciagdo automatica dos produtos de PCR

A sequenciacdo automatica foi efectuada seguindo o método de Sanger.[84] Este método
permite detectar variagdes nas sequéncias dos genes em estudo baseando-se na utilizacdo de
nucledtidos terminadores de cadeia (ddNTPs — di-desoxinucleotidos tri-fosfatos), que possuem uma
molécula de Hidrogénio na extremidade 3’ em vez de um grupo OH, impedindo assim que outro
nucledtido (dNTPs - desoxinucleétidos tri-fosfato) se ligue, parando a reacgdo de extensdo da cadeia.
Os ddNTPs utilizados (seja N: A- Adenina, C — Citosina, G — Guanina ou T — Timina) estdo marcados
com fluorocromos de diferentes cores que permitem a sua deteccdo e posterior reconhecimento.
Assim, através da presenca de um primer e da actuacdo da enzima DNA Polimerase, ocorre o
alongamento das cadeias. Para que se obtenham fragmentos com tamanhos diferentes, através da

terminacdo prematura da extensdo utiliza-se uma razdo dNTPs/ddNTPs de aproximadamente
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100/1.[82] No sequenciador, os vérios fragmentos obtidos sofrem electroforese e a fluorescéncia
emitida pelos ddNTPs destes mesmos fragmentos é detectada, aquando da sua passagem pelo
detector. A ordem de passagem pelo detector é proporcionada pelo tamanho do respectivo
fragmento, sendo que fragmentos menores sdao detectados primeiro.[84]

A reaccdo de sequenciacdo foi preparada segundo recomendacbes do fabricante - Big Dye®
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems) - composta pelo produto de
PCR purificado (1 pL), por agua estéril (6 uL), pelo primer especifico (1 uL) e por um mix de reacgdo
Big Dye® Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems) (2 ulL) que possui
dNTPs, ddNTPs, a enzima Polimerase e os tampdes, necessarios a este procedimento. A reaccdo de
sequenciacdo foi realizada num termociclador (T3000, Biometra), nas seguintes condicOes: 962C
durante 30 segundos, 25 ciclos de desnaturacdo a 962C durante 10 segundos, seguido de
emparelhamento do primer a 582C durante 5 segundos e extensao durante 4 minutos, a 602C.

No anexo IX (tabelas IX.1 (LDLR), IX.2 (APOB), IX.3 (APOE) e IX.4 (cDNA LDLR)) encontram-se
descritos todos os primers, temperaturas de annealing utilizadas e tamanho dos fragmentos
esperados nas reac¢des de sequenciacdo para os diversos exdes estudados.

Os produtos de sequenciacdo foram depois entregues a Unidade de Tecnologia e Inovacado
(INSA) para serem sequenciados no sequenciador automatico ABI PRISM™ 3100 Genetic Analyser,
Applied Biosystems, com detector de fluorescéncia. Os resultados da sequenciagao foram analisados

através do software Standen Package®.

e Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA)

Todos os Cl e sem qualquer mutagdo nos genes LDLR ou APOB, ou individuos cujos fendtipos sao
muito agressivos, foram analisados por MLPA (MRC Holland) seguindo as instru¢des do fabricante —
fase Il do EPHF.

Esta técnica de diagndstico [85] foi utilizada para determinar o nimero de cépias de uma
determinada sequéncia de DNA gendmico, consistindo numa variagdo da reacgdo de PCR que
permite amplificar multiplos alvos e detectar a existéncia de grandes deleccdes e/ou duplicagdes,
utilizando apenas um par de primers para todas as sondas que sdo utilizadas (anexo X, tabela X.1).

O kit MLPA" Salsa P062-C2 LDLR (MRC Holland) contém 33 sondas com produtos de amplificacio
entre 136 e 445 nucledtidos, 20 das quais para o gene LDLR. Possui também 11 sondas de referéncia,
fragmentos controlo que originam pequenos produtos que sao posteriormente usados para aferir
sobre a qualidade do DNA da amostra, bem como garantir que a corrida e a reac¢do de ligacdo foram
realizadas com sucesso, 2 sondas que emparelham imediatamente antes e depois do gene LDLR.
Cada sonda MLPA consiste num par de oligonucleétidos (sondas de hibridagdo) marcados por
fluorescéncia que reconhecem sequéncias-alvo adjacentes no DNA. Cada um dos oligonucledtidos
contém uma das sequéncias reconhecidas pelo primer de PCR.

A reaccdo de MLPA ocorreu num termociclador (T3000, Biometra) e compreende 4 fases: 1 -
desnaturagao do DNA: 5 minutos a 982C, seguido de descida da temperatura até 252C durante o qual
se prepara a Mix de hibridacdo, composta por MLPA buffer (1,5 uL/amostra) e mix de sondas (1,5

pL/amostra), adicionando-se 5 plL e a cada tubo; 2 — Reacgdo de hibridagdo das sondas: 1 minuto a
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952C seguido de um tempo de hibridagdo a 602C durante 16 a 20 horas; 3 — reacgdo de ligagdao: apos
a hibridacdo das sondas junta-se o produto da reaccdo de ligacdo a cada tubo, estando o
termociclador a 549C enquanto se pipetam 32 pL de mix de ligacdo (composta por agua estéril
bidestilada (25 pL/amostra), tampao ligase A (3 plL/amostra), tampdo ligase B (3 plL/amostra) e
enzima Ligase-65 (1 plL/amostra)) em cada amostra e mantém-se esta temperatura durante 15
minutos, apds ter sido adicionada esta mix a todos os tubos, seguindo-se 5 minutos a 982C para
inativacdo da enzima Ligase-65 e, por fim, desce-se a temperatura até 202C. Nesta fase os tubos
podem ser retirados do termociclador (podendo, inclusive ser conservados durante uma semana)
para se proceder a fase 4 — Reac¢ao de amplificagao por PCR de cada sonda: é preparada uma mix
constituida por agua estéril bidestilada (7,5 ulL/amostra), SALSA PCR primer mix (2 pulL/amostra) e
SALSA Polimerase (0,5 plL/amostra). A cada tubo é adicionado 10 pL desta mix, sendo estes depois
novamente colocados no termociclador. A reaccdo de PCR compreende 35 ciclos compostos pelo
passo de desnaturacdao a 95°2C durante 30 segundos, seguido de emparelhamento dos primers a
temperaturas a 602C durante 30 segundos e, por fim, extensdo a 722C durante 1 minuto. Por fim, é
ainda realizado um passo de extensao final a 722C durante 20 minutos.

Para além das amostras que se pretendia estudar, foi sempre realizado o MLPA a 4 amostras que
se sabiam ndo ter nenhum grande rearranjo no gene LDLR que serviam como controlos negativos,
permitindo normalizar os resultados. A altura dos picos da sequéncia-alvo foi normalizada e avaliada
qguanto a perda (racio de 0,5) ou ganho de exdo (racio de 1,5).

O produto final foi entregue a Unidade de Tecnologia e Inovacdo (INSA), para separar os
marcadores fluorescentes por electroforese capilar (ABI PRISM™ 3100 Genetic Analyser, Applied
Biosystems), sendo o produto de amplificagdo das sondas comparados com os fragmentos controlo
para determinar o numero de cépias das sequéncias-alvo. Os produtos de amplificagdo foram
analisados com recurso ao software de andlise GeneScanner, versao 3.1.2, e o tamanho dos picos foi
medido utilizando o software Genotyper, versado 2.5 (Applied Biosystems) e os resultados exportados

para uma folha excel para andlise posterior.

3.4. ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados obtidos foram analisados através de um software de analise estatistica, SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences), versao 17.0 para Windows.

A analise baseou-se na aplicacdo de testes T (paramétricos) para avaliar as diferengas entre os
grupos index e familiares, da amostra pediatrica e de adultos. Quando ndo existia normalidade da
amostra, recorreu-se a testes Mann-Whitney (ndo paramétricos). Em todos os testes foi considerado
estatisticamente significativo o valor de p inferior a 0,05.

Quando ndo foi possivel a aplicagdo destes testes, recorreu-se ainda a aplicagdo do teste do chi-

quadrado ou do teste Anova.
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4. RESULTADOS

4.1. CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

No ambito do EPHF, foi efectuado o estudo molecular a familiares de 45 casos index, pelo
método de cascade screening (CS). Foi também realizado o estudo bioquimico a todos os individuos
incluidos na amostra.

Dos 45 casos index, 25 pertenciam ao grupo pediatrico (idade inferior a 18 anos) e 20 ao grupo
de adultos. No ambito deste trabalho foram estudados 106 familiares (23 do grupo pediatrico e 83
do grupo dos adultos), referenciados ao estudo durante este ano, pelo método CS. Para a analise,
foram incluidos também familiares cujo estudo molecular ja tinha sido realizado. Desta forma, a
amostra total compreende 149 familiares, sendo que 28 pertenciam ao grupo pediatrico e 121 ao
grupo dos adultos.

A distribuicdo da amostra e a caracterizacdo clinica e de habitos de vida do grupo pediatrico e
grupo dos adultos estdo discriminadas na tabela 4.1.

Tabela 4.1 - distribuicdo da amostra, caracterizagdo clinica e de habitos de vida da amostra.

Grupo Pediatrico n  Grupo dos Adultos n

index (%) 47,2 25 14,2 20
Familiares (%) 52,8 28 85,8 121
Idade (anos) 11+4 51 43+15 138
Sexo Feminino (%) 45,3 24 47,5 67
Sexo Masculino (%) 54,7 29 52,5 74
DCV (%) 0 0 9,9 14
Xantomas (%) 0 0 2,1 3
Em Medicagao (%) 20,8 11 50,4 71
Dieta (%) 17 9 31,9 45
IMC (kg/m?)* 19,227743,70734 22  27,1344%5,73559 18
Consumo de alcool (%)* 0 0 43 6
Fumadores (%)* 0 0 5 7
Hipertensao (%)* 0 0 5 7
Diabetes (%)* 0 0 0 0
Exercicio Fisico (%)* 37,7 20 6,4 9

* informagdo disponivel apenas sobre os casos index; IMC — indice de massa corporal; DCV — doenga cardiovascular; n- n2 de individuos.
N(pediatrico)=53 individuos; N(adultos)=141 individuos.

4.2. ANALISE MOLECULAR

A pesquisa de mutagdes foi feita aos familiares de casos index, anteriormente diagnosticados
com FH. Na tabela 4.2 encontram-se as diversas familias estudadas e o respectivo Cl, assim como
qual(is) a(s) alteracado(es) encontrada(s) em cada familia, o nimero total de individuos estudados por
familia e quantos individuos apresentam a alteracdo (incluindo o Cl).

Das 45 familias estudadas, 42 familias apresentam alteracdes no gene LDLR e 3 no gene APOB,
sendo que nenhuma familia apresenta altera¢Ges no gene PCSK9.

No total, a amostra estudada compreende 194 individuos. Destes, 136 individuos, incluindo
casos index (46 do grupo pediatrico e 90 do grupo dos adultos) apresentavam alteracdes nos genes
LDLR ou APOB, perfazendo 70,10% da amostra total. Do nimero total de familiares da amostra

(n=149), em 61,07% (91 familiares) foram detectadas altera¢des apds estudo familiar.
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Tabela 4.2 - familias estudadas e respectivas alteragdes encontradas.

N2 individuos

Familia Faso Alteragdo Gene Llocalizagdo Ne Individuos com Referéncia
Index estudados ~
alteragdo

F10 99011 €.2054C>T (p.Pro685Leu) LDLR Exdo 14 10 6 [86]
F11 99012 ¢.1027G>A (p.Gly343Ser) LDLR Exdo 7 6 2 [87]
F73 21023 ¢.369_393del25 (p.Ser123SerfsX176) LDLR Exdo 4 4 2 [65]
F79 21037 c.1060+1G>A LDLR Intrdo 8 5 3 [51]
F86 22001 ¢.670G>A (p.Asp224Asn) LDLR Exdo 4 7 7 [87]
F113 25001 ¢.10580G>A (p.Arg3527GIn) APOB Exdo 26 3 2 [88]
F147 26043 €.829G>A (p.Glu277Lys)” LDLR Exdo 6 4 3 [89, 90]
F156 26061 €.631C>G (p.His211Asp) LDLR Exdo 4 3 2 [65]

c.1178delA (p.Lys372ArgfsX20) Ex3o 8 2 [65]

¢.1816G>T (p.Ala585Ser) Exdo 12 2 [91]
F172 26099 ¢.1633G>T (p.Gly545Trp) LDLR Exdo 11 6 5 [65]
F189 26130 ¢.1322T>C (p.lle441Thr) LDLR Exdo 9 4 3 [92]
F238 27168 ¢.530C>T (p.Serl77Leu) LDLR Exdo 4 10 6 [93]
F262 28002 Pr_Ex2del + Ex8_12del LDLR - 6 4 [65, 94]
F286 28063 Pr_Ex2del + Ex8_12del LDLR - 3 2 [65, 94]
F289 28069 Pr_Ex2del + Ex8_12del LDLR - 5 4 [65, 94]
F298 28095 ¢.1633G>T (p.Gly524Trp) LDLR Exdo 11 9 5 [65]
F350 29019  ¢.1291G>A (p.Ala410Thr) LDLR Ex30 9 6 6 [95]
F386 29094 ¢.530C>T (p.Serl77Leu) LDLR Exdo 4 4 3 [93]
F390 29105 c.-13A>G°" LDLR Promotor 5 3 [52, 63]
F392 29109 c. -135C>G LDLR Promotor 9 4 [89]
F399 29127 ¢.1291G>A (p.Ala410Thr) LDLR Exao 9 2 2 [95]
F407 29142 €.1935_1936insA (p.Asn645LysfsX24) LDLR Exdo 13 4 3 [65]
F466 29275  ¢.1633G>T (p.Gly545Trp) LDLR Exdo 11 4 3 [65]
F513 10098 c.13158delA (p.G|u4387Asnst7)A APOB Exdo 29 2 2 ND
F530 10128 ¢.1876G>A (p.Glu626Lys) LDLR Exdo 13 4 2 [96]
F535 10137 c.1A>C (p.MetlLeu) LDLR Promotor 3 3 [97]
F539 10146 ¢.1291G>A (p.Ala410Thr) LDLR Exao 9 6 4 [95]
F579 11061 c.1176C>A (p.Cys392X) LDLR Exdo 8 8 5 [98]
F586 11093 ¢.10679A>G (p.Tyr3560Cys) APOB Exdo 26 3 3 [99]
F600 11147 c.-135C>G LDLR Promotor 4 2 [87]
F601 11155 ¢.1816G>T (p.Ala606Ser) LDLR Exado 2 2 2 [91]
F611 11184 ¢.58G>A (p.Gly20Arg) LDLR Promotor 2 1 [100]
F619 11215 €.22917>C (p.IIe764Thr)A LDLR Exdo 15 6 3 ND
F621 11227 Ex13_15dup LDLR - 4 4 [101]
F627 11247 ¢.1291G>A (p.Ala431Thr) LDLR Exao 9 3 1 96
F629 11258 APr_ex2 + ex8_12del LDLR - 3 2 [94, 65]
F644 11311 ¢.1291G>A (p.Ala410Thr) LDLR Exao 9 2 2 [95]
F646 11316 c.-135C>G LDLR Promotor 3 2 [87]
F649 11326 c.619_639del21 LDLR Exdo 4 3 2 [65]

(p.Gly207_Ser213del)
F660 11349 c. 1775G>A (p.Gly592Glu) LDLR Exdo 12 3 3 [87]
F662 12010 Ex2_3del LDLR - 2 2 [102]
F663 12013 ¢.1291G>A (p.Ala410Thr) LDLR Exdo 9 2 1 [95]
F665 12021 c.90C>T (p.Asn30Asn)‘17 LDLR Exdo 2 2 1 [103]
F667 12026 c.818-2A>G LDLR Intrdo 6 2 2 [65]
F670 12037  c.1802A>T (p.Asp601Val)® LDLR Exdo 12 3 2 ND
F678 12058 ¢.1775G>A (p.Gly591Glu) LDLR Exdo 12 3 2 [87]

& —alteragdo ndo patogénica; A — alteragdo ndo descrita na literatura; ND — ndo descrita.

Tal como indicado na tabela 4.2. as alteragdes encontradas nas familias F513, F619 e F670 nao
foram ainda descritas. As alteragdes encontradas na F390 e F147 e F665, por sua vez, ndo sdo
patogénicas, tal como se ird referir mais a frente. Todas as outras altera¢gdes encontradas ja haviam
sido descritas como causadoras de FH, considerando-se para andlise apenas as familias com estas
alteragoes.

E importante referir que dado o caso index 26061 (F156) apresentar um gendtipo de
heterozigotia composta (apresentando 3 alteragdes, como referido na tabela 4.2), sendo o Unico
individuo com este gendtipo, ndo foi considerado para tratamento estatistico, uma vez que

apresenta um fendtipo muito mais severo, podendo influenciar alguns resultados. Assim, a amostra
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de individuos considerada com mutag¢des no gene LDLR ou APOB compreende apenas 38 casos index
e 83 familiares dos individuos estudados, 42 do grupo pediatrico e 79 do grupo dos adultos,
correspondendo a 62,97% da amostra total e 55,70% da amostra de familiares estudados (83 em 149
familiares) (figura 4.1).

Do numero total de familiares considerados na amostra, apenas 66 (53 adultos e 13 criancas)
foram identificados com FH, neste trabalho, perfazendo 66,26% do numero total de familiares
estudados. Os restantes, como referido, ja haviam sido diagnosticados no ambito do mesmo

projecto.

Frequéncia de individuos com e sem mutagao

M Casos index ® Familiares

M Sem Mutacdo W Com Mutacdo

Figura 4.1 - grafico representativo da frequéncia de individuos com e sem mutagcdo na amostra estudada.

Nas familias estudadas detectaram-se mutagdes missense (20 familias), nonsense (11 familias),
de alteragbes de splicing (5 familias) e no gene APOB (2 familias). A frequéncia de individuos com
cada um dos tipos de mutacdo estd descrita na tabela 4.3. Como referido, as restantes familias ndo
entram na andlise estatistica. No grupo das muta¢Ges nonsense incluem-se todas as alteragdes que
originam um alelo nulo (mutag¢des nonsense, frameshift e grandes rearranjos do gene LDLR).

Tabela 4.3 - frequéncia de individuos com cada tipo de mutagao.

. ~ Grupo Pediatrico Grupo dos Adultos
Gene Tipo de mutagio

index n Familiares n index n Familiares n
Missense (%) 50 11 60 12 56,3 9 58,7 37
LDLR Nonsense (%) 31,8 7 30 6 25,0 4 27,0 17
Splicing (%) 18,2 4 5 1 6,3 1 11,1 7
APOB Missense (%) 0 0 5 1 12,5 2 3,2 2
Total 22 20 16 63

e Estudo familiar para alterag6es ndo descritas anteriormente (Familias F513, F619 e F670)

As alteragdes c.13158delA (p.Glu4387AsnfsX7) no exdo 29 do gene APOB, ¢.2291T>C
(p.lle764Thr) no exdo 15 do LDLR e ¢.1802A>T (p.Asp601Val) no exdo 12 do LDLR e, detectadas nos Cl
10098 (familia 513), 11215 (familia 619) e 12037 (familia 670), respectivamente, ndo estdo ainda
descritas na literatura. Para todas estas familias foi efectuado o estudo familiar, de forma a
determinar a co-segregacao da alteracdo encontrada.

Relativamente ao Cl 10098, apenas foi possivel estudar um familiar (irmdo) que também

apresenta a alteragdo referida. Apds o estudo familiar do Cl 11215, verificou-se a presenca da
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alteracdo também no pai e na avd paterna (figura 4.2). O estudo familiar do ClI 12037 permitiu

detectar a alteragdo em questdo no seu pai (figura 4.3).

€.2291T>C p. 1le764Thr

A B v IR i 11215
| N I O LALILNG N NEXN L\ Index(IV:2)
6 A TAG T6 A @
115 I:4 C
11223 11221 €.2291T>C p. Ile764Thr
71 70 ! . 11216
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. \ 11218
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Figura 4.2 - familia 619. A: drvore genealdgica. A seta indica o caso index. Por baixo de cada individuo encontra-se a sua
identificacdo, a idade em anos e o respectivo valor de Colesterol Total (CT) em mg/dL (*corresponde a valores de CT em
tratamento). Os valores dos restantes parametros bioquimicos encontram-se na tabela XI.1 no anexo Xl. Os simbolos
preenchidos metade a preto representam individuos heterozigotos para a alteragdo c.2291T>C (p.lle764Thr); N representa
os individuos em que ndo foi encontrada a alteragdo. B: sequéncia da parte do exdo 15 do Cl e dos seus familiares onde se

observa a alteragdo referida.
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Figura 4.3 - familia 670. A: arvore genealdgica. A seta indica o caso index. Por baixo de cada individuo encontra-se a sua
identificacdo, a idade em anos e o respectivo valor de Colesterol Total (CT) em mg/dL (*corresponde a valores de CT em
tratamento). Os valores dos restantes parametros bioquimicos encontram-se na tabela XI.1 no anexo XI. Os simbolos
simbolos preenchidos metade a preto representam individuos heterozigotos para a alteragdo 1802A>T (p.Asp601Val); N
representa os individuos em que ndo foi encontrada a alteragdo. B: sequéncia da parte do exdao 12 do Cl e respectivos

familiares onde se observa a alteragado referida.

Para além do estudo da co-segregacdo, com recurso a ferramentas bioinformaticas, foi realizada

a previsdo do efeito das altera¢Oes detectadas nas familias 619 e 670. Na tabela 4.4 estdo descritos
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os resultados desta previsdao, bem como outros estudos realizados para avaliar se as altera¢des

cumprem os critérios referidos por Cotton & Scriver (1998).[104]

Tabela 4.4 — Previsdo in silico do efeito da substituigdo de aminoacidos nas alteragdes ainda ndo descritas como mutagbes
associadas ao fendtipo de hipercolesterolemia familiar

€.2291T>C c.1802A>T
Alteragao (p.lle764Thr) (p.Asp601Val)
(Familia 619) (Familia 670)
s . a Polymorphism Disease causin
Previsdo Mutation Taster (o,999y5 pro;:)ability) (0,997 probabilify)
. Tolerated Probably damagin
Previsdo PolyPhen-2° (score: 1) (scor)e/’ 0,97 g) g
Previsio SIET® Benign Deleterious
(score: 0) (score: 0)
Co-segregacao Sim” Sim”
Conservagdo entre espécies Nao Sim
Presenga num painel de 100 N3o c

individuos normolipidémicos
Estudos Funcionais Nao Nao

PolyPhen-2, polymorphism phenotyping v2; SIFT, Sorting Intolerant From Tolerant.
? Anélise in silico; "Necessarios mais familiares para confirmacdo da co-segregacdo; “N3o foi determinado.

Para a alteracdo encontrada na familia 513 observou-se que esta origina um coddo STOP 7
aminodacidos depois da alteracdo, originando uma proteina truncada. Ndo foi possivel, porém,
observar se estava presente num painel de 100 individuos normolipidémicos.

Pelos resultados referidos, a natureza das alteracdes referidas e dada a falibilidade dos
softwares informaticos, ndo se consideraram estas alteracGes para a analise estatistica deste
trabalho. Para comprovar a patogenicidade das alteracdes referidas sdo, assim, necessarios estudos

funcionais para confirmar a patogenicidade das mesmas.

e Estudo familiar para alterag6es com patogenicidade duvidosa (Familias F390, F147 e F665)

Apods estudo molecular do Cl 29105 foi detectada a alteragdo c.-13A>G, ndo se conhecendo o
efeito desta na proteina sintetizada. Primeiramente foi efectuado o estudo familiar, tendo a
alteragdo sido encontrada numa das filhas e no irm&o mais velho do Cl (figura 4.4 A e B). De modo a
verificar a patogenicidade da alteragdo foi ainda sequenciada a parte do cDNA que continha os exdes
1, 2 e 3 do gene LDLR, dado que no exdo 2 do gene LDLR se havia detectado o polimorfismo ¢c.81C>T
em heterozigotia (figura 4.4, C2). Optou-se por este método uma vez que, pelo estudo do DNA
gendmico do gene LDLR, se detectou que o Cl tinha um polimorfismo em heterozigotia no exdo 2 do
mesmo gene. Desta forma, observou-se que a expressdo do gene nao era influenciada pela alteragao
no promotor uma vez que foi possivel, a partir da andlise do cDNA, observar o polimorfismo em

heterozigotia, significando que ambos os alelos eram expressos (figura 4.4, C1).
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Figura 4.4 - familia 390. A: arvore genealdgica. A seta indica o caso index. Por baixo de cada individuo encontra-se a sua
identificacdo, a idade em anos, o respectivo valor de Colesterol Total (CT) em mg/dL e os eventos ocorridos (T - morte; AVC —
acidente vascular cerebral). Os valores dos restantes parametros bioquimicos encontram-se na tabela XI.1 no anexo XIl. Os
simbolos preenchidos metade a preto representam individuos heterozigotos para a alteragdo c.-13A>G; N representa os
individuos em que ndo foi encontrada a alteragdo. B: sequéncia da parte do promotor do gene LDLR do caso index e dos seus
familiares onde se observa a alteragdo referida. C: 1) sequéncia do cDNA do exdo 2 do gene LDLR do caso index do polimorfismo
¢.81C>T (SfaNI) com gendtipo C/T; 2) sequéncia do DNA do ex&o 2 do gene LDLR do caso index do polimorfismo ¢.81C>T (SfaNl)

com gendtipo C/T.

No caso da alteragdo ¢.829G>A (p.Glu277Lys) no exdo 6 do gene LDLR, encontrada no index
26043 (familia 147) (presente também no pai e na irma do index) esta descrita como patogénica
apenas em associacdo com a alteragdo c.1322 T>C (p.lle441Thr).[88] Esta alteragdo, porém, ndo foi
detectada em nenhum dos individuos da familia.

A alteragdo c.90C>T (p.Asn30Asn) detectada no index 12021 (F665) foi ja descrita como um
polimorfismo [102]. Porém, em Portugal ainda ndo tinha sido encontrada. Neste caso estudou-se

ainda a mae do index 12021 (F665), na qual ndo foi detectada a alteragdo.

e Estudo familiar para alteragGes de patogenicidade conhecida

Todas as restantes familias cuja patogenicidade das alteragdes ja se encontra descrita na
literatura, foram incluidas na andlise estatistica deste trabalho. Foi possivel observar uma elevada
variabilidade de relagGes entre o gendtipo e o fendtipo. Deste modo, irdo ser referidas algumas das

familias que suscitaram mais interesse para discussao dos resultados.
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e Familia 10

Apds estudo molecular do caso index 99011 (F10) foi detectada a alteragdo missense c.2054C>T
(p.Pro685Leu) no exdo 14 do gene LDLR. Foi depois efectuado o cascade screening, no qual foi
possivel estudar mais 9 individuos da familia em questdo. Tal como se observa na figura 4.5, dos 9
familiares estudados, 5 destes foram diagnosticados com FH, tendo sido possivel estudar todos os
familiares geneticamente relacionados que poderiam ter a alteracdo em questao.
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Figura 4.5 - familia 10. A: arvore genealdgica. A seta indica o caso index. Por baixo de cada individuo encontra-se a sua
identificacdo, a idade em anos, o respectivo valor de Colesterol Total (CT) em mg/dL, os eventos ocorridos e outras
condi¢Ges. Os valores dos restantes parametros bioquimicos encontram-se na tabela XI.1 no anexo XI. Os simbolos
preenchidos metade a preto representam individuos heterozigotos para a mutagdo ¢.2054C>T (p.Pro685Leu); N representa
os individuos em que ndo foi encontrada a alteragdo. B: sequéncia da parte do exdo 14 do gene LDLR do caso index e dos
seus familiares onde se observa a alteragdo referida.
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e Familia 579
Na familia 579 (caso index 11061), por sua vez, apds ter sido detectada a alteragdo nonsense
€.1176C>A (p.Cys392X) no exao 8 do gene LDLR que origina uma proteina truncada, uma vez que a
alteracdo origina um coddo STOP prematuro (TGA).[97]
Foram estudados mais 7 familiares, dos quais 4 também apresentavam esta alteracao, tal como
representado na figura 4.6. Nesta familia, porém, alguns familiares em risco de terem igualmente a

alteracdo nao foram possiveis de serem estudados, por indisponibilidade da parte dos mesmos.
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Figura 4.6 - familia 579. A: arvore genealdgica. A seta indica o caso index. Por baixo de cada individuo encontra-se a sua
identificacdo, a idade em anos, o respectivo valor de Colesterol Total (CT) em mg/dL (*corresponde a valores de CT em
tratamento), os eventos ocorridos e outras condi¢des. Os valores dos restantes pardmetros bioquimicos encontram-se na
tabela XI.1 no anexo XI. Os simbolos preenchidos metade a preto representam individuos heterozigotos para a mutagdo
¢.1176C>A (p.Cys392X); N representa os individuos em que ndo foi encontrada a alteragdo. B: sequéncia da parte do exdo 8
do gene LDLR do caso index e dos seus familiares onde se observa a delecgdo de um par de bases (C), que resultam na
mutagao referida.

Estudo Bioquimico e Molecular de Familias com Hipercolesterolemia Familiar 42



4. Resultados

e Familia 539
No caso index 10146 foi encontrada a alteragdo ¢.1291G>A p.Ala431Thr no exdo 9 do gene LDLR.
Por dHPLC, seguido de sequenciacdo automadtica deste exdo foram estudados também 5 familiares

deste individuo, tendo a alteracao referida sido detectada em 3 mais individuos, tal como se observa

na figura 4.7.
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Figura 4.7 - familia 539. A: drvore genealdgica. A seta indica o caso index. Por baixo de cada individuo encontra-se a sua
identificacdo, a idade em anos, o respectivo valor de Colesterol Total (CT) em mg/dL (*corresponde a valores de CT em
tratamento). Os valores dos restantes parametros bioquimicos encontram-se na tabela XI.1 no anexo XI. Os simbolos
preenchidos metade a preto representam individuos heterozigotos para a mutagdo ¢.1291G>A (p.Ala431Thr); N representa
os individuos em que ndo foi encontrada a alteragdo. B: detec¢do da alteragdo pela metodologia dHPLC a temperatura de
63,52C, 56,0%B: o perfil do caso index (castanho) encontra-se alterado em relagdo ao perfil de uma amostra normal (verde
10100) assim como os perfis da mde, irmado, pai e avd materno (amarelo, rosa, preto e lilds, respectivamente) sdo idénticos
ao perfil da amostra normal (verde). O perfil da avé materna (10150) ndo desnaturou. C: sequéncia da parte do exdo 9 do
gene LDLR do caso index e dos seus familiares onde se observa a mutagdo referida.
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e Familia 289

No caso index 28069 (F286) apds ter sido efectuada a fase | do estudo da FH nao foi encontrada

nenhuma alteracdo causadora de FH. Apds realizada a fase Il do estudo molecular da FH, foi

detectado um grande rearranjo do gene LDLR (delec¢do do promotor ao exdo 2 e do exdo 8 ao exdo

12).[64, 92] Foi depois efectuada a pesquisa da mesma alteracdo nos pais e nos avds paternos do Cl,

tendo sida a alteracdo também encontrada no pai e em ambos os avds paternos, tal como

representado na figura 4.8.
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Figura 4.8 - familia 289. A: arvore genealdgica. A seta indica o caso index. Por baixo de cada individuo encontra-se a sua
identificacdo, a idade em anos, o respectivo valor de Colesterol Total (CT) em mg/dL (*corresponde a valores de CT em
tratamento). Os valores dos restantes parametros bioquimicos encontram-se na tabela XI.1 no anexo XI. Os simbolos
preenchidos metade a preto representam individuos heterozigotos para a mutacdo Pr_2+Ex8_12Del; N representa os
individuos em que ndo foi encontrada a alteragdo. B: detecgdo da alteragdo por MLPA. No caso index (28069) e nos
familiares 28071, 11347 e 11348 denota-se com a normalizagdo dos picos, a perda do racio dos exdes do promotor ao 2
e do exdo 8 ao 12. Na figura, cada ponto representa uma sonda que se liga a uma determinada zona do gene LDLR
(indicada por baixo do ponto) Ja na amostra 28070 (mde do caso index) observa-se que ndo possui a alteragdo uma vez
que todos os picos se encontram alinhados no 1 (valor para o qual os resultados foram normalizados através da
utilizagdo de controlos normais).
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e Familia 156 — Hipercolesterolemia Familiar heterozigotia composta

O index 26061, familia 156, apresentava 3 mutacdes distintas no gene LDLR: ¢.631C>G
(p.His211Asp) no exdo 4, c.1816G>T (p.Ala585Ser) no exdo 12 e c.1178delA (p.Lys372ArgfsX20) no
exdo 8, estando as duas primeiras no mesmo alelo. A pesquisa destas trés mutacoes foi efectuada
nos progenitores do caso index, sendo que a mde do caso index apresenta as duas mutacdes
missense no mesmo alelo e o pai a alteragdo c.1178delA (p.Lys372ArgfsX20), tal como se observa na

figura 4.9. Desta familia, apenas se incluiram na amostra os pais do Cl, como ja referido
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Figura 4.9 - familia 156. A: arvore genealdgica. A seta indica o caso index. Por baixo de cada individuo encontra-se a sua
identifica¢3o, a idade em anos, o respectivo valor de Colesterol Total (CT) em mg/dL e os eventos ocorridos (EAM — enfarte
agudo do miocardio; Ang - angina; CABG — Revascularizagdo do miocardio (do inglés Coronary artery bypass graft) ; Angio -
angioplastia). Os valores dos restantes parametros bioquimicos encontram-se na XI.1 no anexo XI. O simbolo metade preto
representa a presenga em heterozigotia da alteragdo no exdo 8 c.1178delA p. Lys372ArgfsX20; o simbolo metade vermelho
representa a presenca das alteragdes no exao 12 ¢.631C>G p. His 190 Asp e no exdo 4 c.1816G>T p.Ala585Ser; o simbolo
metade preto e metade vermelho representa a presenca das 3 alteragdes referidas. B: sequéncia da parte do exdao 12 do
gene LDLR do caso index e dos seus familiares onde se observa a alteragdo ¢.631C>G p. His 190 Asp (H190D). C: sequéncia
da parte do exdo 8 do gene LDLR do caso index e dos seus familiares onde se observa a alteragdo c.1178delA
p.Lys372ArgfsX20 (K372fsX392). D: sequéncia da parte do exdo 4 do gene LDLR do caso index e dos seus familiares onde se
observa a alteragdo c.1816G>T p.Ala585Ser (A585S)
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4.3. Caracterizagao Bioquimica

Foi efectuada a caracterizacdo bioquimica de todos os individuos da amostra. As médias dos
diferentes parametros para cada grupo em estudo encontram-se na tabela 4.5 (no anexo XI, tabela
XI1.1, encontram-se os parametros bioquimicos discriminados para todos os individuos estudados).

Através da anadlise estatistica foi possivel calcular se existiam diferengas estatisticamente

significativas entre os individuos index e familiares, dentro dos grupos pediatrico e dos adultos.

Tabela 4.5 - caracterizagdo bioquimica dos individuos em estudo com FH.

Parimetro Grupo Pediatrico Grupo dos Adultos
Bioquimico
(mg/dL) index n Familiares n P fndex N Familiares n P
cT? 288,68+46,383 | 22 285,50+54,804 | 20 | 0,840° 373,50+76,805 | 14 | 320,12¢88,634 | 43 | 0,049"
c-LDL? 213,24+46,967 21 219,05+56,378 19 0,724EI 310,29496,776 7 228,45+79,785 31 0,044°
c-HDL® 51,38+19,979 21 50,56+11,618 18 0,662° 50,11+19,180 9 52,32+13,278 31 0,694”
Triglicéridos® 103,10+82,154 20 110,22+72,644 18 0,286° 125,56+47,511 9 119,07+73,348 30 0,395°
ApoB* 117,00+24,353 22 124,30+32,760 20 0,414" 143,933+336,763 | 15 130,460+42,919 63 0,085°
ApoA-1* 132,32+21,986 22 132,70+£17,856 20 0,951 156,267+51,229 15 142,619+30,841 63 0,761°
Lp(a)* 44,42+41,571 22 44,80+51,818 20 0,979 68,853+62,557 15 50,241+45,743 63 0,233°
ApoA-II* 27,794,917 14 22,13+4,598 15 0,248 o 28,56418,016 11 27,800+5,089 47 0,692E
ApoC-II* 3,69+2,057 13 2,49+1,548 15 0,073 5,482+2,715 10 4,150+2,190 46 0,101
ApoC-III* 7,69+2,720 13 5,48+1,805 15 0,011 11,285+43,557 10 9,182+3,419 46 0,069°
sdLDL* 43,93+16,184 14 34,11+13,142 15 0,082 54,549+32,800 11 47,667+25,544 46 0,642°
ApoE* 3,50+1,092 14 2,38+0,768 13 0,019 3,097+1,424 11 3,446+1,394 47 0,336°
ApoB/ApoA-I* 0,9006+0,205 22 0,9275+0,31632 20 0,742" 1,047+0,447 15 1,199+2,224 63 0,358°
NZo-HDL/HDL® 5,1495+1,838 20 5,1798+1,564 10 0,965EI 7,049+3,880 7 5,783+2,073 12 0,673°

B- Testes T (paramétricos) @ - Teste Mann-Whitney (ndo paramétricos); estatisticamente significativo: p<0,05.
® Apenas considerados para analise individuos que ndo tomam medicag3o.
*Analise inclui individuos que ja se encontravam a tomar medicagao.

As médias de idades no grupo pediatrico sdo de 11+4 e 10+4 anos nos casos index e familiares
respectivamente. No grupo dos adultos as médias de idades sdo 44112 e 44+16 anos nos casos index
e familiares, respectivamente. Em ambos os casos, as diferengcas ndo sdo estatisticamente
significativas. A diferenga observada no numero de individuos nos diversos parametros bioquimicos
podera justificar-se porque nem sempre estavam disponiveis as informagdes necessarias e amostra
de soro para as diversas quantificacdes.

Tal como indicado na tabela 4.5, em alguns dos parametros bioquimicos estudados foram
incluidos individuos que ja estavam a tomar medicagao, dada a pequena dimensdo da amostra.
Considerando os resultados obtidos, para a maioria das analises estatisticas posteriores, eliminou-se
a separagdo entre casos index e familiares, considerando-se apenas a divisdo entre grupo pediatrico
e grupo dos adultos.

Dada a dimensdo da amostra compararam-se as médias dos diversos parametros bioquimicos
separados para cada tipo de mutagdo, estando estes resultados nas tabelas XIl.1 e XIl.2 (comparag¢do
entre todos os tipos de mutagao estudados) no anexo XIl. Porém, apenas se observou entre o c-HDL
nos adultos uma diferenga estatisticamente significativa, resultado que nao se esperaria. Dado que a
grande maioria dos individuos apresenta mutagdes missense e nonsense comparou-se também as
diferencgas entre estes dois tipos de mutac¢do (tabelas XII.3 e XIl.4, anexo Xll). Neste caso, apenas as

diferengas nos valores plasmaticos de c-LDL no grupo dos adultos sdo estatisticamente significativos.

Estudo Bioquimico e Molecular de Familias com Hipercolesterolemia Familiar 46



4. Resultados

Estes resultados indicam que a anadlise estatistica ficou comprometida, muito provavelmente, devido

ao tamanho da amostra, ndo sendo possivel retirar grandes conclusdes.

4.4. GENOTIPO APOE

Neste trabalho foi também determinado o gendtipo APOE de todos os individuos em estudo,
tendo sido calculada a frequéncia de cada um dos genétipos gerados pelos polimorfismos deste
gene. As frequéncias relativas de cada um dos alelos e a frequéncia dos gendtipos na amostra de

individuos com mutagdo em estudo estao discriminadas nas tabelas 4.6 e 4.7 respectivamente.

Tabela 4.6 - frequéncias relativas dos alelos do gene APOE nos individuos com FH dos grupos pediatrico e adultos.

Alelo Grupo Pediatrico Grupo dos Adultos
&2 0,0515 0,0445
&3 0,846 0,87
& 0,1025 0,0845

Tabela 4.7 — distribuicdo dos individuos da amostra pelos genétipos APOE no grupo pediatrico e no grupo dos adultos em
index e familiares com FH.

Grupo Pediatrico Grupo dos Adultos
Genétipo index (n) Familiares (n) index (n) Familiares (n)
E2/E2 0 0 0 0
E2/E3 1 2 0 7
E3/E3 15 13 14 45
E3/E4 4 3 2 8
E2/E4 1 0 0 0
E4/E4 0 0 0 1

Seria importante tentar compreender se o gendtipo do APOE influencia o perfil bioquimico dos
individuos. Porém, a amostra em estudo é relativamente pequena, ndo sendo possivel, por isso,
determinar esta relagdo. Tentou-se, no entanto, compreender se a presen¢a de pelo menos um
determinado alelo influenciava os valores de CT, c-LDL, c-HDL e TG, nos grupos pediatrico e adultos

com mutagdo. Os resultados obtidos ndo sdo, contudo, estatisticamente significativos (tabela 4.8).

Tabela 4.8 — comparagdo entre parametros bioquimicos, sem medicacdo, e a presenga de pelo menos um determinado
alelo do gendtipo APOE no grupo pediatrico e no grupo dos adultos com FH.

Grupo pediatrico

CT n c-LDL n c-HDL n TG n
& 262+36,175 2 181,25+26,209 4 37,546,557 4 157,75+155,380 4
[x] 289,16%51,520 38 218,53+51,748 36 50,86+16,626 35 112,09+79,195 34
& 292,75+66,979 8 225,43+73,779 7 45,83+13,438 6 90,83+64,120 6
P 0,685" 0,416” 0,137° 0,222°

Grupo dos adultos

CT n c-LDL n c-HDL n TG n
& 307+85,076 6 223,573,823 6 58,167+4,665 6 128,333+52,175 6
£ 334,35+89,255 54 246,03+87,657 37 51,23+14,249 39 122,00+68,045 38
€4 308,63+87,640 8 199,75+74,271 4 52,20+16,858 5 127,6065,774 5
P 0,6707 0,377° 0,101° 0,664°

- Testes OneWay Anova (paramétricos); @ - Teste Mann-Whitney (ndo paramétricos); estatisticamente significativo: p<0,05.

4.4. SEPARACAO E QUANTIFICACAO DE SMALL-DENSE LDL: LIPOPRINT (QUANTIMETRIX) E
DAYTONA (RANDOX)

Foram determinadas as subfrac¢bes das lipoproteinas presentes no soro dos individuos em

estudo com FH de forma a determinar a presenca de sdLDL (subfrac¢des mais pequenas e mais
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densas das LDL). Desta forma, como ja referido, individuos com, maioritariamente, subfraccoes
menores e mais densas apresentam um perfil ndo indicativo de tipo A, isto é, um perfil de maior risco

para as DCVs. Os resultados obtidos através desta técnica estao representados na figura 4.10.
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Figura 4.10 - grafico representativo da distribuigdo dos individuos da amostra com FH com base no seu perfil Lipoprint.

Foram ainda determinadas as idades médias, distribuidas pelo tipo de perfil Lipoprint, nos

grupos pedidtrico e adultos com FH, estando os resultados discriminados na tabela 4.9.

Tabela 4.9 - idades médias dos individuos da amostra com FH distribuidas pelo tipo de perfil Lipoprint nos grupos pediatrico
e adultos.

Perfil Lipoprint Grupo pediatrico  Grupo dos adultos
Idade média n  Idade média n

A 104 19 40415 41
Nao indicativo de A 945 10 50+14 16
P 0,414" 0,046’

B- Testes T (paramétricos); o - Teste Mann-Whitney (ndo paramétricos); estatisticamente significativo: p<0,05.

Os resultados obtidos através da técnica Lipoprint sdo dados sob a forma de lipidogramas que

permitem observar a separac¢do das subfracg¢des lipidicas, estando representados na figura 4.11.
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Figura 4.11 — exemplo de lipidogramas obtidos através da técnica Lipoprint. Nos lipidogramas observa-se a estratificagdo das
subfracgdes lipidicas, da esquerda para a direita: VLDL (lilas); subfracgGes das IDL (na imagem referidas como MID) C (roxo), B (azul
claro) e A (azul escuro); subfracgdes LDL: 1 (amarelo claro), 2 (amarelo torrado) e 3 a 7 (vermelho); HDL (verde). Por baixo de cada
subfrac¢do estd indicada a concentracdo de colesterol (mg/dL) presente em cada uma destas, calculada pela técnica, e ainda o
intervalo de referéncia que a técnica utiliza para cada subfrac¢do. Desta forma, indica quando uma determinada subfracgdo
apresenta valores de colesterol elevado ou baixo (indicado por HI ou LO, respectivamente por baixo da subfracgdo em questdo).
Por baixo, esta indicado o tipo de perfil Lipoprint: A) indicativo de tipo A (maioritariamente particulas LDL grandes e pouco densas);
B) ndo indicativo de tipo A (presenga de sdLDL), denotando-se a diferenga nos perfis obtidos. Por fim, no lipidograma é ainda
indicada a concentracdo de CT (mg/dL) que foi previamente introduzido aquando da realizacdo da técnica e a concentracdo de c-
LDL (total), calculado pelo software do Lipoprint.
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Através da técnica Lipoprint, através de cdlculos estequiométricos, é obtida a concentragdo de
colesterol presente nas diferentes subfrac¢des lipidicas. Pela técnica Daytona, através de reaccdes
enzimaticas é possivel também quantificar o colesterol presente nas sdLDL (c-sdLDL). A relacdo das
médias obtidas por cada uma destas técnicas e a sua relagdo estatistica com os perfis obtidos pela

técnica Lipoprint foi também calculada, estando descritas nas tabelas 4.10 e 4.11.

Tabela 4.10 - relagdo entre perfil Lipoprint e concentragdo de c-sdLDL obtido pela técnica Lipoprint nos individuos com FH.
Colesterol (mg/dL) Lipoprint

Perfil Lipoprint

Grupo pediatrico n Grupo dos adultos n

A 3,474+1,837 19 3,846+2,508 39

Nao indicativo de A 17,500+13,608 10 21,313+16,447 16
P 0,000° 0,000°

@- Testes T (paramétricos); o - Teste Mann-Whitney (ndo paramétricos); estatisticamente significativo: p<0,05.

Tabela 4.11 - relagdo entre perfil Lipoprint e concentragdo de c-sdLDL obtido pela técnica Daytona nos individuos com FH.

Perfil Lipoprint sdLDL (mg/dL) Daytona
Grupo pediatrico n Grupo dos adultos n
A 39,370+16,734 18 42,539+18,255 41
N3do indicativo de A 40,639+13,259 10 65,53949,382 16
P 0,838” 0,016°

B- Testes T (paramétricos); @ - Teste Mann-Whitney (ndo paramétricos); estatisticamente significativo: p<0,05.

Através da quantificacdo pela técnica Daytona, foi entdo possivel determinar quantos individuos
em estudo apresentam concentracées de sdLDL plasmaticos abaixo e acima de 35 mg/dL (valor de
referéncia como limiar de risco cardiovascular [38]). Pela aplicacdo de testes de chi-quadrado
compararam-se as concentracdes de sdLDL, tendo em conta a divisdo acima referida, com o tipo de
perfil Lipoprint e com a medicacdo, tendo-se observado, ainda assim, que ndo existem diferencgas

estatisticamente significativas (tabela 4.12), entre estas trés variaveis.

Tabela 4.12- relacdo entre tipo de perfil Lipoprint, medicagdo e concentragio de sdLDL (mg/dL) nos individuos com FH.

Tipo Perfil Lipoprint Medicagdo sdLDL (mg/dL) Grupo Pediatrico (n) Grupo dos Adultos (n)
. <35 2 14
Sim
>35 1 16
Perfil A ~ <35 6 3
N3o
>35 9 8
p 0,412° 0,226"
. <35 2 2
Sim
>35 3 9
Perfil B N <35 2 1
Nao
>35 3 4
P 0,738" 0,705"

% Teste Qui-Quadrado; estatisticamente significativo: p<0,05

Os valores plasmaticos médios de CT, c-LDL, c-HDL e TG dos individuos sem medica¢do com base
no tipo de perfil Lipoprint e na concentragdo plasmatica de sdLDL obtida na técnica Daytona estdo
descriminados nas tabelas 4.13 e 4.14. Nesta andlise apenas foram considerados apenas os

individuos sem medicacdo
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Tabela 4.13 —relagdo entre os parametros bioquimicos por tipo de perfil Lipoprint no grupo pediatrico e no grupo adultos

da amostra em estudo com FH, sem medicagdo.

Parametros Perfil Lipoprint
Bioquimicos Perfil Lipoprint A n Ndo indicativo n P
(mg/dL) de A

CT 248,19+451,817 16 287,20455,188 5 O,164m
Grupo c-LDL 168,31+48,928 16 225,00+58,822 5 0,156"
Pediatrico c-HDL 48,88+10,314 16 44,00+2,915 5 0,108"
TG 70,81+28,433 16 119,00+58,885 5 0,020"
CT 273,17+80,653 12 339,20+£109,500 5 0,018
Grupo dos c-LDL 200,92+73,461 12 256,60+£101,051 5 0,220
Adultos c-HDL 48,75+14,007 12 52,80+3,962 5 0,374
TG 118,417+51,417 12 143,00£49,980 5 0,380

B- Testes T (paramétricos); o - Teste Mann-Whitney (ndo paramétricos); estatisticamente significativo: p<0,05.

Tabela 4.14 - relagdo entre os parametros bioquimicos por concentragdo de sdLDL no grupo pediatrico e no grupo dos
adultos da amostra em estudo com FH, sem medicagao.

Parametros

Bioquimicos sdLDL <35 N sdLDL >35 N o
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)

Grupo cT 235,44+67,465 10 281,92+33,318 12 0,051”
Pedistrico c-LDL 173,778+67,076 10 29,95+219,25 12 0,049”
c-HDL 47,556+12,350 10 47,836,739 12 0,952"
TG 79,667+33,151 10 81,17+49,673 12 0,722°
Grupo dos cT 207,25+45,959 4 328,58+85 12 0,018”
Adultos c-LDL 136,00+42,973 4 250,42+74,335 12 0,026”
c-HDL 51,75+12,945 4 50,83%11,408 12 0,453"
TG 91,00%32,455 4 137,42453,577 12 0,129°

@- Testes T (paramétricos); o - Teste Mann-Whitney (ndo paramétricos); estatisticamente significativo: p<0,05.

4.5. DOENCA CARDIOVASCULAR

Dos individuos da amostra com mutagdo (index e familiares), apenas 7,44%, isto é 9 em 121
individuos, tiveram, pelo menos, um episddio de doenca cardiovascular (DVC). Estes individuos
pertencem ao grupo dos adultos (11,39% da amostra de individuos adultos), sendo que 3 sdo casos
index e os restantes 6, familiares, a média de idade do primeiro evento cardiovascular é de 48+13
anos, sendo 1 individuo do sexo feminino e 8 do sexo masculino. Os diversos tipos de DCV
encontrados, assim como a frequéncia de cada tipo estdo descriminados na figura 4.12. Dos
individuos adultos sem DCV, 35 s3o do sexo feminino e 35 do sexo masculino, com média de idades
43+13.

DCV Tipode DCV

& N3o HSim M EAM MAngina W AVC M Outros

Figura 4.12 — grafico representativo da frequéncia de individuos com FH e com doenga cardiovascular e tipo de doenga
cardiovascular presente na amostra. Legenda: DCV - doenga cardiovascular; EAM — enfarte agudo do miocardio; AVC —
acidente vascular cerebral.
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e A FH como factor de risco cardiovascular

A FH é comprovadamente um factor de risco cardiovascular na medida em que os valores de CT,
c-LDL, sdLDL, apoB, apoB/apoAl e ndo-HDL/HDL estdo aumentados e do c-HDL reduzidos,
promovendo assim um perfil lipidico de maior risco cardiovascular (tabela 4.15). Tal resultado foi
observado quando se compararam os valores plasmaticos destes lipidos entre individuos familiares

com diagndstico molecular de FH e individuos familiares da amostra nos quais ndo foi detectada a

alteracdo pesquisada.

Tabela 4.15 - diferengas observadas em diversos parametros bioquimicos entre individuos familiares com mutagédo

causadora de FH e sem mutagdo causadora de FH.

Parametro Bioquimico

(mg/dL)* Criangas n Adultos n

Com FH? 285,50+54,804 20 320,12+88,634 43

cT Sem FH" 197,13+48,898 8 212,57+46,553 44
p 0,001" 0,000°

Com FH? 219,05+56,378 19 228,45+79,785 31

c-LDL Sem FH® 122,50+41,172 8 130,08+39,871 40
p 0,000" 0,000”

Com FH? 50,56+11,618 18 52,32+13,278 31

c-HDL Sem FH® 59,00+11,314 8 56,20+17,720 41
p 0,085° 0,554°

Com FH? 110,22+72,644 18 119,07+73,348 30

TG Sem FH" 85,25+52,117 8 130,90+80,373 41
p 0,232° 0,488°

Com FH? 34,556+13,151 15 47,667+25,544 46

sdLDL Sem FH® 26,243+8,442 6 33,405+21,120 34
p 0,024° 0,002°

Com FH? 124,300+32,749 20 130,460+42,919 63

ApoB Sem FH® 74,125+22,087 8 91,983+29,241 58
p 0,001” 0,000°

Com FH? 0,928+0,316 20 1,199+2,224 63

ApoB/ApoAl Sem FH® 0,537+0,167 8 0,649+0,427 58
p 0,003" 0,000°

Com FH? 5,179+1,524 10 5,783+2,307 12

N3o-HDL/HDL Sem FH" 2,656+1,091 4 2,232+1,297 5
p 0,013" 0,003"”

B- Testes T (paramétricos); ¢ - Teste Mann-Whitney (ndo paramétricos); estatisticamente significativo: p<0,05.
*-valores bioquimicos sem medicagdo;

% individuos familiares da amostra com mutagdo causadora de FH

® individuos familiares da amostra que ndo apresentam mutagdes nos genes LDLR, APOB ou PCSK9.

e Marcadores bioquimicos de risco cardiovascular

Quando se comparou a presenca de DCV com o perfil Lipoprint, observou-se que 5 dos
individuos com presenca de DCV apresentava um perfil Lipoprint tipo A e 4 individuos um perfil ndo
indicativo de tipo A. Todos estes individuos ja se encontravam a tomar medica¢do quando se realizou
a sua caracterizacdo bioquimica. Com base nestes resultados, a relacdo entre o tipo de perfil
Lipoprint e a presenca de DCV apresenta um p=0,191 (estatisticamente ndo significativo) pela
aplicacdo de testes paramétricos (teste T).

Relativamente ao gendtipo APOE, observou-se que 8 dos casos que apresentam DCV tém o
genodtipo E3/E3 e 1 dos casos, gendtipo E3/E4. Desta forma, aplicando um teste chi-quadrado, a
relacdo entre o gendtipo APOE e a presenca de DCV apresenta um p=0,732 (estatisticamente ndo

significativo).
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Compararam-se ainda os parametros comummente utilizados como marcadores de risco

cardiovascular — apoB, Lp(a), sdLDL, Ndo-HDL/HDL e apoB/apoAl — com a presenca/auséncia de DCV.

Os resultados estdo descritos

Tabela 4.16 - marcadores de

na tabela 4.16.

risco cardiovascular e presenc¢a de doenga cardiovascular nos individuos com FH

Adultos
Nao- Idade
DCV Ap;):L n Lp(/Z)L n sd L/IZII'_ n HDL/HDL ikl ;:;:.OAI média n
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) -
Sim  136,67+29,93 9  51,58+4879 9  45,73+22,939 9 10,931 1 1,11%0,377 9 48+13 9
Nio 132,58+43,39 69 54,11#49,66 69 49,61+27,759 48 5,99+2,67 18  1,18+2,674 69 42415 68
p 0,516° 0,731° 0,743° 0,144° 0,131° 0,033°

o - Teste Mann-Whitney (ndo paramétricos); estatisticamente significativo: p<0,05.

Analisando os valores de Lp(a) da amostra estudada neste trabalho, com base nos valores de

referéncia, foi possivel determinar a distribuicdo dos individuos relativamente a este parametro,

estando os resultados representados na figura 4.13.

Lp(a) (mg/dL)
46
=
o
g M <50 mg/dL
§ M >50 mg/dL

Grupo Pediatrico  Grupo dos Adultos

Figura 4.13 — grafico representativo da distribui¢do dos individuos da amostra com FH com base na sua concentragdo de

Lp(a) plasmatica.

e Lipoproteina(a) como factor de risco cardiovascular

Uma vez que na literatura estd descrita uma forte associacdo entre os niveis de Lp(a) e a

presenca de DCV, foi efectuada ainda uma andlise a todos os casos index ja estudados no EPHF, ja

gue a amostra estudada neste trabalho é relativamente pequena.

Dos 607 casos index estudados, apenas 88 apresentam DCV (23,78% da amostra de individuos

adultos), ndo existindo nenhum individuo do grupo pediatrico com DCV. A distribui¢cdo do grupo dos

adultos por género dos individuos com e sem DCV estd representada na figura 4.14. No total de

index estudados 225 apresentavam FH geneticamente comprovada (85 do grupo pediatrico e 140 do

grupo dos adultos).

N2de individuos

Género vs. DCV

200

173

150

100

50

Com DCV SemDCV

M Sexo Feminino M Sexo Masculino

Figura 4.14 - grafico representativo do nimero de index adultos com e sem DCV distribuidos pelo sexo.
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Compararam-se os valores plasmaticos de Lpa(a) (mg/dL) entre individuos com FH e sem FH
(tabela 4.17) e entre individuos com DCV e sem DCV (tabela 4.18), obtendo-se um resultado

estatisticamente significativo apenas no ultimo caso.
Tabela 4.17 - valores de Lp(a) em mg/dL nos grupos pediatrico e dos adultos com e sem FH.
Lp(a) (mg/dL) Grupo Pediatrico n Idade n Grupo dos Adultos N Idade n

Com FH 49,409+51,642 82 10+4 85 58,770%59,543 122  44+15 135
Sem FH 57,907+62,255 140 10+3 149 60,108+61,929 204 45%13 226
[ 0,511° 0,493° 0,839° 0,324°

® - Teste Mann-Whitney (ndo paramétricos); estatisticamente significativo: p<0,05.

Tabela 4.18 - valores de Lp(a) em mg/dL nos grupos pediatrico e dos adultos com e sem doenca cardiovascular.
Lp(a) (mg/dL) Grupo Pediatrico n Idade n Grupo dos Adultos N Idade n

Com DCV - - - - 78,550+71,918 80 53+13 87
Sem DCV 55,050+58,774 220 104 231 53,447+55,729 246 42+13 274
P - - 0,001° 0,000°

0 - Teste Mann-Whitney (ndo paramétricos); estatisticamente significativo: p<0,05.

Comparam-se ainda as diferencas existentes nos valores plasmaticos de Lp(a) entre individuos
com e sem DCV, em individuos com FH (tabela 4.19) e sem FH (tabela 4.20), sendo os resultados

estatisticamente significativos em ambos os casos.

Tabela 4.19- valores de Lp(a) em mg/dL nos grupos pediatrico e dos adultos com FH com e sem doenga cardiovascular.

Lp(a) (mg/dL) Grupo n Idade n GrupodosAdultos n Idade n
Pediatrico
Com FH Com DCV - - - - 81,697+73,614 33 5712 37
Sem DCV 49,402+51,642 82 10+#4 85 50,2704+51,310 89 39+12 98
p - - 0,020° 0,000°

0 - Teste Mann-Whitney (ndo paramétricos); estatisticamente significativo: p<0,05

Tabela 4.20 - valores de Lp(a) em mg/dL nos grupos pediatrico e dos adultos sem FH com e sem doenga cardiovascular.

Lp(a) (mg/dL) Grupo n Idade n Grupo dos Adultos n Idade n
Pediatrico
SemFH Com DCV - - 76,340+71,420 47 50+12 50
Sem DCV 58,406+62,568 138 10+3 146 55,248+58,167 157 43+13 176
p - - 0,022° 0,002°

o - Teste Mann-Whitney (ndo paramétricos); estatisticamente significativo: p<0,05.

s

E ainda referido [38] que a presenca de DCV nos familiares directos (12 grau) — pais ou filhos — é
igualmente importante considerar os valores de Lp(a) como um factor de risco, dado que a Lp(a) é
maioritariamente condicionada por factores genéticos. Desta forma, nos individuos sem doenga
cardiovascular foram comparados os valores plasmdticos desta lipoproteina nos individuos cujos
familiares em primeiro grau apresentam ou ndo doenca cardiovascular (tabela 4.21).

Tabela 4.21 - valores de Lp(a) em mg/dL nos grupos pediatrico e dos adultos sem DCV comparando a presenga/auséncia de
doenga cardiovascular nos familiares em 12 grau.

Lp(a) (mg/dL) Grupo Pediatrico n Idade n Grupo dos Adultos n Idade n
Sem  Fam 12 Grau Com DCV 63,800+58,094 25 1043 25 73,222+68,879 72 44+12 77
DCV Fam 12 Grau Sem DCV 53,912159,066 194 104 205 45,405+47,229 173 41+13 195
p 0,360° 0,911° 0,005° 0,022°

® - Teste Mann-Whitney (ndo paramétricos); estatisticamente significativo: p<0,05. (Legenda: Fam — familiares)

Quando se fez 0 mesmo tipo de comparacdo, adicionando ainda a varidavel FH observou-se que

no grupo pedidtrico as diferencas observadas ndo eram estatisticamente significativas. Porém, no
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grupo dos adultos, observou-se apenas um resultado significativo quando os casos index ndo

apresentavam gendtipo de FH (Tabelas 4.22 e 4.23).

Tabela 4.22 - valores de Lp(a) em mg/dL nos grupos pediatrico e dos adultos sem FH e sem DCV comparando a
presenca/auséncia de doenca cardiovascular nos familiares em 12 grau.

Lp(a) (mg/dL) Grupo Pediatrico n Idade N Grupo dos Adultos n Idade n
Sem FH Fam 12 Grau Com DCV 72,0774£54,505 13 10+3 13 76,841+73,739 44 45412 46
Sem DCV Fam 12 Grau Sem DCV 56,984+63,629 124 10+3 132 46,841+46,669 113 43113 130
P 0,330° 0,857° 0,022° 0,249°

o - Teste Mann-Whitney (ndo paramétricos); estatisticamente significativo: p<0,05. (Legenda: Fam — familiares)

Tabela 4.23 - valores de Lp(a) em mg/dL nos grupos pediatrico e dos adultos com FH e sem DCV comparando a
presenga/auséncia de doenca cardiovascular nos familiares em 12 grau.

Lp(a) (mg/dL) Grupo Pediatrico n Idade n Grupo dos Adultos n Idade n

Com FH Fam 12 Grau Com DCV 54,833+62,881 12 104 12 67,536161,331 28 43+13 31

Sem DCV Fam 12 Grau Sem DCV 48,471i49,244 70 10+4 . 73 42,700’;44,222 60 37+12 65
P 0,748 0,951 0,072 0,016°

B- Testes T (paramétricos); @ - Teste Mann-Whitney (ndo paramétricos); estatisticamente significativo: p<0,05. (Legenda:
Fam — familiares)

4.6. TERAPEUTICAS

Foi estimado o numero de individuos index e familiares da amostra com FH que estavam sob

medicacdo e/ou dieta (tabela 4.24).

Tabela 4.24 — frequéncia de individuos index e familiares dos grupos pediatricos e adultos com FH que tomam medicagdo
e/ou fazem dieta.

index Familiares
Grupo Pediatrico | Grupo dos Adultos | Grupo Pedidtrico | Grupo dos Adultos
(Ntotal =22) (Ntotal =16) (Ntotal =20) (Ntotal =63)
Sim Ndo Sim Nao Sim Nao Sim Nao
Medicagdo (n) 5 17 15 1 6 14 37 26
Dieta (n) 5 17 0 16 3 17 0 63

As diferencas nos valores plasmaticos dos principais parametros bioquimicos a data de
diagnéstico quando se comparam no grupo pediatrico e no grupo dos adultos os individuos que

tomam e ndo tomam medica¢do encontram-se descritas na figura 4.15.

A Grupo Pediatrico B Grupo dos Adultos
s P=0,0200

320 f = T
300 T t
280
260
240
220
200
180
160
140
120
100
20
60
40
20

H Com Medicagdo

H sem Medicacdo

Concentragdo plasmatica (mg/dL)
Concentragdo plasmatica (mg/dL)

cT LDL ApoB sdLDL cT LDOL ApoB sdLDL

Parametro bioquimico Pardmetro bioquimico

Figura 4.15 - diferencgas entre parametros bioquimicos no grupo pediatrico e no grupo dos adultos com e sem medicagao.
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Foi determinada a distribuicdo dos individuos adultos, com muta¢do, que estavam sob
medicacdo, pelos respectivos valores de CT e c-LDL (tabela 4.25). Observou-se que apenas 1
individuo adulto apresenta um valor de CT inferiores a 170 mg/dL e 3 apresentam um valor inferior a

100 mg/dL (valores recomendados para individuos com alto risco de desenvolver uma DCV).

Tabela 4.25 — nimero de individuos adultos com mutagdo e em medicagdo distribuidos pelos valores de colesterol total e
colesterol LDL.

Grupo dos adultos
index (n)  Familiares (n)

<170 0 1
171-190 0 3

CT (mg/dL
(me/dL) 191 550 2 6
220 12 23
<70 0 0
70-99 1 2
LDL (me/dL) 150115 0 2
>115 13 33

Nos individuos com mutac¢do e medicados, determinou-se ainda o tipo de terapéutica utilizado
nos diferentes grupos estudados, observando-se que as estatinas sdo as mais comuns (figura 4.15).

Devido a pequena dimensdo da amostra ndo é possivel ver se existem diferencas
estatisticamente significativas dentro de cada grupo, comparando com os diferentes tipos de
terapéutica aplicada. E importante ainda referir que 7 efectuam ja uma terapéutica combinada de

estatinas e ezetimiba, tal como indicado na figura 4.16.

Grupo Pediatrico Grupo dos Adultos

2

M Estatinas LI Resinas M Estatinas M Estatinas + Ezetimiba  u Fibratos

Figura 4.16 - distribuigdo dos tipos de medicagdo nos individuos com mutagao.
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5. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

5.1. CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

No ambito do Estudo Portugués de Hipercolesterolemia Familiar (EPHF), neste trabalho foi
realizado o Cascade screening, durante aproximadamente 12 meses, tendo sido recebidos 106
familiares, de 45 casos index, nos quais havia sido encontrada uma alteracdo genética
eventualmente responsavel pelo fendtipo de hipercolesterolemia observado. A estes individuos foi
efectuado o estudo bioquimico e ainda o estudo molecular através da pesquisa da alteracdao que
havia sido detectada no Cl de cada familia. Desta forma, foi possivel identificar alteracdes em 69
(65,09%) dos familiares estudados. Porém, apenas 66 destes individuos (62,26% dos individuos
estudados durante este periodo) foram considerados como novos doentes com FH, dado os
restantes 4 familiares apresentarem alteracdes de patogenicidade duvidosa, sendo necessdrios
estudos funcionais que comprovem o efeito destas alteracdes na funcdo da proteina.

Dado que em algumas destas familias o estudo familiar ja havia sido iniciado, o nimero de total

de familiares considerados para a amostra deste trabalho compreende 149 individuos.

5.2. ANALISE MOLECULAR

Apenas 2 familias das 45 estudadas, tal como se observa na tabela 4.2, apresentavam alteragcdes
ja descritas como patogénicas no gene APOB, correspondendo a 4,44% da amostra.[86, 98] Sabe-se
que alteragGes neste gene sdo raramente encontradas na populagdo portuguesa, sendo que até 2010
apenas 2% dos casos identificados com FH apresentavam alteragdes neste gene [52] indo a
frequéncia obtida de encontro ao esperado.

Por sua vez, em 15,56% das familias estudadas ndo foi possivel identificar uma causa genética
responsavel pelo fendtipo observado, pelo menos ndo sem mais estudos. Aos casos index (Cl) 10098,
11215 e 12037, apds estudo molecular completo, apenas foram detectas as alteragdes referidas na
tabela 4.2 e cuja patogenicidade ndo estd descrita na literatura. Desta forma, ndo foi possivel
justificar o fendtipo observado nesta familia. Por sua vez, nos Cl 29105, 26043 e 12021, cujo estudo
molecular completo foi também realizado, apenas foram detectadas altera¢gdes que ndo parecem
influenciar a funcdo da proteina sintetizada. Estes casos serdo discutidos posteriormente.

Em 80% das familias foi detectada uma alteragdo no gene LDLR causadora de
hipercolesterolemia familiar, justificando o fendtipo observado. Este resultado vai de encontro ao
esperado, pois tal como foi descrito em 2010, alteracdes no gene LDLR sdo as mais comuns, incluindo
em Portugal.[52]

Desta forma, foram considerados 83 familiares e 38 casos index com mutacdo causadora de FH,
excluindo da andlise estatistica os individuos das familias cujas alteracdes detectadas ndo estdo ainda

descritas na literatura ou tém patogenicidade duvidosa.

Estudo Bioquimico e Molecular de Familias com Hipercolesterolemia Familiar 56



5. Discussdo dos Resultados

5.2.1. ALTERACOES NAO DESCRITAS/PATOGENICIDADE DUVIDOSA

A designacdo de mutacado pode ser definida como qualquer alteracdao na sequéncia gendmica
qgue origina alteracbes estruturais na proteina sintetizada, afectando o fendtipo. Para serem
consideradas mutacdes, tém de obedecer a alguns critérios, como descrito por Cotton e Scriver
(1998).[104]

Alteracbes numa sequéncia codificadora (exdo) que originem codGes STOP prematuros ou
alteracdes na grelha de leitura da proteina, originando uma proteina truncada, sdao plausiveis de
alterarem o fendtipo. Quando se trata da alteracdo de um aminoacido (alteracdes missense) é
importante ver se este é conservado entre espécies. Se o aminodcido que é alterado for conservado
entre espécies nessa posicdo, é provavel que apresente uma funcdo importante e a sua alteracao
provoque alteragdes na estrutura e fungdo da proteina sintetizada, sendo requeridos estudos
funcionais para comprovar a sua patogenicidade.[104]

O estudo da co-segregacdao da alteracdo, isto é, quando se observa que individuos com o
fendtipo alterado apresentam a alteracdo ao mesmo tempo que esta ndo estd presente em
individuos cujo fendtipo é normal, é outro dos principais critérios a que uma alteracdo deve
obedecer para ser considerada mutacao.[104]

Uma alteracdo que ocorra em menos de 1% dos alelos numa populacdo é considerada rara,
podendo ser causadora de doenca, ao contrario dos polimorfismos (encontrados em mais de 1% da
populagdo, parecendo ndo causar doencga).[104]

Porém, para confirmar a sua patogenicidade devem, sempre que possivel, ser realizados estudos
funcionais que permitam observar se existem diferengas na funcionalidade da proteina sintetizada,
comparativamente a células que ndo possuam a alteragao em questdo.[104]

Todas as alterages ndo descritas/de patogenicidade duvidosa detectadas na amostra devem
entdo ser sujeitas a andlise de forma a verificar se cumprem os critérios acima referidos. Sendo a FH
uma patologia autossdémica dominante, sabe-se que, cada filho de um individuo com FH apresenta
50% de probabilidade de herdar a doenga. O cascade screening demonstra-se como uma ferramenta
atil na avaliagdo das novas alteragbes detectadas, permitindo estudar a co-segregacdo dessas

alteragoes.

e Casoindex 10098 (Familia 513)

No caso index 10098 (familia 513) foi detectada a alteracdo c.13158delA (p.Glu4387AsnfsX7) no
exdo 29 do gene APOB. Pelo método Cascade screening foi possivel estudar o irmdo deste Cl que
também apresenta a alteragdo em questao.

Ndo existem referéncias na literatura sobre esta alteragdo nem sobre a sua patogenicidade. Em
Portugal, esta foi a Unica familia em que foi detectada. Ainda que esta proteina origine um codao
STOP prematuro 7 nucleétidos apds a deleccdo de uma adenina na posi¢do c.13158, esta alteragdo
ocorre ja no final do exdo 29, ultimo exdo que codifica a apoB, sendo dificil prever o seu efeito.[106]

Seria importante observar se esta alteracdo esta presente num painel de 100 individuos

normolipidémicos e ainda realizar estudos funcionais, nomeadamente com recurso a células U937,
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como descrito por Frosteggtrd e a sua equipa em 1990 [106], para confirmar a patogenicidade desta
alteracdo. Estas células ndo sdo capazes de sintetizar colesterol (pela auséncia de actividade da
enzima 3-cetoesteroide reductase), necessitando de internalizar colesterol exégeno para proliferar e
se multiplicarem. Desta forma, é possivel, através da incubacao destas células com particulas LDL dos
individuos com a alteracdo na APOB, observar as taxas de crescimento e multiplicacdo que, caso a
alteracdo seja patogénica, deverdao ser inferiores quando comparadas com células que foram
incubadas com particulas LDL de individuos sem alteracdes na apoB.[106-107]

Neste Cl ndo foi detectada mais nenhuma alteracdo nos 3 genes estudados, ndo tendo sido
ainda possivel obter nova amostra deste Cl para a realizacdo de estudos funcionais. Se através da
analise funcional esta alteracdo ndao demonstrar ser patogénica, serdo necessarios mais estudos de

forma a compreender se a hiperlipidemia observada tem origem genética ou ambiental.

e Casoindex 11215 (Familia 619)

No caso do index 11215 foi detectada a alteragdo ¢.2291T>C (p.lle764Thr) no exdo 15 do gene
LDLR. Este exdo codifica 58 aminoacidos ricos em residuos de serina e treonina, cuja funcdo se pensa
ser a ligacdo as cadeias de acucares glicosilados.[108] Porém, em estudos anteriores, a auséncia
deste exdo ndo demonstrou ter consequéncias funcionais.[109]

Esta alteracdo origina a substituicdo de uma isoleucina por uma treonina, correspondendo a
uma alteracdo missense. Desta forma, para afirmar o efeito que esta alteracdo poderd surtir na
proteina, a sua patogenicidade tem de ser testada, segundo descrito por Cotton e Scriver.[104]
Através da analise com recurso a trés ferramentas bioinformaticas (tabela 4.4) observou-se que esta
alteracdo apresenta uma forte probabilidade de ser tolerada/ndo patogénica. Para além disso,
observou-se ainda que o aminodacido alterado ndo esta conservado entre espécies e, portanto, a sua
fungdo nao devera ser essencial. Contudo, esta alteragdao ndo estava presente num painel de 100
individuos normolipidémicos, isto é, cujos parametros bioquimicos se encontram dentro dos limites
recomendados (correspondendo a 1% da populagdo portuguesa).

Neste trabalho foi realizado o estudo familiar para avaliagdo da co-segregacgao da alteragdo, que
foi detectada no pai e na avo paterna do Cl (figura 4.2). Observando o perfil lipidico dos familiares, a
alteracdo parece estar presente nos individuos com fendtipo de hipercolesterolemia. Porém, a mae
do Cl encontra-se medicada com estatinas, o que pode influenciar a analise (tabela XI.1, anexo XI).

Para avaliar o efeito que esta alteracdo poderd causar, seria interessante que fossem realizados
estudos funcionais com recurso, por exemplo, a células CHO-IdIA7 (linha estdvel de células de ovario
de hamster chinés [CHO] que expressa o LDLR humano) nas quais seria induzida a altera¢do em
estudo através de mutagénese dirigida, permitindo determinar a capacidade de ligacdo e
internalizacdo celular de particulas LDL aos seus receptores LDLR), ou com recurso a linfécitos de
individuos com essa alteracdo através de ensaios de citometria de fluxo utilizando LDL marcado.
Estes métodos, como descrito em outros estudos, permitem observar actividade das células cujo

LDLR estd alterado, permitindo determinar a patogenicidade da altera¢do.[110-111]
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e Caso index 12037 (Familia 670)

No index 12037 foi encontrada a alteragdo c.1802A>T (p.Asp601Val) no exdo 12 do gene LDLR,
gue origina a substituicdo de um dacido aspartico por uma valina. Este exdo faz parte da sequéncia
gendmica do LDLR que codifica o precursor tipo EGF, cujo dominio é requerido para a dissocia¢do das
lipoproteinas do LDLR durante a sua reciclagem, no interior do endossoma. E ainda importante na
ligacdo entre as particulas LDL e o seu receptor na superficie celular dos hepatdcitos. Alteracdes
neste exao podem afectar estas funcdes.[108]

Tal como no caso anterior, esta é uma alteracdao missense. Porém, neste caso o acido aspartico,
gue é substituido na posicao 601 da sequéncia proteica, estd conservado entre espécies, sugerindo
gue deve apresentar um papel importante na funcdo da proteina. Para além disso, o resultado da
previsdo do seu efeito na funcdo da proteina, com recurso a ferramentas bioinformaticas, indicou
uma forte probabilidade de a alterac¢do ser patogénica/ndo ser tolerada (tabela 4.4).

Com o objectivo de estudar a co-segregacao da alteracao, neste trabalho foi também realizado o
estudo familiar aos pais do Cl (figura 4.3). A alteracdo foi detectada no pai, cujo fenétipo é sugestivo
de heFH, estando, inclusive a realizar uma terapia combinada de estatinas e ezetimiba (tabela XI.1,
anexo Xl). Seria entdo importante estudar mais familiares geneticamente relacionados de modo a
verificar se a co-segregacdo se mantém. Para além disso, assim como foi efectuado no caso anterior,
seria importante pesquisar se a alteracdo estd presente num painel de 100 individuos
normolipidémicos, e efectuar estudos funcionais que permitam observar a patogenicidade da
alteracdo e, desta forma, explicar o motivo da dislipidemia observada nos individuos desta familia

para que possam ser acrescentadas medidas para reduzir o risco cardiovascular.

5.2.2. ALTERACOES EM QUE FOI COMPROVADA A NAO PATOGENICIDADE

e (Casoindex 29105 (Familia 390)

Na familia 390, do caso index 29105, ja havia sido efectuado o estudo familiar, que permitiu
detectar a alteragdo c.-13A>G no promotor do gene LDLR, no irmdo e na filha do index, parecendo
co-segregar na familia com o fendtipo de hipercolesterolemia (figura 4.4, A e B). No ambito deste
trabalho foi entdo realizado o estudo funcional através da sequencia¢ao do cDNA do caso index. Uma
outra forma de avaliar a patogenicidade deste tipo de alteragdes seria por ensaios com luciferase.

Através do estudo do DNA gendmico, realizaram-se as trés fases do estudo EPHF a este Cl,
tendo-se detectado apenas a alteracao referida. Concomitantemente foram também analisados os
polimorfismos (variagbes variagdo genética com frequéncia superior a 1% [64, 104]) presentes no
gene LDLR, tendo-se observado que na posicdo .81 no exdo 2 (posi¢cdo onde existe o polimorfismo
SfaNI C>T), este individuo apresentava o gendtipo C/T (figura 4.4, C2). A presenca deste polimorfismo
em heterozigotia permitiu testar se a alteracdo detectada no promotor influenciava a capacidade de
expressao do alelo em que estava presente, nomeadamente através da amplificagdo e sequenciagdo
do fragmento de cDNA que contem os exdes 1, 2 e 3 do gene LDLR do Cl (contendo o polimorfismo

referido).
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Dado que através da sequenciagdo do fragmento de cDNA (figura 4.4 C1) foi possivel observar a
presenca dos dois alelos na zona do polimorfismo referido, pode afirmar-se que ambos os alelos sao
expressos e portanto, a alteracdo detectada no promotor ndo afecta a expressdo da proteina (ndo
sendo patogénica).

De facto, num estudo publicado recentemente, esta alteracdo ja tinha sido descrita como nao
patogénica, através de estudos de predicdo do efeito in silico com recurso a ferramentas
bioinformaticas (PolyPhen, PolyPhen 2, SIFT e Refined SIFT) e ensaios com Luciferase.[63]

Desta forma ndo foi possivel detectar uma causa genética que justifique a dislipidemia
observada. E importante, porém, referir ainda que no caso 29105, o efeito das estatinas permitiu
uma reducdo significativa dos valores plasmaticos de CT e de c-LDL (tabela XI.1 no anexo Xl).

A causa responsdvel pela dislipidemia pode entdo dever-se a alteracbes em outros genes
envolvidos no metabolismo do colesterol, das quais ainda ndo se tem ainda conhecimento. Porém,
factores ambientais podem também influenciar o perfil lipidico observado. De facto, o IMC (indice de
massa corporal) do caso index é de 27,24 Kg/m? (excesso de peso) que podem influenciar o fenétipo
observado. Relativamente aos outros individuos da familia ndo ha informacdo sobre outros factores

de risco ambientais.

e Caso index 26043 (Familia 147)

Apds o estudo molecular do caso index 26043, a Unica alteracdo encontrada foi a c.829G>A
(p.Glu277Lys) no exdo 6 do gene LDLR. Foi depois efectuado o estudo familiar, tendo-se detectado a
mesma alteragdo no pai (27043) e na irma (27045). Esta alteragdo consiste na substituicdo de um
glutamato por uma lisina, na posicdao 277, que codifica a zona de ligagdo ao ligando, ocorrendo
proxima de um residuo de cisteina envolvido em pontes de dissulfureto que parecem ser essenciais
para a conformagdao do primeiro dominio proteico.[90] Para além disso, esta alteracdao parece
igualmente co-segregar com o fenétipo de FH nesta familia.

Porém, quando foram realizados estudos funcionais in vitro (mutagénese dirigida) a células
contendo esta alteragdo, estas demonstraram essencialmente a mesma ligacao, uptake e degradagao
das particulas LDL marcadas quando comparadas com células wild-type, isto é, sem alteragdo. Estes
resultados sugerem entdo que a alteragdo referida ndo apresenta efeito na fungdo da proteina.[90]

Segundo os mesmo autores [90], através de estudos funcionais utilizando células CHO-IdIA7
(células de ovario de hamster chinés sem expressdao endégena do LDLR) e particulas LDL marcadas
com '*°|, foi possivel observar que, em associacdo com a alteragdo c.1205T>C (p.lle423Thr) no ex3o 9
do gene LDLR, a alteracdo c.829G>A afecta o uptake e a degradagdo das particulas LDL. Porém,
nenhum dos individuos da familia apresenta esta altera¢do, ndo tendo sido possivel determinar uma
causa genética para a dislipidemia observada.

E importante referir ainda que nos individuos desta familia, através da caracterizagdo
bioquimica observou-se que apenas o caso index apresentava valores de CT superiores aos
recomendados (346 mg/dL) aquando do seu diagndstico clinico. Porém, quando as analises foram

repetidas, observou-se que este valor reduziu consideravelmente até 158 mg/dL, sem influéncia de
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medicacdo. Tendo em conta que os pais e a irmd do caso index também apresentam valores
normolipidémicos, ainda que o pai esteja a tomar estatinas (tabela XI.1 no anexo Xl) podera afirmar-
se que a dislipidemia observada, pode dever-se a factores ambientais. Para além disso, o caso index
apresenta um IMC de 31,95 Kg/cm? (obesidade grau 1) que, por sua vez, proporciona um aumento

dos valores plasmaticos de CT e de c-LDL.[7]

e Casoindex 12021 (Familia 665)

No caso index 12021 foi detectada a alteracdo c.90C>T (p.Asn30Asn) no exdo 2 do gene LDLR,
tendo sido estudados também os genes APOB e PCSK9.

Apesar de ser a primeira vez que esta alteracao foi detectada em Portugal, ja havia sido descrita
como um polimorfismo, dado que a alteracdo é sindénima, isto é, codifica para o mesmo
aminoacido.[102] Porém, ndo foram ainda realizados estudos funcionais a alteracao.

De forma a tentar estudar a co-segregacdo desta alteracdo com o fendtipo estudou-se ainda a
mae do caso index (Unico familiar que foi possivel incluir no estudo), que ndo apresentava a
alteracdo em questdo. Desta forma, seria importante estudar o lado paterno da familia de modo a
tentar obter resultados acerca da co-segregacdo da alteracdo. Dado que a mae apresenta um perfil
bioguimico normolipidémico, caso a alteracdo seja responsavel pelo fendtipo, justifica-se a sua
auséncia neste individuo. Apds estudo da co-segregacdo seria entdo importante realizar estudos
funcionais de forma a aferir o efeito que a alteracdo pode produzir na proteina. De facto, como
referido anteriormente, ja foram observados casos em que alteragdes sindnimas originam alteracdes
no splicing da proteina, justificando a importancia da realizagdo de estudos funcionais a todas as
altera¢des encontradas.[61]

Note-se que ao Cl foi efectuado o estudo molecular a todo o gene LDLR, aos fragmentos dos
exoes 26 e 29 do gene APOB nos quais se conhecem alteragdes causadoras de FH, assim como aos 12
exoes do gene PCSK9, ndo tendo sido encontrada mais nenhuma alteragao para além da referida.

Desta forma, também nesta familia ndo foi possivel determinar uma causa genética responsavel
pelo fendtipo de hipercolesterolemia observado. Este resultado pode sugerir, mais uma vez, que o
fendtipo possa ser causado por alteragdes em outros genes ainda ndo conhecidos como causadores

de hiperlipidemia ou dever-se a factores ambientais.

5.3. RELACOES GENOTIPO-FENOTIPO

O diagnéstico clinico que segue as recomendac¢bes descritas na tabela 11.1 (anexo 1) [79-80] na
populagdo portuguesa ndo é simples de aplicar, pois na maioria dos casos ndo existe a presenga de
xantomas e de DCV. Para além disso, muitas vezes também ndo se tem conhecimento sobre a
histéria familiar de hipercolesterolemia e/ou DCV prematura. E ainda comum que os familiares
apresentem fendtipos menos agressivos do que os casos index e, por isso, recorrendo apenas ao
diagndstico clinico, muitos individuos podem nao ser diagnosticados. Desta forma, o diagndstico

molecular mostra-se extremamente Util na identificacdo da FH.[54, 112]
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Quando se compararam as médias dos parametros bioquimicos entre os grupos index e
familiares nos grupos pediatrico e adultos (tabela 4.4) apenas se observaram diferencas
estatisticamente significativas nas concentragdes plasmaticas de apoC-lll (p=0,011) e de apoE
(p=0,019), no grupo das criancgas e nas concentracdes de CT (p=0,049) e c-LDL (p=0,044) no grupo dos
adultos, sendo no grupo de familiares que se observam as menores concentra¢des destes lipidos
plasmaticos.

Estes resultados vdo, em parte, contra a literatura, dado que se esperava que os familiares
apresentassem um fendtipo menos agressivo do que os casos index, especialmente no grupo
pediatrico.[54] De facto, na populacdo portuguesa, quando se analisou toda a amostra de individuos
diagnosticados com FH até a data, foi observado que os valores de CT e c-LDL entre casos index e
familiares apresentavam diferencas estatisticamente significativas, sendo inferiores nos
familiares.[112] Tal foi apenas observado no grupo dos adultos, ainda que as médias em ambos os
grupos sejam consideravelmente altas.

Na amostra estudada, ndo existem também diferencas estatisticamente significativas entre as
idades de index e familiares, nos dois grupos referidos. Desta forma, os factores ambientais ndao
parecem ter influéncia nos resultados obtidos, principalmente nas criancas, sendo que é defendido
gue quanto mais novas forem, menor a influéncia dos factores ambientais no seu perfil lipidico (por
haver menos tempo de exposicdo a estes factores).[54] Deve contudo ter-se em conta que esta
analise engloba individuos de todas as familias estudadas, com variados tipos de mutacdo. Ainda que
o fendtipo observado ndo se deva unicamente ao tipo de mutacao, os resultados podem dever-se ao
tipo de analise, nomeadamente porque a amostra é consideravelmente pequena, condicionando os
resultados obtidos.

E importante referir, porém, que tanto nos casos index como nos familiares da amostra
estudada, os valores plasmaticos médios observados sao elevados e o diagndstico clinico poderia,
eventualmente, ser realizado. Contudo, o diagndstico clinico ndo compreende apenas a avaliagdo do
perfil lipidico e, na auséncia de outras condi¢des poderia supor-se que o perfil bioquimico tivesse
origem ambiental. Para além disso, a falta de informagdo e apoio clinico pode promover a que os
individuos ndo sejam diagnosticados.

Dada a variedade de efeitos na funcionalidade que os diferentes tipos de mutagdo provocam na
proteina sintetizada, seria também de esperar que existissem diferencas estatisticamente
significativas nos valores dos parametros bioquimicos, especialmente de CT e c-LDL plasmaticos.
Esperar-se-ia, assim, que na amostra estudada existissem diferengas estatisticamente significativas
entre os parametros bioquimicos e o tipo de mutagao, contudo, tal ndo se observou, a excepgao do
valor de c-HDL no grupo dos adultos (tabelas XlI.1 e XII.2 no anexo Xll). Uma vez que a maioria dos
individuos da amostra apresenta muta¢des missense e nonsense, compararam-se também os valores
dos parametros bioquimicos apenas entre estes dois tipos de mutagao (tabelas XI1.3 e XIl.4 no anexo
XIl). Neste caso, apenas o valor de c-LDL no grupo dos adultos apresenta diferencas estatisticamente

significativas.
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Dado que entre as idades dos grupos estudados também ndo se observam diferencas
estatisticamente significativas, tal resultado pode dever-se, mais uma vez, a dimensdao da amostra.
Para compreender se o tipo de mutacao influéncia o perfil lipidico dos individuos, seria importante
realizar este tipo de andlise a uma amostra de dimensdes superiores, tal como ja foi realizado em
Portugal em 2010, a toda a amostra de individuos diagnosticados molecularmente até a data.[52]
Para além disso, sabe-se que a penetrancia das mutacdes é elevada, observando-se que ambas
conduzem a um aumento acentuado dos valores de CT e c-LDL.[54]

A FH apresenta uma elevada variabilidade fenotipica, ndo sé relativamente aos parametros
bioquimicos observados, mas também a presenca de xantomas, ao desenvolvimento da
aterosclerose e de doencas cardiovasculares bem como na resposta as terapéuticas. Desta forma, o
fendétipo FH é modulado, ndo sé pela mutacdo causadora da patologia, mas também por outros
factores de risco ambientais, como a alimentacao, obesidade, entre outros.[30]

Na amostra estudada, apenas 3 individuos adultos (2,46% da amostra), com idade média de
44+8,484, apresentam xantomas. Dois destes individuos foram diagnosticados molecularmente com
uma mutagdo missense no gene LDLR. No outro individuo com presenga de xantomas foram
detectadas 3 mutagdes no gene LDLR (2 missense e uma nonsense). Confirma-se assim que a
presenca de xantomas é uma caracteristica importante no diagndstico clinico destes individuos.[54]

O numero reduzido de xantomas diagnosticados na populacdo portuguesa pode dever-se a uma
menor susceptibilidade que os individuos com FH podem apresentar para o seu desenvolvimento,
provavelmente devido a influéncias ambientais. Porém, pensa-se que a principal causa sejam falhas
de diagnéstico, nomeadamente porque o exame é dispendioso e os individuos, muitas vezes, optam
por ndo o realizar devido a questdes financeiras.[65]

Relativamente as doencgas cardiovasculares, no grupo de individuos estudados, apenas 11,39%
dos individuos adultos da amostra ja haviam sofrido uma DCV, antes de ser molecularmente
diagnosticados com FH. Estes resultados serdo discutidos mais a frente em 5.6.

Para além de observar os resultados obtidos para a totalidade da amostra é importante também
compreender a dindmica existente dentro de cada familia. Nas préximas sec¢des serdo descritas

algumas familias que permitiram extrapolar algumas relagdes entre o genétipo e o fendtipo.

e Casoindex 99011 (Familia 10)

No caso index 99011, apds estudo molecular, iniciado no ano 1999, foi detectada a alteragao
€.2054C>T (p.Pro685Leu) no exdo 14 do gene LDLR. Esta mutagdo parece alterar a estrutura da
proteina LDLR sintetizada dado que reduz a restricdao sobre a flexibilidade da cadeia provocada pela
rigidez das ligagcdes peptidicas adjacentes a prolina, estando descrita como pertencente as classes
2/3 da classificacdo das mutacdes no LDLR.[87] Desta forma, pela remocéo insuficiente de c-LDL do
plasma para os hepatdcitos, ocorre um aumento plasmdtico desta lipoproteina, assim como de CT.

No ambito do cascade screening, ja havia sido estudado um filho do ClI (caso 29229) que
primeiramente se disponibilizou para que o seu estudo molecular fosse realizado e cujo resultado foi

negativo. Dois irmdos do caso index ja haviam falecido, sendo que um deles havia sofrido um AVC
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aos 57 anos de idade e o outro havia colocado um bypass, ndo se sabendo com que idade. Durante o
decorrer deste trabalho foram estudados mais 8 individuos geneticamente relacionados (figura 4.5).
A maior adesdo dos familiares poderd dever-se as alteracdes no contacto com os familiares, que
passaram a ser dinamizados por uma enfermeira de investigacdo com o acordo do Cl.

No total estudaram-se 9 familiares, tendo a alteragdo sido detectada em 5 destes (figura 4.5).
Porém, observando a relacdo entre o gendtipo e o fendtipo destes individuos, nota-se que a
alteracdo foi detectada em familiares cujo fendtipo ndo apresenta critérios clinicos de FH (tabela XI.1
no anexo XI).

Sobre esta familia, obteve-se depois a informacdo de que os casos 11143 (sobrinho-neto do Cl) e
11140 (sobrinho do Cl) sdo portadores de B-talassémia, patologia que esta descrita como causadora
de uma reducdo em cerca de 25% dos valores plasmaticos de c-LDL.[113] Estes individuos, porém,
apresentam uma concentracdo plasmatica de c-LDL superior a 190 mg/dL, sem tratamento, um valor
consideravelmente alto para individuos com esta condicdo, mas baixo para individuos com FH que
nao tomam medicagdo.

A presencga de B-talassémia na familia pode justificar a auséncia de critérios clinicos de FH nos
individuos que foram diagnosticados molecularmente. Se o CS ndo tivesse sido efectuado a esta
familia era altamente provavel que os individuos que tém B-talassémia ndo fossem diagnosticados
com FH. Desta forma, mais uma vez, é importante focar a importancia da presenca de outros
factores ambientais na modulagao do fenétipo FH.

Os resultados obtidos com o estudo bioquimico e molecular desta familia demonstram a
dindmica que existe relativamente ao fenétipo em individuos com FH e ainda as dificuldades que
existem no diagndstico clinico de FH. De facto, o caso index é o individuo desta familia com o
fendtipo mais agressivo, apresentando, sem influéncia de terapéuticas, um valor plasmatico de CT de
541 mg/dL e de c-LDL de 490 mg/dL. No entanto, este individuo tem 50 anos, hipertensdo e IMC de
32 Kg/m’ (obesidade), factores que influenciam o perfil lipidico, o que pode promover as diferengas
observadas no seu perfil lipidico, comparando com os restantes individuos da familia.[7] Este tipo de
informagao nao foi facultada sobre os restantes membros da familia, porém, da mesma forma que
podem estar a influenciar o perfil lipidico do caso index, o mesmo pode acontecer nos familiares sem
mutagao, nomeadamente nos filhos do Cl.

Esta familia representa a importancia e utilidade do cascade screening, dado que foi possivel
estudar todos os familiares geneticamente relacionados em risco, uma vez que, no total, estudaram-
se 10 individuos na familia, sendo que 60% destes foram identificados com FH para além de permitir
detectar individuos cujo fendtipo estava influenciado pela presenga de outra patologia genética,
demonstrando a forma como o fenétipo FH pode ser modulado pela presenca de outros factores

quer sejam genéticos ou ambientais.

e Casoindex 11061 (Familia 579)
No caso index 11061 foi detectada a alteracdo nonsense c.1176C>A (p.Cys392X) no exdo 8 do

gene LDLR, mutacdo ja descrita, que origina uma proteina truncada, uma vez que a alteracdo origina
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um coddo STOP (TGA) prematuro, sendo esta uma alteracdo classificada como pertencente a classe 1
das mutagdes deste gene.[98]

Esta familia é particularmente interessante, dado que, além do caso index, a sua mae e o seu tio
materno haviam ja sofrido 2 episédios de DCV prematuras cada um, tendo ambos ja falecido.
Também o pai do caso index ja havia falecido a altura do estudo.

O CS foi iniciado aos individuos que primeiramente aceitaram ser estudados, os irmaos do caso
index. Dos 3 irmdos estudados, apenas a irma (caso 11062) apresenta a alteragdo, cujo filho foi
depois estudado e no qual a mesma alteracao foi detectada. Durante o tempo em que decorreu este
trabalho foi depois ainda possivel estudar mais 3 individuos da familia: os dois filhos do CI (12004 e
12005) e ainda um primo materno (12006), tendo sido a alteracdo também detectada nos casos
12004 e 12006 (figura 4.6).

Nesta familia, é possivel observar uma relacdo entre o genétipo e o fenétipo, na medida em que
a maioria dos individuos que foram diagnosticados com FH apresentam valores de CT superiores a
300 mg/dL, provavelmente pelo tipo de alteracdo na proteina que esta mutacdo produz.

O individuo 12004, porém, quando comparado com os restantes familiares diagnosticados com
FH, apresenta um fendtipo menos agressivo e, muito provavelmente, passaria despercebido no
diagndstico clinico de FH. De facto, o seu valor plasmatico de CT é de 221 mg/dL, n3o estando a
tomar medicacdo, sendo similar ao da sua irma, caso 12005, cujo valor plasmatico de CT é de 229
mg/dL, mas ndo apresenta a alteracdo.

Dado que este resultado suscitava algumas duvidas, foi pesquisado um pouco mais sobre a
envolvéncia ambiental destes dois irmdos, tendo-se obtido a informacdo de que o caso 12005,
apresenta IMC>25 Kg/m’, ndo sabendo porém se é apenas excesso de peso ou ja obesidade, para
além de ndo praticar qualquer tipo de desporto ou dieta especifica. Porém, o caso 12004 apresenta
um IMC normal, pratica desporto regularmente e ainda uma alimentagdo cuidada, ainda que nao
cumpra nenhum tipo de dieta especifico para a redugdo dos valores dos lipidos plasmaticos. De
facto, comparando os restantes parametros bioquimicos (tabela XI.1, anexo Xl), o perfil lipidico do
caso 12005 parece ter a influéncia de uma alimentagdo nao cuidada, nomeadamente pelo valor de
TG.

Este é um caso que claramente demonstra a importancia dos factores ambientais na modulagdo
do perfil lipidico, demonstrando que, ndo sé a presenca de FH é um factor de risco. De facto,
comparando também o caso 12004 e o caso 11063, que tém idades similares, observa-se que o caso
11063 apresenta valores plasmaticos consideravelmente mais elevados do que o caso 12004 (ambos
sem medicagdo), o que indica que o caso 11063, muito provavelmente ndo tem qualquer tipo de
cuidado no que diz respeito a alimentagdo ou a pratica de desporto.

Porém, quando o caso 11063 repetiu as andlises bioquimicas, ja apds ter iniciado o tratamento
com estatinas, denotou-se que o seu CT reduziu consideravelmente, para 148 mg/dL. Este resultado,
provavelmente, deve-se ndo sé a acc¢do da terapéutica, mas também a influéncia de factores

ambientais idénticos aos presentes no caso 12006.

Estudo Bioquimico e Molecular de Familias com Hipercolesterolemia Familiar 65



5. Discussdo dos Resultados

Nesta familia existem ainda, pelo menos, mais dois individuos aos quais seria importante
realizar o estudo bioquimico e molecular que, por indisponibilidade dos mesmos, nao foi possivel
realizar. Estes sdo individuos que podem apresentar um elevado risco de desenvolver uma DCV
prematura e que, por desconhecimento da sua situacao, poderao ter comportamentos que podem

aumentar o seu risco cardiovascular.

e Casoindex 10146 (Familia 539)

A alteracdo c.1291G>A (p.Ala431Thr) no exdo 9 do gene LDLR foi detectada no caso index
10146, (familia 539). Esta alteracdo pertence a classe 5 da classificacdo das mutagdes do gene LDLR,
inibindo a libertacdo da particula LDLR dos endossomas, impedindo, por sua vez, a sua
reciclagem.[95, 109]

Para a pesquisa de alteragdes no exdo 9 do gene LDLR, recorreu-se a técnica de dHPLC. Antes de
ser optimizado este método a pesquisa de alteragbes no nosso grupo de investigacdo era feita
através da sequenciacdo dos exdes 9 e 10, dado o intrdo existente entre estes exdes ser muito
pequeno. Durante a optimizacdo e validacdo do dHPLC, verificou-se que o conjunto de primers
utilizados para a amplificacdo e sequenciacdo directa deste fragmento ndo detectava todas as
alteracgOes presentes na sequéncia gendmica.

Com recurso a ferramentas informaticas apropriadas verificou-se que o primer reverse (9+10F)
emparelha numa zona polimérfica, parecendo estar a influenciar a ligacdo do primer a cadeia de DNA
e, por sua vez, a reducdo da efectividade da amplificagdo por PCR. Desta forma, o resultado da
sequenciacdo pode ficar também comprometido levando a que algumas altera¢Ges pudessem ndo
ser detectadas.[114]

Apds optimizacdo do dHPLC foi possivel verificar que os primers actuais utilizados para a
amplificacdo do exdo 9 ndo apresentam esta caracteristica e, portanto, a efectividade no
emparelhamento é conseguido. Desta forma o dHPLC tem sido utilizado com sucesso como método
de rastreio.[114]

Dado o dHPLC ser um método bastante sensivel e especifico para a pesquisa de alteragGes no
exdo 9, utiliza-se esta metodologia como técnica complementar a sequenciacdo, permite entdo
observar em que individuos se espera detectar uma altera¢do apds sequenciagdo da mesmo amostra
de DNA.[82, 115].

O estudo molecular desta familia (figura 4.7) foi, entdo, iniciado pela realizacdo da técnica
dHPLC em trés individuos: a mae (caso 10147), o pai (caso 10148) e o irmdo (caso 10149) do caso
index. Nos trés casos obteve-se um perfil alterado, quando comparado com o controlo normal,
porém, o perfil do caso 10148 é relativamente diferente do observado nos outros dois casos (figura
4.7 B).

Tal como referido anteriormente, a técnica dHPLC ndo é utilizada para diagndstico, sendo
apenas informativa da presenca de uma alteragdo no fragmento estudado. Apds sequenciacdo
automatica, observou-se que os casos 10147 e 10149 apresentavam a mesma alteragdo que o caso

index. O caso 10148, por sua vez, ndo apresentava a alteracdo em questdo (figura 4.7, C) mas
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apresentava um polimorfismo em heterozigotia na posicao ¢.1187+56C>T no exdo 9, que levou a que
o perfil obtido pelo dHPLC também apresentasse um perfil alterado.

Dado que a alteragdao em questao foi encontrada na mae do Cl, estudaram-se ainda os seus avds
maternos (casos 10150 e 10151), primeiramente por dHPLC e depois por sequenciacdo, observando-
se que apenas o avo (caso 10151) apresentava a alteracdo em questdo (figura 4.7 B e C). Ainda que
seja comum apenas realizar sequenciacdo automatica as amostras cujo resultado do dHPLC é
indicativo da presenca de uma alteracdo, sequenciou-se também o DNA do caso 10150 (cujo perfil do
dHPLC era normal) para confirmar que o resultado e a efectividade do dHPLC. Através da
sequenciacdo foi possivel observar que o caso 10150 é o Unico individuo da familia em que o
polimorfismo ¢.1187+56C>T ndo foi detectado em heterozigotia, justificando o perfil de dHPLC
obtido. Desta forma, é importante referir que a eficacia do dHPLC estd dependente da zona que se
estd a estudar, sendo importante que o fragmento a amplificar ndo possua polimorfismos, para que
os perfis obtidos ndo originem falsos positivos.

Avaliando os valores plasmaticos dos individuos 10150 e 10151, ambos a tomar estatinas,
esperar-se-ia o resultado obtido, dado que o caso 10151 apresentava valores plasmaticos de CT e c-
LDL superiores ao caso 10150, ainda que este tenha sofrido um AVC aos 38 anos. Nos pais do caso
index (casos 10147 e 10148), avaliando apenas o perfil lipidico, ndo seria possivel identificar, sem
estudo molecular, qual dos dois apresentava a alteracdo pois a concentracdao plasmatica de c-LDL é
relativamente idéntica nos dois individuos (tabela XI.1, anexo Xl).

Dado que no pai do Cl ndo se detectou a alteracao referida, ndo foi realizado o estudo molecular
dos seus avds paternos, uma vez que o estudo familiar deve ser feito por gera¢des para assegurar a
sua eficacia laboral e monetaria.

No Cl, apenas se detectou a alteragdo referida no gene LDLR, mesmo apds ter sido efectuado o
estudo molecular completo também aos genes APOB e PCSK9. Porém, dado o perfil lipidico
observado no pai do caso index, seria interessante seguir a evolu¢do destes individuos no que diz
respeito ao efeito das terapéuticas e, caso existam mais familiares plausiveis de ser estudados,
também avalid-los, dado que, a dislipidemia observada podera ter influéncia ambiental, ou ser
causada por uma outra muta¢do que ndo tenha sido detectada no caso index (que o pai pode ter

herdado e ndo ter transmitido ao caso index ou em outro gene ndo estudado, por exemplo).

e Caso index 28069 (Familia 289)

No caso index 28069, apds estudo completo dos 18 exdes e promotor do gene LDLR, ndo foi
detectada nenhuma alteragdo. Quando se realizou a fase Il do estudo, isto é, a pesquisa de grandes
rearranjos do gene LDLR através da técnica MLPA (descrita em 3.3.9), observou-se que existia uma
grande delecgdo deste gene em heterozigotia, desde o promotor ao exao 2 [93] e ainda do exdo 8 ao
exdao 12 [64]. Esta técnica, ao contrario do dHPLC, é utilizada para diagndstico, dado que permite
saber qual a alteragdo responsavel pelo fenétipo. Este tipo de alteragdo pertence a classe 1, segundo
a classificacdo das mutag¢des do gene LDLR.[85]

Nesta familia, cujo inicio de diagndstico molecular teve inicio no ano 2008, primeiramente foram

estudados os progenitores do caso index (casos 28070 (mae) e 28071 (pai)), tendo sido detectada a
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alteragdo no caso 28070. Este resultado vai de encontro ao esperado na medida em que o individuo
28070 apresentava um perfil lipidico normal, (tabela XI.1, anexo XI).

Durante a realizacdo deste trabalho foram recebidos e estudados os avés paternos do caso
index (casos 11347 [av0] e 11348 [avd]), tendo sido a mesma alteracdo detectada em ambos os casos
(figura 4.8). De facto, observando o perfil lipidico indicado a data do estudo, ambos apresentam um
perfil de hipercolesterolemia (tabela XI.1, anexo XI).

Para além do perfil lipidico dos individuos que foram estudados, é importante ter em conta a
histéria familiar. De facto, sabe-se terem existido 3 mortes prematuras na familia (tios paternos do
caso index), duas delas de causa desconhecida e uma, aos 13 anos, referida como causada por
problemas no sangue e presenca de xantomas tendinosos e nas nadegas. Muito provavelmente, a
causa de morte deste individuo tdo prematuramente poderd ter estado relacionado com a
acumulacdo excessiva de CT e c-LDL desde o nascimento, dado que podera ter herdado a mutacdo de
ambos os progenitores, tendo FH homozigota. De facto, em individuos homozigotos é comum
ocorrerem DCVs ainda na primeira década de vida. Tendo em conta a idade do individuo, na altura
em que faleceu os médicos que seguiram o caso podiam ndo ter o conhecimento que existe hoje
sobre estas patologias e modos de actuacdo das mesmas.

Provavelmente os outros dois individuos que também morreram prematuramente, poderiam
igualmente ter FH em homozigotia que, como ja referido, pode levar a que os individuos tenham
valores plasmaticos de CT 4 vezes superiores do que individuos sem FH, podendo atingir mais de 800
mg/dL.

Caso o diagndstico de FH tivesse sido efectuado previamente aos casos 11347 e 11348, talvez
estas trés mortes pudessem ter sido evitadas, pelo menos tdo precocemente, através da aplicacao de
medidas terapéuticas adequadas capazes de evitar o aparecimento de DCVs nestes individuos pelo

menos até a idade adulta.

e Casoindex 26061 (Familia 156)

O estudo molecular do caso index 26061, que teve inicio no ano 2006, levou a deteccdo de 3
mutacgdes no gene LDLR, duas missense c.631C>G (p.His211Asp) no exdo 4, c.1816G>T (p.Ala585Ser)
no exdo 12 e uma nonsense c.1178delA (p.Lys372ArgfsX20) no exdo 8, tendo entdo sido
diagnosticado com FH heterozigotia composta.[65] AlteracGes no exdo 4 podem alterar a capacidade
de ligacdo ao ligando, estando por isso classificadas na classe 3. Por sua vez, a alteracdo missense no
exdo 12 e a alteracdo nonsense no exao 8 parecem influenciar a dissociacdo das lipoproteinas do seu
receptor nos endossomas, dado que ocorrem na zona homologa ao EGF.[108]

Foi descrito que o index 26061 é o Unico caso descrito em Portugal que apresenta um fendtipo
homozigoto tipico, ainda que o seu gendtipo ndo o seja.[65] As mutagdes no gene LDLR apresentam
uma relacdo dosagem-efeito, logo, individuos homozigotos e heterozigotos compostos (com
alteracOes diferentes, nos dois alelos) tendem a apresentar um fendtipo mais agressivo, quando
comparados com individuos heterozigotos, justificando-se o resultado observado.

Porém, para além do seu gendtipo, sabe-se que este individuo, ainda que pratique exercicio

fisico, é fumador, consumindo cerca de 20 cigarros por dia, e apresenta um IMC de 25,02 kg/mz,
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mostrando uma tendéncia para o excesso de peso. A interacgdo entre estes factores pode propiciar o
desenvolvimento das doencas cardiovasculares, sendo que este individuo sofreu um episédio de
EAM aos 23 anos. Desta forma, pode referir-se que, efectivamente, existem factores moduladores do
fendtipo de FH. Para confirmar esta teoria e estratificar mais eficazmente o risco cardiovascular
destes individuos, mais estudos sdao necessdrios, nomeadamente pelo estudo de individuos
homozigotos que, segundo a frequéncia estimada (1:1 milhdo), serdo 10 na nossa populagéo.

Os pais do caso index, casos 11319 e 11320 foram estudados (figura 4.9) neste trabalho e, apds
estudo molecular, observou-se que a mae (caso 11319) apresenta as duas alteracGes missense,
€.631C>G (p.His211Asp) no exdo 4, ¢.1816G>T (p.Ala585Ser) no exdo 12 do gene LDLR. O pai (caso
11320), por sua vez, apresenta a alteracdo nonsense c.1178delA (p.Lys372ArgfsX20) no exdo 8 do
mesmo gene.

Ainda que este individuo ndao entre na andlise estatistica deste trabalho, no ambito no CS e do
EPHF foi importante, dado que permitiu estudar mais 2 individuos em risco, existindo ainda um
irmdo que deveria ser estudado pois apresenta 75% de probabilidade de ter FH. Para além disso, o
index 26061 demonstra a importancia de estudar sempre a totalidade do gene LDLR, dado poderem
ser detectadas alteragcdes em varios exdes no mesmo gene. Para além disso, o estudo desta familia

permite compreender a dindmica das mutacdes, nomeadamente a forma como afectam o fendtipo.

5.4. GENOTIPO APOE

Na amostra de individuos com mutacdo, relativamente a genotipagem do APOE, observou-se
que o alelo mais frequente é o alelo €3, seguindo-se o alelo &4 e, por fim, o alelo €2, como descrito
na tabela 4.6. Desta forma, o gendtipo mais comum é o E3/E3 (tabela 4.7). Este resultado vai de
encontro a outros estudos ja realizados em Portugal e na Europa.[23, 37]

Analisando as médias das concentragdes dos lipidos plasmaticos distribuidas pela presenga de
pelo menos cada um dos alelos do gene APOE, no grupo pediatrico observa-se que os valores de CT e
c-LDL parecem superiores nas criangas que apresentam, pelo menos um alelo €4. Ja os triglicéridos
(maioritariamente transportados pelas VLDL), estdo em concentragbes inferiores as observadas na
presenga dos outros alelos. O resultado inverso parece ocorrer na presenca de pelo menos um alelo
&2 (tabela 4.8). Ainda que as diferencas observadas n3o sejam estatisticamente significativas, este
resultado vai de encontro ao esperado, estando descrito que quando se comparam os valores
plasmaticos de CT e de c -LDL com os diferentes alelos deste gene denota-se que, a presenca de pelo
menos um alelo €2 esta associada a valores plasmaticos inferiores, quando comparado a presenga de
um alelo &€3. O contrario acontece na presenca do alelo €4 que parece estar associado a uma
remocao preferencial das VLDL e, consequentemente a valores mais elevados de c-LDL, assim como a
menores concentragdes de TG.[23, 34-35]

No grupo dos adultos, porém, apenas se denotam pequenas diferengas nos valores plasmaticos
de CT e c-LDL, estando ligeiramente aumentados na presenca do alelo &3 (tabela 4.8). Este facto,
para além do superior nimero de individuos que apresentam este alelo, pode dever-se a maior

heterogeneidade da amostra relativamente a idade (44+15) enquanto o grupo pediatrico é mais
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homogéneo (10,67+4,160). Também factores ambientais, como a alimenta¢do e o sedentarismo
podem influenciar estes resultados, uma vez que nas criancas os factores ambientais nao
apresentam, regra geral, uma influéncia tao significativa.[54]

Contudo, o tamanho da amostra ndo permite afirmar a presenca de qualquer tipo de associacdo
entre um determinado alelo e as concentracdes dos parametros bioquimicos. A continuidade deste
estudo seria importante para compreender estas relacées e permitir uma melhor estratificacdo do
risco cardiovascular, nomeadamente através do estudo desta associacdo em todos os individuos

referenciados ao EPHF.

5.5. ESTRATIFICACAO E QUANTIFICACAO DAS SMALL-DENSE LDL: LIPOPRINT
(QUANTIMETRIX) VS. DAYTONA (RANDOX)

Para além de estudar o perfil lipidico de um individuo, o estudo das subfrac¢ées de LDL parece
ser util na estratificacdo do seu risco cardiovascular. De facto, tem sido descrito que quanto mais
densas e pequenas forem as LDL presentes em circulagdo no plasma, maior parece ser o seu
potencial aterogénico e, consequentemente, maior o risco cardiovascular dos individuos.[38]

E importante referir que esta analise n3o foi efectuada a totalidade da amostra dado que alguns
dos individuos com mutacdo foram diagnosticados molecularmente antes de se ter iniciado este
estudo bioquimico no EPHF, dai as diferengas observadas no numero de individuos em cada grupo.

Para a estratificacdo do tamanho e densidade das particulas de LDL presentes numa amostra de
soro realizou-se a técnica Lipoprint (Quantimetrix), descrita em 3.2.2. Esta técnica origina resultados
sob a forma de lipidogramas (figura 4.11), indicativos do perfil lipidico na amostra em questdo —
Perfil A (maioritariamente subfraccdo maiores e menos densas) ou Perfil ndo indicativo de A
(presenca de subfrac¢Ges de menor tamanho e maior densidade).

Na amostra de individuos com mutagdao estudados neste trabalho, observou-se que 19
individuos do grupo pediatrico (10 casos index e 9 familiares) e 43 do grupo dos adultos (10 casos
index e 33 familiares) apresentavam “Perfil A”. Por sua vez, 10 individuos do grupo pediatrico (5
casos index e 5 familiares) e 16 do grupo dos adultos (2 casos index e 14 familiares) apresentam um
“Perfil ndo indicativo de tipo A” (figura 4.10). Assim, do numero total de individuos aos quais foi
possivel efectuar a técnica Lipoprint, 65,51% dos individuos do grupo pediatrico e 72,88% do grupo
dos adultos ndo parecem ter um perfil de risco cardiovascular, relativamente a presenca de sdLDL
(apresentam perfil A). Porém, cerca de 50% dos individuos da amostra total estdo medicados, o que
pode influenciar estes resultados.

A técnica Lipoprint utiliza um corante lipofilico que se liga proporcionalmente ao colesterol
presente nas lipoproteinas. Apds a migra¢do estar completa, a drea relativa das bandas de cada
lipoproteina é determinada e multiplicada pela concentra¢do de colesterol total da amostra, de
modo a determinar a concentra¢do de colesterol em cada banda, isto é, em cada frac¢do. Desta
forma, o software origina o valor (em mg/dL) do CT presente em cada uma das fracgdes presentes na
amostra, tal como se observa na figura 4.11, representando as diferengas obtidas entre um perfil A

(A) e de um perfil ndo indicativo de A (B).
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Comparando as diferencas entre as concentra¢des obtidas através desta técnica, relativamente
ao tipo de perfil obtido (tabela 4.10), tanto no grupo pediatrico, como no grupo dos adultos,
observou-se que os individuos com perfil A apresentam concentracdes de colesterol sempre
inferiores a observada nos individuos com perfil ndo indicativo de A, sendo a diferenca entre as
concentragdes estatisticamente significativa, mesmo considerando individuos medicados.

Esta técnica parece ser Util como um método avaliativo da proporcdo das varias subfraccoes
lipoproteicas, porém, ndao parece ser aceitdvel no que diz respeito a avaliacdo do tamanho absoluto
das LDL.[116] Para além disso, no que diz respeito a quantificacdo das sdLDL, esta técnica parece nao
ter valor preditivo, dado apenas quantificar estequiometricamente o CT presente em cada
subfraccdo. E consideravelmente importante, para além de determinar o seu tamanho, quantificar as
particulas sdLDL presentes em circulagdo. De facto, avaliando apenas o tamanho das particulas de
sdLDL, ao contrdrio da sua concentracdo, ndo parece estar associado a concentracao de c-LDL. Assim,
guanto maior for a concentracdo de sdLDL, maior a concentracdo de c-LDL e maior o potencial
aterogénico, promovendo um maior desenvolvimento da aterosclerose.[117-118]

Através do analisador automatico Daytona (Randox), procedeu-se a quantificacdo das sdLDL
através de métodos quimicos e enzimaticos, como explicado em 3.2.3. Esta técnica foi realizada em
amostras de soro colhido no mesmo dia das utilizadas na técnica Lipoprint, estando os resultados
obtidos descritos na tabela 4.11. Quando se comparou os resultados da quantificagdo obtida na
técnica Daytona relativamente com o perfil obtido através da técnica Lipoprint, apenas se
observaram diferencas estatisticamente significativas quando se comparou a concentracdo de sdLDL
e o tipo de perfil Lipoprint no grupo dos adultos.

De facto, a expressdo das sdLDL tem influéncia de factores ambientais, como a idade, o sexo e a
alimentagdo, e ainda de factores genéticos. Para além disso, ndo é independente das concentragdes
dos outros lipidos, nomeadamente niveis elevados niveis de triglicéridos.[11, 117-119] Desta forma,
seria de esperar que existissem relagdes estatisticamente significativas também no grupo pediatrico.

Porém, a dimensao da amostra do grupo pediatrico é inferior a amostra do grupo dos adultos,
podendo influenciar a andlise. Para além disso, tal como descrito na tabela 4.9, no grupo dos adultos
observa-se que existem diferencas estatisticamente significativas entre as idades dos individuos com
cada tipo de perfil Lipoprint (sendo superior nos individuos com perfil ndo indicativo de A) o que, por
sua vez, pode também influenciar os resultados. Para além disso, mais de 50% dos individuos adultos
esta medicado e apenas cerca de 26% das criangas toma medicagdo para reduzir os seus valores de
lipidos plasmaticos, que pode ter influéncia no resultado.

Tentou perceber-se se a toma de medicagdo influenciava a concentragdo de sdLDL. No grupo
pediatrico denota-se que a maioria dos individuos ndo toma medicacdo e apresenta valores
plasmaticos de sdLDL superiores a 35 mg/dL. No grupo dos adultos, ainda que a maioria dos
individuos tome medicacdo, também apresenta maioritariamente valores plasmaticos de sdLDL
superiores a 35 mg/dL. Observou-se ainda que ndo existem diferencas estatisticamente significativas
entre a concentracdo de sdLDL e a toma de medica¢do, independentemente do tipo de perfil

Lipoprint (tabela 4.12). Porém, é necessario ter em considera¢do o reduzido tamanho da amostra.
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No entanto, estes resultados podem dever-se ao facto de grande parte dos individuos da
amostra estar medicado com estatinas que, ainda que sejam eficazes na reducdo dos valores
plasmaticos de c-LDL, parecem ndo ter o efeito desejado nas sdLDL ou podem ndo estar a ser
aplicada a dose necessaria para doentes com FH. Num estudo realizado em 2010 [120], é referido
qgue o efeito das estatinas pode, inclusive, aumentar a proporc¢ao de sdLDL enquanto reduz os niveis
plasmaticos de subfrac¢des de tamanho superior, que apresentam maior afinidade para o LDLR.
Porém, existem terapéuticas, como as niacinas e os fibratos, que parecem ser mais eficazes na
reducdo da concentragao de sdLDL, assim como uma dieta adequada e a pratica regular de exercicio
fisico.[117]

Dado que as sdLDL sdao também responsaveis pelo transporte de colesterol, é de esperar que
individuos com maiores concentracdes de sdLDL apresentem também, concentracdes mais elevadas
de CT. Concomitantemente, individuos com maiores concentracées de sdLDL, apresentando um
perfil ndo indicativo de A, tendem a apresentar também concentracées mais elevadas de c-LDL e
triglicéridos. Esta descrito [121-122] que na auséncia/diminuicdo dos LDLR, como acontece na FH,
observa-se um aumento dos niveis de VLDL. Quando a concentragdo de VLDL esta elevada (quando a
concentracdo de TG também estd elevada), os triglicéridos podem ser transferidos para as LDL que,
por sua vez, podem ser hidrolisadas a sdLDL pela enzima lipase hepdtica. O mesmo pode acontecer
as particulas de HDL e, quanto mais pequenas forem estas lipoproteinas, mais rapidamente sdo
removidas de circulacdo, conduzindo a uma reducdo do seu nivel plasmatico.

Procedeu-se entdo a comparacao dos valores plasmdaticos de CT, c-LDL, c-HDL e TG entre os
grupos com cada tipo perfil Lipoprint e ainda com os grupos de individuos que apresentam valores
de sdLDL superiores ou inferior ao valor de referéncia de 35 mg/dL, na amostra de individuos com
FH.[38] Dado a medicagdao tomada pelos individuos em estudo ter acgdo na redugdo dos niveis
plasmaticos destes lipidos, para esta analise apenas se consideraram os individuos que ndo estao sob
a influéncia de terapéuticas.

Ainda que, comparando pelo tipo de perfil lipoprint, se observe, em ambos os grupos, que os
individuos com perfil ndo indicativo de A apresentam concentrag¢es mais elevadas de CT, c-LDL e TG,
as diferengas observadas apenas sado estatisticamente significativas para os TG no grupo pediatrico e
para o CT no grupo dos adultos (tabela 4.13). Teoricamente era esperado que existissem diferencgas
significativas entre as concentragGes plasmaticas destes lipidos em ambos os grupos. A auséncia
deste resultado podera justificar-se pela ndo homogeneidade na distribui¢ao dos individuos por cada
perfil lipoprint (que é superior no tipo de perfil A) acoplado a reduzida dimensdo da amostra.

Relativamente a andlise efectuada entre os individuos que apresentam concentragdes de sdLDL
superiores ou inferiores a 35 mg/dL, obtidas pela técnica Daytona, a distribuicdo dos valores
plasmaticos destes parametros bioquimicos segue a mesma tendéncia. Contudo, apenas o c-LDL no
grupo pedidtrico apresenta diferencas estatisticamente significativas. No grupo dos adultos, por sua
vez, observam-se diferencas significativas entre as concentragdes de CT e c-LDL (tabela 4.14). Para
além do tamanho da amostra, a prépria analise realizada pode estar na origem dos resultados

obtidos. De facto, o limite de 35 mg/dL é referido como o valor desejavel em individuos adultos, ndo
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existindo nenhum valor especificado para o grupo pediatrico, sendo que a utilizacdo deste valor de
referéncia ndo seja adequado para a andlise pretendida neste grupo de individuos.[38]

No perfil ndo indicativo de A é esperado que a concentracao de sdLDL seja superior a observada
no perfil A e, desta forma, seria de esperar que os resultados obtidos por ambas as técnicas fossem
equiparaveis. Porém, tal relagao linear ndao é observada nos individuos em estudo.

Dado que tanto a deteccdo de sdLDL, como a determinacdo da sua concentracdo sao
importantes para a estratificacdo do risco cardiovascular, seria importante compreender se os
resultados obtidos se devem a amostra em questdo ou a motivos relacionados com as técnicas
referidas. Compreende-se que, efectivamente, o Lipoprint ndo pode ser utilizado como uma técnica
guantitativa, originando apenas a estratificacdo das subfrac¢des do perfil lipidico assim como,
através de calculos estequiométricos, a concentracdao de CT presente em cada subfrac¢do. Porém,
deveria ser possivel obter uma relacdo entre o tipo de perfil Lipoprint com a quantificacdo obtida
pelo Daytona. Esta relagao foi obtida num estudo publicado recentemente, tendo sido demonstrado
haver correlacdo entre estas duas técnicas numa populacdo normolipidémica.[123] No entanto, tal
ainda nunca foi observado em amostras de individuos com disturbios do metabolismo lipidico.

Neste sentido, mais estudos sdo necessdrios, recorrendo a amostras mais homogéneas e de
dimensdes superiores de forma a poder, inclusive, criar subgrupos (homeadamente pelo género) que
sejam mais representativos da populacdo e assim obter conclusdes relativamente a utilidade de
ambas as técnicas, quer individualmente, quer como complemento uma da outra na avaliacdo do

risco cardiovascular dos individuos com FH.

5.6. DOENCA CARDIOVASCULAR (DCV)

As DCV sdao doengas complexas e multifactoriais e, desta forma, a sua compreensao passa pela
associacao de diversos factores genéticos e ambientais, quer fixos ou modificiveis que, de algum
modo, podem influenciar o seu aparecimento e a sua gravidade, bem como a capacidade de
recuperagao.

Estd ja descrito que o aparecimento de doengas cardiovasculares em individuos com heFH é
altamente varidvel em termos da idade dos individuos, sofrendo a influéncia do perfil lipidico do
individuo, bem como da presenga ou auséncia de outros factores de risco cardiovasculares. Também
a gravidade dos eventos cardiovasculares é altamente varidvel nestes individuos pelo mesmo motivo.
Sabe-se, porém, que nos individuos com heFH, a idade média do primeiro evento cardiovascular é de
40 anos nos homens e 50 nas mulheres.[11, 38]

Na amostra estudada, apenas 11,39% dos individuos adultos ja haviam sofrido uma doenga
cardiovascular (figura 4.12) e cuja média de idade do primeiro evento é de 48+13 anos, sendo este
numero relativamente inferior ao anteriormente observado no EPFH (17% de individuos com FH em
2010 [52]).

A amostra em estudo apresenta, porém, algumas caracteristicas que podem justificar os
resultados observados. A amostra de individuos adultos com FH que ndo apresenta DCV tem uma

média de idades (de diagndstico da FH) de 43+15. Desta forma, estes individuos, caso ndo sejam
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medicados eficazmente, podem ainda desenvolver uma DCV a curto-prazo, estando dentro da idade
média comum de desenvolvimento das DCVs em individuos com heFH.

Outro factor importante é o sexo dos individuos, sendo que 50% dos individuos adultos sem
DCV sdo do sexo masculino e 50% do sexo feminino. Neste ponto, a amostra é bastante homogénea.
Porém, sabe-se que as mulheres, regra geral, apresentam maior probabilidade de desenvolver uma
doenca cardiovascular apds a menopausa, (que surge, geralmente, depois dos 50 anos) devido a
reducdo dos niveis de estrogénios, que parecem ser um factor protector para o desenvolvimento das
DCVs. Assim, a auséncia de DCV na amostra podera, em parte, ser compreendida.

Em individuos com heFH, é comum observarem-se fendtipos com valores de CT cerca de duas
vezes superiores aos valores da populacdo em geral, variando entre os 290 e 500 mg/dL. No caso da
amostra em questdo, a média dos valores de CT no grupo dos adultos 264,22+67,460 (valores a data
de diagndstico de FH) sendo que destes, 65,4% dos individuos, estavam ja medicados. Caso se
considera-se o valor de CT indicado sem medicacdo, seria, de 332,53+88,364, mais favordvel ao
desenvolvimento da aterosclerose e suas consequéncias. Uma vez que os individuos iniciaram a toma
de medicacdo precocemente, o valor médio de CT nestes individuos é inferior aos valores comuns
em individuos com heFH, reduzindo o seu risco cardiovascular.

A influenciar estes resultados podem estar ainda outros factores biolégicos e ambientais que
podem condicionar o fendtipo observado e, consequentemente, o aparecimento de doencas
cardiovasculares. Sobre a amostra em estudo, apenas existia a informacdo sobre a presenca de
outros factores de risco relativamente aos casos index (21% da amostra total de adultos), sendo
impossivel garantir que os resultados obtidos tenham realmente uma justificagdao bioldgica, nao
estando falseados pelo reduzido tamanho da amostra.

Relativamente a dieta, nenhum individuo do grupo dos adultos refere estar a realizar um regime
alimentar especifico para a redugao dos seus valores lipidicos. No entanto, se for considerado que
Portugal é um dos paises que pratica o tipo de dieta mediterranica, na qual se consomem alimentos
com caracteristicas cardio-protectoras (por exemplo, ricos em émega-3), estes resultados podem ser,
em parte, compreendidos. De facto, este tipo de dieta tem sido associada a menores, ainda que
consideravelmente preocupantes, taxas de incidéncia de DCVs, comparando com outros paises que
nao praticam este tipo de alimentagdo.[124]

N3do se observaram diferencas estatisticamente significativas entre ter um determinado perfil
Lipoprint e a presenga de DCV, bem como associagdes entre a presenga de um determinado alelo do
gene APOE e um maior risco de desenvolver uma DCV. Estes resultados podem, mais uma vez, ser

influenciados pelo reduzido tamanho da amostra, ndo permitindo extrapolar co-relagGes.

e A FH como factor de risco cardiovascular

Um dos objectivos deste trabalho focou-se na avaliagdo/confirmagédo da FH como um factor de
risco cardiovascular. Para tal, foram comparadas as médias dos parametros bioquimicos na amostra
de familiares com mutagdo com as médias dos parametros bioquimicos na amostra de familiares sem

mutac¢do nos genes estudados.
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Foi possivel observar na amostra pediatrica e de adultos que, exceptuando o c-HDL e os TG em
ambos os grupos, os parametros bioquimicos analisados apresentam diferencas estatisticamente
significativas, sendo inferiores nos individuos sem FH, tal como se observa na tabela 4.15.

Este resultado vai de encontro ao esperado, na medida em que os individuos com heFH tendem
a acumular colesterol desde o nascimento e a apresentar valores cerca de duas vezes superiores aos
individuos normolipidémicos, como ja referido. Sabe-se que valores plasmaticos de LDL aumentados,
por longos periodos de tempo, podem ter grande influéncia no desenvolvimento da aterosclerose e,
por consequéncia, das DCVs. De facto, a reducdo da capacidade de o figado catabolizar as particulas
de c-LDL, leva a que o tempo de vida destas lipoproteinas no plasma seja prolongado, aumentando a
sua susceptibilidade a oxidacdo. As LDL oxidadas, por sua vez, influenciam o endotélio vascular dado
gue se acumulam no mesmo, conduzindo a reducdo do didmetro das artérias e, até mesmo, o seu
bloqueio, tal como explicado em 1.1.2.

Relativamente ao c-HDL, é importante referir que os seus valores sdo dependentes ndo sé de
factores ambientais e do sexo dos individuos, mas também do efeito combinado de alguns
polimorfismos em genes envolvidos no seu metabolismo. Associados a pequena dimensdo da
amostra, a auséncia de diferencgas estatisticamente significativas entre o grupo de familiares com FH
e sem FH podera ser compreendida.[125]

A concentracdo plasmatica de triglicéridos, ndo é, regra geral, muito elevada em individuos com
FH, estando ja descrito que o metabolismo deste lipido plasmdtico ndo parece alterado em
individuos com FH, justificando assim os resultados obtidos.[121]

Uma vez que os individuos com FH apresentam concentracdes dos lipidos plasmaticos
superiores aos individuos sem FH, é entdo de esperar que estes, caso nao sejam controlados, possam
desenvolver mais prematuramente uma DCV. Porém, nota-se que mesmo os individuos sem FH na
amostra estudada apresentam valores de CT e c-LDL relativamente aumentados, segundo as
recomendagbes para a populacdo em geral (anexo |, tabela 1.1), sendo este um resultado
consideravelmente preocupante. Ainda que a amostra seja pequena, pode representar que a
populagdo portuguesa apresenta o perfil lipidico como um factor de risco cardiovascular e, desta
forma, deveriam ser tomadas medidas para avaliar e melhorar o estado de saude da nossa

populagdo.

e Marcadores bioquimicos de risco cardiovascular

Para além dos parametros bioquimicos comummente utilizados para avaliar o perfil lipidico,
existem alguns marcadores bioquimicos que estdo a ser estudados como potenciais marcadores de
risco cardiovascular. A avaliagdo de todo o conjunto de marcadores bioquimicos permite quantificar
mais eficazmente o risco de um dado individuo. De entre estes marcadores cardiovasculares
consideram-se a quantificacdo das particulas apoB, a razao entre as particulas apoB e apoA-l e a
razdo entre as moléculas ndo-HDL e as HDL. Também a determinag¢do da concentragdo plasmatica de
sdLDL e da Lp(a) parecem ser indicadores do risco cardiovascular.

Na tentativa de compreender a utilidade da avaliacdo destes marcadores de risco, compararam-

se os valores médios de cada um dos parametros referidos no grupo de individuos adultos com
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doenca cardiovascular com o grupo de individuos adultos sem doenca cardiovascular. Porém, em
nenhum dos parametros se observaram diferencas estatisticamente significativas (tabela 4.16). Dado
gue a amostra compreende apenas 9 individuos com DCV, os resultados obtidos podem dever-se a
pequena dimensdao da amostra e ndo a real relacdo entre os marcadores de risco e a presenca de
DCV. Para avaliar a relacdo entre os marcadores e a DCV, seria necessdrio aumentar o nimero de

individuos estudados. Posteriormente discute-se cada um dos parametros referidos.

e Concentragdo plasmatica de ApoB e racio ApoB/ApoA-I|

As apolipoproteinas B fazem parte da constituicdo das VLDL, IDL e LDL (lipoproteinas com
potencial aterogénico), servindo de ligando entre estas e o seu receptor celular. Desta forma, a
qguantificacdo das particulas apoB parece ser preditiva na avaliacdo do risco cardiovascular,
permitindo estimar qual a concentracdo total destas lipoproteinas no plasma. Individuos com
elevado risco cardiovascular, nomeadamente individuos com FH, devem apresentar concentracdes
de apoB inferiores a 100 mg/dL.[38]

Porém, quando se compararam as diferencas existentes nos individuos com FH entre os grupos
com DCV e sem DCV, denotou-se que a média da concentracdo de apoB em ambos é superior ao
valor recomendado, sendo relativamente superior nos individuos que apresentam DCV.

As apolipoproteinas A-l, por sua vez, sdao constituintes das HDL e parecem actuar como cofactor
para a lecitina colesterol:aciltransferase (LCAT, lecithin-cholesterol acyltransferase), desempenhando
um papel importante na esterificacdo do colesterol livre nas particulas de HDL. A quantificacdo da
apoA-| providéncia uma estimativa da concentracdo plasmatica da HDL que deve ser superior a 120
mg/dL nos homens e a 140 mg/dL nas mulheres.[38]

O racio apoB/apoA-lI combina informacdo de risco associado as duas lipoproteinas, sendo
recomendado como uma alternativa a analise do risco cardiovascular.

Ainda que na amostra estudada ndo tenha sido possivel observar diferencas estatisticamente
significativas, denotou-se que em ambos os grupos, o valor do racio obtido é superior a 1, o que
indica que a concentragdo de apoB nestes individuos é superior a concentra¢do de apoA-l. Desta

forma, parece que os individuos da amostra apresentam um potencial aterogénico aumentado.

e Récio ndo-HDL/HDL

A quantificacdo das particulas ndo-HDL permite estimar o numero total de particulas
aterogénicas presentes no plasma, reflectindo a quantificacdo de lipoproteinas contendo apoB. A sua
avaliacdo, que se baseia na diferenca entre a concentra¢do de CT e a concentracdo de c-HDL é
importante, nomeadamente em individuos com hiperlipidemias familiares que, regra geral,
apresentam valores reduzidos de c-HDL e valores aumentados de c-LDL. Para além disso, este
parametro é ainda importante na avaliagdo de individuos com niveis de TG moderadamente
elevados, na medida em que uma concentra¢do elevada de particulas VLDL pode conduzir a um
aumento do potencial aterogénico das LDL e a redugdo do potencial cardio-protector das HDL.[38,
126]
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Desta forma, a quantificacdo das particulas ndo-HDL, origina uma estimativa do niumero total de
particulas aterogénicas, parecendo ser mais informativo quanto ao risco cardiovascular, do que a
avaliagdo da concentragdo do c-LDL individualmente. O resultado da razao entre as particulas nao-
HDL e as particulas HDL, permite observar qual o balanco existente entre as particulas aterogénicas e
as particulas protectoras, originando informacdes sobre o risco cardiovascular.[127-128]

Na amostra estudada, observa-se que, ainda que sem significancia estatistica, os valores obtidos
para este racio sdo superiores nos individuos com DCV. Este racio é importante uma vez que quanto
maior o seu resultado, maior a concentracao de particulas aterogénicas presentes.

Os dois rdacios referidos originam informacdes semelhantes, sendo a predicdo do risco
cardiovascular dada por cada um, também idéntico. Para fins de diagndstico ou como alvos

terapéuticos, os componentes que os compde devem ser, porém, considerados em separado.[38]

e Concentragdo plasmatica de sdLDL

A importancia das sdLDL como factor de risco cardiovascular foi ja descrita em 5.5. Nesta analise
os resultados obtidos vdo contra o esperado, na medida em que no grupo de individuos sem DCV a
média da concentracdo plasmatica de sdLDL é superior a observada no grupo de individuos com DCV.
Todavia, na medida em que a amostra de individuos com DCV é consideravelmente mais pequena do
gue a amostra de individuos sem DCV, e ndo se tendo obtido diferencas estatisticamente
significativas entre os dois grupos, ndo se pode afirmar que os resultados obtidos tenham algum
significado bioldgico. E importante referir que os individuos com DCV ja se encontravam a tomar

medicacao, podendo também influenciar os resultados, como referido em 5.5.

e Concentragdo plasmatica de Lipoproteina(a)

A lipoproteina(a) [Lp(a)] tem sido diversas vezes descrita como um factor de risco cardiovascular
adicional devido as suas propriedades trombogénicas e aterogénicas, independentemente de
factores como a idade, a dieta, a actividade fisica ou o sexo, apesar de os mecanismos em que actua
ndo estarem ainda totalmente elucidados. Os niveis plasmaticos desta lipoproteina sdo
particularmente determinados pelo tamanho da apo(a) que, por sua vez, é determinado a nivel
genético.[40]

Segundas as normas internacionais para o controlo das dislipidemias [38], as concentragbes
plasmaticas de Lp(a) devem ser consideradas sempre em pessoas com elevado risco de desenvolver
uma doencga cardiovascular, como é o caso de individuos com hipercolesterolemia familiar, ou
guando existe histdria familiar de doencas cardiovasculares prematuras, sendo o valor de referéncia
desejavel inferior a 50 mg/dL.[38] Na figura 4.13 observa-se, porém, que na amostra estudada
39,74% dos individuos adultos e 30,92% dos individuos do grupo pedidtrico apresentam valores
plasmaticos de Lp(a) superiores a 50 mg/dL

Na amostra estudada observou-se ainda que os individuos sem DCV apresentam uma
concentracdo plasmatica desta lipoproteina relativamente superior aos individuos com DCV, indo
também este resultado contra o esperado, provavelmente pelas mesmas razoes referidas para os

outros factores.
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Em todas as anadlises referidas, os resultados podem ainda ter influéncia na diferenca de idades
observada entre os grupos com e sem DCV, cuja diferenca é estatisticamente significativa (tabela
4.16), ndo se podendo por de parte a importancia da idade como factor de risco cardiovascular,
observando-se idades superiores nos individuos com DCV.

Em suma, ainda que ndo se tenham obtido resultados estatisticamente significativos nesta
analise, a avaliacdo individual destes marcadores de risco parece permitir determinar mais
eficazmente o perfil de risco cardiovascular dos individuos, na medida em que, como ja referido, o
aparecimento das DCVs é dependente de um conjunto de factores que interagem entre si, e a
presenca de valores de risco para estes marcadores parece influenciar o desenvolvimento das DCVs.
Note-se ainda que a concentracdo plasmdtica destes parametros esta aumentada nos individuos da
amostra com FH, comparativamente ao grupo de individuos da amostra sem FH (tabela 4.15). Assim,
conjugam-se diversos factores de risco cardiovascular que devem ser tidos em conta na prevencao

das DCVs.

e Lipoproteina(a) como factor de risco cardiovascular

Dado que na literatura esta descrita uma forte associacdo entre os valores plasmaticos desta
lipoproteina e o desenvolvimento das DCVs, foram avaliados todos os casos index ja estudados pelo
EPHF.

Dos 607 casos index estudados, 225 apresentavam gendtipo FH (85 do grupo pediatrico e 140
do grupo dos adultos) e 88 ja haviam sofrido um episddio de DCV (23,78% dos individuos adultos da
amostra).

Quando se compararam individualmente as diferengas existentes na concentracdo de Lp(a)
entre individuos com e sem FH, observou-se que estas ndao eram significativas, quer no grupo
pediatrico, quer no grupo dos adultos (tabela 4.17). Porém, quando se comparou com a
presenca/auséncia de DCV, as diferengas nos valores plasmaticos de Lp(a) ja eram estatisticamente
significativas, sendo superiores nos individuos com DCV (tabela 4.18). Note-se que, quando se
compara individuos com DCV, apenas se refere individuos adultos uma vez que ndo ha criangas
(idade igual ou inferior a 17 anos) com DCV.

Para tentar perceber se a FH teria alguma influéncia nos valores plasmaticos de Lp(a), testaram-
se as diferencgas entre individuos com e sem DCV nos grupos com FH e sem FH (tabelas 4.19 e 4.20,
respectivamente). Neste caso, em ambas as analises obteve-se um resultado estatisticamente
significativo onde individuos com DCV apresentam valores plasmaticos mais elevados. Desta forma,
parece que o risco cardiovascular relacionado com a Lp(a) é independente do gendtipo FH, mas
parece ser um marcador de risco cardiovascular adicional a dislipidemia causada pela FH.

Como referido, os valores plasmaticos de Lp(a) sdo maioritariamente determinados por factores
genéticos. Assim, as concentragdes desta lipoproteina devem ser igualmente tidas em conta como
um marcador de risco cardiovascular em individuos cujos familiares em primeiro grau (pais e/ou
filhos) sofreram uma doenca cardiovascular prematura. Desta forma, foi testada a hipdtese de

existirem diferengas estatisticamente significativas entre os valores plasmaticos de Lp(a) de
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individuos sem DCV, que tinham, ou ndo, familiares em primeiro grau que ja haviam sofrido uma
DCV. Neste caso, os resultados obtidos foram estatisticamente significativos apenas no grupo dos
adultos, ainda que nos index cujos familiares apresentam DCV, a concentragao de Lp(a) seja superior
(tabela 4.21).

Curiosamente, quando se adicionou a varidvel FH a analise anterior, observou-se que,
independentemente dos individuos do grupo pediatrico terem ou nao FH as diferengas nos seus
valores plasmaticos de Lp(a), comparando a presenca/auséncia de DCV nos familiares, ndo sdo
estatisticamente significativas. (tabelas 4.22 e 4.23) Este resultado podera dever-se a percentagem
de individuos do grupo pedidtrico cujos familiares apresentam DCV ser apenas de 11,42%, sendo por
isso, dificil comparar os dois grupos. Porém, também nesta andlise se observa que os valores
plasmaticos de Lp(a) sdo superiores nos Cl cujos familiares ja tiveram uma DCV.

Apenas no grupo dos adultos sem DCV e sem FH se observaram diferengas estatisticamente
significativas (tabelas 4.22), parecendo este resultado indicar que a Lp(a) é, de facto, um factor de
risco cardiovascular independente.

Contudo, ha que notar que, exceptuando no grupo de individuos sem FH e sem DCV (tabela
4.22), existem também diferencas estatisticamente significativas entre a idade dos individuos adultos
em que se observaram diferencas estatisticamente significativas entre os valores de Lp(a). Porém, a
idade referida é idade de diagndstico de FH e ndo idade do primeiro evento cardiovascular,
denotando-se que individuos com DCV ou com familiares com DCV apresentam idades mais
elevadas. Ainda que os valores de Lp(a) estejam descritos como praticamente independentes da
idade do individuo, esta é um factor preditivo no que diz respeito ao desenvolvimento das DCV
(quanto maior a idade, maior o risco), podendo influenciar os resultados obtidos.

Dado que no grupo de individuos sem DCV e sem FH (tabela 21.4), a diferenga entre as idades
dos casos index ndo é significativa, sendo-0, no entanto, entre os valores plasmaticos de Lp(a), é
possivel presumir que a concentragdo de Lp(a) parece estar realmente associada a um maior risco de
DCV, independentemente do gendtipo FH.

Quando se analisa o sexo dos individuos, observa-se que 55,95% dos individuos sem DCV sdo do
sexo feminino (figura 4.14), o que pode justificar as diferengas observadas entre as idades, dado que,
como referido, as mulheres tendem a desenvolver DCVs em idades mais tardias que os homens.[7]

Os resultados obtidos com esta andlise parecem ir de encontro a literatura. S3o necessarias,
porém, mais analises na tentativa de elucidar o significado dos resultados, principalmente devido a
idade dos individuos. Para além disso, sabendo que a concentragdo plasmatica de Lp(a) é fortemente
determinada pelo tamanho da sua apolipoproteina [apo(a)], cuja determinagdo é genética, seria
importante realizar o estudo genético do gene LPA (quantificagdo por PCR em tempo real para
genotipagem do gene LPA, permitindo depois correlacionar a concentragdo de Lp(a) da amostra e o
tamanho da proteina sintetizada). Desta forma seria possivel confirmar que, tal como descrito na
literatura, maiores concentragdes de Lp(a) parecem estar associadas a moléculas apo(a) de menores
dimensdes que, por sua vez, parecem apresentar um maior potencial trombogénico e aterogénico,

propiciando o desenvolvimentos de DCVs.[40-42, 46]
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Ainda que ndo haja, uma terapéutica adequada para a reduc¢do dos niveis plasmaticos de Lp(a),
a prevencdo e/ou adequacdo do tratamento de outros factores de risco cardiovascular apresentam
influéncia no controlo da Lp(a) como factor de risco. Note-se que quanto mais factores de risco
individuais, maior o risco de um individuo desenvolver uma DCV. Assim, conhecendo os factores de
risco presentes num dado individuo mais facilmente se opta pela estratégia de prevencao
adequada.[129]

5.8. TERAPEUTICAS

A reducado dos valores de CT e c-LDL assim como o aumento dos niveis de c-HDL, quer através da
aplicacao de terapéuticas, ou por medidas alimentares é importante para a reducao da formacao da
aterosclerose. Desta forma, a reducdo dos valores plasmaticos de CT e c-LDL constituem a primeira
linha terapéutica em individuos com FH.[11, 16, 38]

Como se observa na tabela 4.24, 47,93% (58 individuos) do numero total de individuos da
amostra com FH, ndo se encontram a tomar medicacdo. Destes 58 individuos, 31 sdo criancas e 27
adultos, sendo 18 casos index (17 do grupo pediatrico e 1 do grupo dos familiares) e 40 familiares (14
do grupo pediatrico e 26 do grupo dos adultos). Relativamente a dieta, nenhum individuo em idade
adulta indica estar a realizar um regime alimentar. J& no grupo pediatrico, apenas 19,05% das
criancas da amostra diz estar a seguir um plano alimentar apropriado de forma a tentar controlar a
sua dislipidemia.

Estes resultados parecem indicar que praticamente metade dos individuos da amostra com FH
ndao tomam precaucdes para controlar a sua dislipidemia e, como consequéncia, o seu risco de
desenvolver uma doenga cardiovascular mantém-se elevado. De facto, existem estudos que indicam
que pelo menos 50% dos homens e 20% das mulheres com FH que ndo recebam uma terapéutica
efectiva sofrerdo um problema cardiovascular até aos 50 anos.[130] Um dos principais motivos para
que estes individuos ndo estejam medicados pode ser a falta de diagndstico quer clinico, quer
molecular (note-se que 68,97% dos individuos que ndo tomam medicagdo sdo familiares),
evidenciando a importancia do Cascade screening.

Na figura 4.15, observam-se diferengcas a nivel das concentragdes plasmdticas entre os
individuos a tomar medica¢do e os que ndao tomam medica¢do, sendo mais elevadas neste ultimo.
Porém, os resultados s6 foram estatisticamente significativos para o CT no grupo pediatrico.

No grupo dos adultos, a auséncia de diferengas estatisticamente significativas pode dever-se a
presenga de outros factores, como é o caso do sedentarismo, da alimentagdo rica em gorduras, da
hipertensdo ou da obesidade, que influenciam a eficdcia dos farmacos utilizados. De facto, nenhum
dos individuos da amostra que toma medicac¢do diz estar sobre um regime alimentar adequado. Para
além disso, existe uma maior probabilidade de os individuos adultos, ao contrario do grupo
pediatrico, ndo cumprirem com a toma dos farmacos. Regra geral, os pais incitam as criancas a seguir
a medicacdo, porém, os adultos, muitas vezes, negligenciam a toma da mesma seja por razdes socio-

econdmicas, seja porque simplesmente ndo compreendem a importancia da sua toma.
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Sendo a quantificacdo da apoB uma medida de avaliacdo do total de particulas aterogénicas
presentes no plasma (ndo sé c-LDL, mas também VLDL e IDL), a auséncia de diferencas
estatisticamente significativas entre o grupo de individuos que toma medicacdo e o grupo que nao
toma, pode ainda dever-se a capacidade moderada que a maioria das estatinas apresenta na reducao
dos valores plasmaticos de VLDL e IDL.[122, 131]

Relativamente as sdLDL, o grupo dos adultos que tomam medicacdo apresentam valores
inferiores aos observados no grupo que nao toma, ainda que a diferenca seja pequena. Porém, no
grupo pedidtrico observa-se o contrario. Ainda que as estatinas, Unico farmaco utilizado por 87,30%
dos individuos da amostra em medicacdo, potencialmente sejam capazes de reduzir todas as
subclasses de LDL, o seu efeito sob o tamanho das particulas LDL é bastante reduzido ou até mesmo
nulo, o que pode justificar os resultados observados. De facto, existe alguma controvérsia sobre o
efeito efectivo que este tipo de terapia tem sob as particulas sdLDL, havendo inclusive indicios de
gue podem aumentar os seus valores plasmaticos. Porém, mais estudos sdo necessdrios para que se
confirme esta premissa.[120]

Na amostra de individuos adultos em medicacdo observa-se ainda que a maioria destes
apresenta valores de CT e de c-LDL de risco (tabela 4.25). De facto, 90,19% dos individuos da amostra
estudada (92,85% dos Cl e 89,19% dos familiares) apresentam valores plasmaticos de c-LDL
superiores a 115 mg/dL (valor maximo desejavel para a populacdo em geral). Relativamente ao CT
70% dos individuos (85,7% dos Cl e 63,78% dos familiares) apresentam valores superiores a 220
mg/dL de CT, valor superior ao recomendado para a populacdo em geral (cujo valor 6ptimo é inferior
a 190 mg/dL). Assim, apenas 1 individuo conseguiu atingir o valor plasmatico de CT desejaveis e 3
individuos o valor de c-LDL recomendado para individuos com FH.

Ainda que os valores plasmaticos desejdveis para individuos com FH e individuos com FH e DCV,
referidos anteriormente, sejam dificeis de alcangar, observa-se que a medicagdo ndo estd a ser eficaz
nestes individuos. Uma das razdes podera estar relacionada com o tipo de mutagao que parece
influenciar a efectividade da terapéutica aplicada. Para além disso, a combinagdo entre outros
factores genéticos (como os polimorfismos do gene APOE), metabdlicos e ambientais influenciam o
fendtipo observado assim como a resposta as terapéuticas. De facto, quanto maior o nimero de
factores de risco (por exemplo ter FH e ainda ser hipertenso e/ou ter IMC>25 kg/m?) presentes num
dado individuo, maior a necessidade de as terapéuticas serem ajustadas de forma a intensificar a sua
efectividade.[38, 53, 132]

Para além disso, tal como ja descrito para a populagdo portuguesa [54] o tipo de medicagdo
utilizada pode também justificar os resultados. Dos individuos medicados, 90,90% do grupo
pediatrico e 73,08% dos adultos estdo medicados apenas com estatinas (figura 4.16). Esta classe de
farmacos apresenta-se como o mais efectivo na medida em que sdo, geralmente, bem tolerados e
faceis de administrar sendo, por norma, os principais escolhidos para a reducdo dos niveis de c-LDL e
CT.[11] Em individuos com FH podem, no entanto, ndo surtir a reducdo desejada destes lipidos

plasmaticos.
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Na maioria dos casos, individuos com FH apenas conseguem atingir os valores desejados através
de LDL aférese ou da aplicacao de estatinas mais potentes bem como pela combinacao de estatinas
de doses mais elevadas e outros farmacos como a ezetimiba ou resinas.[54]

Nado obstante os individuos que ndo tomam medica¢do por ndo terem conhecimento da causa
da sua dislipidemia, 66,13% dos individuos medicados na amostra referida, ndo sabiam ser
portadores de FH. Desta forma, a medicacao prescrita pode ndo ser a mais indicada para a condicao
destes individuos. De facto, na amostra estudada, apenas 7 individuos (1 index e 6 familiares adultos)
se encontram a tomar uma terapia combinada de estatinas e ezetimiba (figura 4.16).

Se ter FH é, por si s6, um elevado factor de risco cardiovascular, é importante tentar que a este
ndo se somem outros factores de risco. O acompanhamento destes individuos a nivel clinico torna-
se, praticamente, indispensavel na tentativa de assegurar a efectividade da medicagao, assim como a

continuidade da sua toma e, ainda, no aconselhamento a nivel de habitos alimentares e de vida.

5.9. CASCADE SCREENING: IMPORTANCIA, VANTAGENS E LIMITACOES

Desde 1999 que o Grupo de Investigacdao Cardiovascular se dedica ao estudo de dislipidemias
familiares, nomeadamente a Hipercolesterolemia Familiar, projecto denominado Estudo Portugués
de Hipercolesterolemia Familiar (EPHF). Desde o inicio deste projecto, até 2010 [52, 54], foram
recebidos 482 casos index, ao qual foi efectuado o estudo molecular completo que compreende a
pesquisa de alteracdes patogénicas nos genes LDLR, APOB e PCSK9. O estudo completo demora cerca
de 4 a 6 meses, um processo mMoroso, cujos custos sdo semelhantes a outros diagndsticos
moleculares. De todos os casos index recebidos, apenas 35,48%, foram diagnosticados com
altera¢Oes descritas como causadoras de FH. Este resultado é relativamente baixo, demonstrando
gue muitas vezes o diagndstico clinico nao é eficaz.

A ineficacia do diagnéstico clinico é facilmente compreendida por varios factores. De facto, um
dos critérios deste tipo de diagndstico é a presenc¢a de xantomas que, na populagdo portuguesa, sdao
muito raros, como referido em 5.3. Para além disso, tal como se observou na amostra estudada, é
possivel afirmar que, em muitos casos, a dislipidemia observada pode ter a influéncia de factores
ambientais, principalmente em adultos.

Regra geral, incluindo a amostra estudada, quando se comparam os valores plasmaticos dos
individuos com e sem FH molecularmente diagnosticada, observa-se que, existem diferengas
estatisticamente significativas entre os seus valores plasmaticos. Os individuos podem, no entanto,
apresentar valores plasmaticos superiores aos recomendados para a populagdo em geral, mas que
sdo determinados por influéncias ambientais, ou podem passar despercebidos. De facto, no grupo
pediatrico é comum ndo se observar a influéncia de factores ambientais no fendtipo destes
individuos devido ao menor periodo de tempo a que estdo expostos a estes factores.[54]

Para que o diagndstico clinico de FH seja efectuado, é ainda necessario que os individuos
realizem 3 a 6 meses de regime alimentar para posterior repeti¢cdo das analises bioquimicas. Porém,
é dificil controlar se realmente os individuos cumprem as recomendacgdes e, sendo assim, o resultado

da repeticdo das analises pode ser idéntico, influenciando o diagnéstico clinico. Para além disso,
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muitas vezes n3o é possivel conhecer a histéria familiar sobre dislipidemias e/ou doencas
cardiovasculares.

O diagnéstico molecular é confirmatério do diagndstico clinico, sendo gastos imensos recursos,
sem que, no entanto, seja confirmado o diagndstico em mais de metade dos casos index estudados,
devido a falhas no diagndstico clinico.

E importante ter em conta que existem casos com fendtipos consideravelmente alterados em
gue ndo é detectada nenhuma alteracdo patogénica causadora de FH nos trés genes estudados.
Porém, é possivel que existam alteracdes noutros genes responsdveis pelo metabolismo do
colesterol, que justifiguem a dislipidemia observada, ou serem portadores de Dislipidemia Familiar
Combinada. Neste sentido, sdo necessdrios mais estudos de investigacdo. Dado ser defendido, que
nas criancas os factores ambientais ndo tém grande influéncia nos valores plasmaticos observados,
por haver pouco tempo de exposicdo aos mesmos é de esperar que nos individuos do grupo
pedidtrico sem nenhuma alteracdo que justifique fenétipo de dislipidemia sejam bons alvos para a
pesquisa molecular de novos genes relacionados com dislipidemias.[54]

A FH é, como referido, uma patologia genética autossdmica dominante, querendo isto dizer que
os familiares em primeiro grau (filhos e pais) de um caso index com heFH tém 50% de probabilidade
de também serem portadores de FH. Assim, o estudo dos familiares de casos index nos quais foi
detectada pelo menos uma alteracdo genética causadora de FH é altamente vantajoso para a
deteccdo de individuos com FH. Este tipo de abordagem, denominado de rastreio em cascata, do
inglés Cascade Screening (CS), é efectuado apenas pela pesquisa da(s) alteracdo(des) encontradas no
caso index, primeiramente a familiares em primeiro grau, depois a familiares de segundo grau e
assim sucessivamente, estudando o maximo possivel de individuos geneticamente relacionados.

Em Portugal, até 2010 [52] foram também diagnosticados molecularmente com FH 233
familiares dos casos index com alteragGes.

Durante este trabalho, foram, como referido, recebidos e estudados 106 familiares,
pertencentes a 45 familias, tendo sido identificados como portadores de FH, 66 individuos, 53
adultos e 13 criangas. Desta forma, o estudo molecular aos familiares permitiu identificar 62,26% dos
individuos estudados. Assim, mais de metade dos individuos estudados apresentava uma alteragao
genética descrita como causadora de FH, tendo sido diagnosticados a partir da amplificagdo de um
Unico exdo, poupando-se, imensos recursos no diagndstico molecular. Tendo em conta que, a
probabilidade de familiares em 12 grau apresentarem a alteragao é de 50%, este resultado indica que
neste trabalho, o CS, foi consideravelmente eficaz.

Neste prisma, é entdo importante compreender qual a relevancia deste tipo de abordagem.
Como referido, a FH é considerada um factor risco cardiovascular e os individuos portadores desta
patologia tém uma elevada probabilidade de desenvolver uma DCV ainda antes de atingirem os 50
anos de idade. De facto, na amostra estudada neste trabalho, os individuos que ja haviam sofrido
uma DCV apresentam uma idade média de 48113 anos. Porém, ao contrario do que acontece com
outras patologias genéticas, existem, como ja mencionado, terapéuticas eficazes que permitem

reduzir o risco cardiovascular proporcionado pela FH, ao reduzir os valores plasmaticos de CT e c-LDL.
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Neste trabalho, 47,93% do numero de individuos com FH da amostra estudada ndo toma
medicacdo. Note-se ainda que nenhum dos individuos adultos diz estar sob um regime alimentar
adequado e que apenas 19,05% das criancas o faz. O correcto diagndstico destes individuos deve
proporcionar uma melhoria nos cuidados tomados por estes individuos com vista a reduzir o seu
risco cardiovascular pela aplicacdo de terapéuticas adequadas e eficazes que quanto mais cedo
forem iniciadas, maior a probabilidade destes doentes ndo desenvolverem uma DCV precoce.

Observando a caracterizacdo bioquimica é importante notar, no entanto, que mesmo os
individuos em medicacdo apresentam valores de risco para os lipidos plasmaticos. O CS, através do
diagndstico molecular, possibilita a compreensdo da causa para a maior dificuldade em atingir os
valores desejaveis, permitindo aos clinicos ajustar a medicacdo destes individuos. Para além disso,
pode compreender-se a necessidade de acompanhar estes individuos de forma mais restrita e eficaz,
aconselhando-os ainda a nivel do estilo de vida, promovendo o exercicio fisico e uma alimentacao
equilibrada, ao mesmo tempo que ajudam no controlo de outros factores de risco cardiovascular,
como a hipertensdo. Se o acompanhamento for eficaz, e os individuos com FH seguirem as
recomendacgdes, 0 seu risco cardiovascular pode mesmo tornar-se equivalente ao da populagdo em
geral (sem alteragdes genéticas causadoras de dislipidemias). Ndo obstante, pela experiéncia obtida
ao longo dos anos de EPHF, o facto de os individuos terem conhecimento do seu diagndstico
molecular, parece proporcionar uma maior aderéncia dos individuos a toma da medica¢do.[52]

Relativamente as criancas com familiares com heFH, o seu diagndstico deve ser,
preferencialmente, efectuado entre os 2 e os 3 anos, porém, um regime alimentar adequado deve
ser posto em pratica mesmo sem o diagndstico molecular. Dada a sua baixa eficdcia a longo prazo,
quando identificadas criangas com FH a partir dos 10 anos, é ja recomendada a utilizacdo de
estatinas, tendo sido ja efectuados estudos que comprovam que este tipo de terapéutica ndo trds
consequéncias nefastas para as mesmas.[132]

Por existirem terapéuticas eficazes na redugdo dos valores de CT e de c-LDL, a esperanga e
qualidade de vida dos individuos diagnosticados com FH pode ser aumentada. Porém, para ser
realmente eficaz, a terapéutica tem de ser efectuada até ao resto da vida do doente. Dado que o
diagndstico clinico, como referido, apresenta bastantes falhas na detecgado dos individuos e sendo o
diagndstico molecular crucial na confirmagao da presenga de FH, permitindo compreender qual a
melhor forma de actuagdo para que o risco cardiovascular destes individuos seja reduzido,
compreende-se que este tipo de abordagem seja altamente vantajosa. De facto, a FH é uma das
patologias genéticas que preenche os critérios da Organizacdo Mundial de Saude para programas de
rastreio.[54, 133]

O CS sendo direccionado, ao contrdrio dos estudos populacionais, permite uma identificagdo
mais rdpida de individuos com FH. Consequentemente, é possivel a aplicacdo de medidas preventivas
eficazes contra o desenvolvimento das DCVs, gastando, para isso, menos recursos. De facto, evitando
as DCVs, evitam-se os custos associados a morbilidade que estas patologias causam, nomeadamente
gastos com internamento. Para além disso, para os investigadores desta patologia, o CS beneficia

ainda o estudo da co-segregacdao de alteragBes ndo descritas, essencial no estudo de novas
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alteracdes, como descrito anteriomente.[104] Neste trabalho foi realizado o estudo de co-
segregacao em 3 familias cuja patogenicidade das alteracées encontradas no Cl ndo esta ainda
descrita na literatura.

De facto, em 2011 Nherera e o seu grupo [134] publicaram que os métodos de diagndstico
baseados na analise molecular parecem ser mais custo-efectivos do que os métodos que apenas
consideram os parametros bioquimicos.

Existem, porém, uma série de implica¢des éticas e praticas que condicionam a implementacao e
o sucesso do CS nomeadamente no que diz respeito ao contacto com os familiares em risco, como j3a
referido. Sdo aceites duas formas de contacto com os familiares: o contacto directo, em que os
familiares sdo contactados pela equipa médica (sempre com autorizacdo do Cl) e o contacto familiar,
sendo a informacdo transmitida ao caso index que, depois, transmite aos seus familiares. Ambas as
formas apresentam implicagGes éticas e legais, nomeadamente a nivel da confidencialidade dos
individuos. De facto, o caso index pode ndo querer que o seu diagndstico molecular seja revelado,
inclusive a sua familia, pois este pode afectar a sua vida a nivel profissional e na possibilidade de
obter um seguro de saude, passando-se o mesmo com os familiares.[53, 57] Desta forma, ainda que,
do ponto de vista clinico, a finalidade do CS apresente as vantagens ja referidas, existe sempre a
necessidade ética de contrabalancar a utilidade e aplicabilidade do método com a privacidade dos
casos index e seus familiares, assim como respeitar o direito dos mesmos em ndo querer ser
informados sobre a eventual possibilidade de terem uma alteracao genética.[73]

Apds diagndstico clinico de casos index, sao recebidos os questionarios adaptados de Simon
Broome (anexo Il) preenchidos pelo médico e depois realizado o estudo molecular. Quando é
detectada uma alteragdo que se sabe ser causadora de FH, contacta-se o médico a informar que seria
importante estudar os familiares respectivos do Cl, sendo o médico ou a enfermeira que questionam
a disponibilidade dos familiares em participar no estudo. Por vezes, quando um caso index é
direccionado para o grupo o médico direcciona também os familiares do mesmo, com recurso
também a um questiondrio (anexo Il). Estes familiares sé sdo estudados apds a confirmagdo do
diagndstico do caso index.

No ambito do EPHF, o contacto com os familiares ndo é efectuado pelo grupo de investigagao,
existindo ja uma enfermeira de investigacao a colaborar no EPFH, nomeadamente, na dinamizagdo
do contacto aos familiares de Cl com FH. Contudo, a participagao dos familiares é inferior a esperada,
a semelhanga do que se observa, por exemplo, no Reino Unido.[134] De facto, a aceitagdo dos
familiares ao contacto da enfermeira ndo é tdo eficaz quanto se esperava, dado que os individuos se
mostram reticentes as informag&es recebidas. Para contornar esta dificuldade, seria importante, tal
como acontece na Holanda, Espanha e Pais de Gales, paises em que o CS esta bem implementado,
gue existisse uma associagao de profissionais de salide com o objectivo de disseminar informacgao
sobre a FH a doentes e familias com FH.[57]

A realizagdo deste trabalho, permitiu ao EPHF identificar 66 novos individuos, o que, somando

aos ja identificados (e cujos resultados ja foram publicados [52]), perfaz 2,35% dos individuos que se
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estimam existir em Portugal com FH, tendo em conta a frequéncia esperada (1:500). Desta forma,
denota-se esta patologia mantém-se altamente sub-diagnosticada no nosso pais.

Neste trabalho, porém, a efectividade do CS é notavel, na medida em que o estudo molecular a
45 casos index permitiu a identificacdo de mais 82 individuos com FH (incluindo familiares que ja
haviam sido identificados), tendo em muitas familias sido possivel estudar grande parte dos
individuos geneticamente relacionados. Em algumas das familias isto ndo foi possivel pelo facto de
alguns dos individuos ja terem falecido. Um exemplo é o index 11247 cujo pai ja havia falecido, tendo
sido estudados apenas a made e a irma do caso index. Estas ndo apresentavam a alteracao em
guestdo, contudo, ndo foi possivel estudar familiares do lado paterno do caso index. Muitas vezes
também se verifica que os individuos ndao apresentam interessem em participar quer por problemas
dentro do seio familiar, quer por nao considerarem relevante obter conhecimento sobre a possivel
causa da sua dislipidemia.

Seria também altamente benéfico para este projecto que existisse uma maior cooperagdo por
parte clinica no contacto aos familiares. Para além disso, ainda existem muitos clinicos no pais que
desconhecem a existéncia deste projecto, o que pode promover a baixa taxa de diagndstico
molecular observado.

Ainda que a adesdo dos médicos esteja a aumentar, existe muita falta de conhecimento sobre a
FH e sobre este projecto que ndo apresenta custos para as instituicdes médicas nem para os doentes.
Campanhas de prevencdo e de elucidacdo sobre a FH deviam ser levadas a cabo para que as equipas
médicas, assim como a populacdo em geral, tivessem conhecimento que a FH é uma realidade que
pode conduzir a consequéncias irreversiveis mas que podem ser evitaveis através de simples
cuidados como a toma da medicacgdo e alteragdo de alguns riscos ambientais, como uma alimentag¢do
correcta. Para todos os individuos ja diagnosticados é importante que exista apoio na continuidade
dos tratamentos, de forma a assegura-los, sendo neste ponto, o apoio clinico, também fundamental.

Por fim, é importante ter em conta que para confirmar a efectividade do CS deviam ainda ser
realizados estudos de acompanhamento clinico em que se estudariam as diferengas observadas nos
parametros bioquimicos apds o diagndstico molecular e aplicagdo de terapéuticas adequadas nestes
individuos. Para além disso, serd ainda mais notdvel o aumento dos beneficios, comparativamente

aos custos deste método, a medida que o numero de individuos identificados for aumentado.
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6. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

As doencas cardiovasculares tém a influéncia de diversos factores de risco que interagem entre
si, nomeadamente caracteristicas genéticas, como a hipercolesterolemia familiar. Desta forma, a
genética cardiovascular torna-se uma ferramenta importantissima, permitindo identificar
eficazmente a causa de vdrias doengas, entre elas a FH.

Dado que a FH é promotora do desenvolvimento de DCVs prematuras, tem um forte impacto no
contexto socioecondmico, quer das familias, quer da sociedade. Assim, o correcto diagndstico e
caracterizagdo bioquimica permite escolher qual o melhor modo de actuagdo para que as DCVs
possam ser prevenidas, tanto pela aplicacdo de terapéuticas adequadas como de estilos de vida
adaptados ao perfil de cada individuo.

O cascade screening parece ser um método efectivo, relativamente ao custo/beneficio na
deteccdo da FH por varios motivos. Primeiramente, o estudo molecular é efectuado através da
pesquisa apenas da mutagdo previamente detectada no caso index e que se pensa que co-segrega na
familia. Ou seja, através da analise molecular apenas do(s) exdo(des) em que foi detectada uma
mutacdo no caso index, é possivel diagnosticar outros familiares geneticamente relacionados,
poupando-se imensos recursos. Para além disso, o fendtipo dos familiares pode ser menos severo do
gue o observado nos casos index, ndo permitindo a identificacdo clinica de FH. Por conseguinte, o
conhecimento da existéncia de FH na familia pode levar a que outros individuos da familia procurem
aconselhamento médico.

O CS permite, desta forma, detectar prematuramente a FH e estratificar o risco cardiovascular
dos individuos, levando a reducdo da mortalidade e morbilidade, como referido, através da
implementacgdo de aconselhamento e terapéuticas.

Contudo, a FH continua altamente sub-diagnosticada no nosso pais (menos de 3% de individuos
identificados dos 20.000 individuos estimados com FH). Neste sentido, sdo necessarias medidas que
permitam aumentar o conhecimento, quer da comunidade médica, quer da prdpria populagao, sobre
esta patologia e das suas consequéncias. Para além disso, para aumentar a efectividade do CS é
ainda importante que haja mais apoio clinico (médicos e enfermeiros) quer na identificacdo clinica de
novos individuos, quer no acompanhamento dos individuos ja identificados, garantindo a
efectividade das medidas tomadas, assim como no contacto aos familiares dos mesmos, tentando
aumentar a sua adesdo.

Mais estudos devem ainda ser feitos de forma a compreender a dinamica existente por detras
das doencas cardiovasculares, nomeadamente sobre a importancia dos marcadores bioquimicos de
risco e da interac¢do da FH com outros factores de risco, pois so assim é possivel estratificar o risco
cardiovascular dos individuos, assim como a aplicacdo de medidas efectivas.

Em suma, o CS é uma ferramenta importante para confirmar a causa das dislipidemias
observadas, bem como estudar a co-segregacdo das alteracGes encontradas. Desta forma, a sua
efectividade serd maior a medida que o nimero individuos identificados aumenta. O objectivo do
EPHF passa por identificar os 20000 casos com FH que se estimam existir no nosso pais, contribuindo,

assim, para uma melhoria do estado de saude da nossa populagdo a nivel cardiovascular.
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ANEXO | - VALORES SERICOS DO PERFIL LIPIDICO NORMAL, DE RISCO MODERADO E DE RISCO ELEVADO PARA O

DESENVOLVIMENTO DAS DCVS, PARA A POPULAGAO EM GERAL.

Tabela 1.1 - valores séricos de perfil lipidico normal, de risco moderado e de risco elevado, para individuos adultos

(populagdo em geral)

Parametro Bioquimico Normal Risco moderado Risco Elevado
Colesterol total <190 (mg/dL) 190-240 (mg/dL) >240 (mg/dL)
LDL <115 (mg/dL) 115-160 (mg/dL)  >160 (mg/dL)
>40 (mg/dL) (Homens)
HDL +46 (me/dL) (Mulheres) 35-40 (mg/dL) <40 (mg/dL)
Triglicéridos <150 (mg/dL) 150-200 (mg/dL) > 200 (mg/dL)

Adaptado de [33]
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ANEXO Il - CRITERIOS DE SIMON BROOME PARA DIAGNOSTICO CLINICO DE HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIAR.

Tabela I1.1 — critérios de Simon Broome para diagndstico clinico de Hipercolesterolemia Familar.

Criangas (idade inferior a 16 anos)

Adultos

- Colesterol Total acima de 200 mg/dL e
- Xantomas tendinosos no caso index ou
familiar (pais, filhos, avos, irmdos, tios) ou
- Evidencia genética de mutagdo no gene
receptor de LDL ou APOB

- Colesterol total acima de 200 mg/dL ou
colesterol LDL acima de 120 mg/dL e
- Histdria Familiar de enfarte do miocardio
antes dos 50 anos em av0s e tios ou antes
dos 60 anos nos pais, irm3os e filhos e/ou
histéria familiar de niveis elevados de
colesterol (>290 mg/dL) nos pais, irm3os ou
filhos; ou colesterol total acima de 290
mg/dL nos avads e tios.

- Colesterol Total acima de 290 mg/dL ou
colesterol LDL acima de 190 mg/dL e
- Xantomas tendinosos no caso index ou familiar
(pais, filhos, avos, irmdos, tios) ou
- Evidencia genética de mutagdo no gene
receptor de LDL ou APOB

- Colesterol total acima de 290 mg/dL ou
colesterol LDL acima de 190 mg/dL e
- Histdria Familiar de enfarte do miocardio antes
dos 50 anos em avos e tios ou antes dos 60 anos
nos pais, irm3os e filhos e/ou histéria familiar de
niveis elevados de colesterol (>290 mg/dL) nos
pais, irmdos ou filhos; ou colesterol total acima
de 290 mg/dL nos avos e tios.

Hipercolesterolemia
Familiar Confirmada

Hipercolesterolemia
Familiar Possivel

Adaptado de [80-81]
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ANEXO Il — MODELO DE QUESTIONARIO, ADAPTADO DO “SIMON BROOME HEART RESEARCH STUDY”, QUE E
PREENCHIDO PELO MEDICO ASSISTENTE, E UMA DECLARACAO DE CONSENTIMENTO INFORMADO QUE E ASSINADO

POR CADA INDIVIDUO QUE PARTICIPA NO ESTUDO.
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ANEXO IV - DavTona Rx: COMPOSIGAO DOS REAGENTES UTILIZADOS, ABSORVANCIA E INTERVALOS DE

REFERENCIA PARA SDLDL E APOLIPOPROTEINAS EM ESTUDO.

Tabela IV.1 — composi¢do dos reagentes utilizados no daytona, absorvancia aplicada e respectivos intervalos de referéncia.

Reagentes utilizados

Absorvancia

Intervalo de Referéncia

(valores normais)

nm
(nm) (mg/dL)
R1: Tamp3o de reacgdo (buffer Tris/HCl 100 mmol/L, pH 8,5)
ApoEt R2: Reagente de anticorpo (anti-apoE) o 2,7-4,5
ApoOA- R1: Tamp3do de reacgdo (buffer Tris/HCI 190 mmol/L, pH 8,5) 340 251345
1} R2: Reagente de anticorpo (anti-apoA-II)
ApoC- R1: Tamp3o de reacgdo (buffer Tris/HCl 100 mmol/L, pH 8,5) 600 1642
I} R2: Reagente de anticorpo (anti-apoC-ll) T
ApoC- R1: Tampdo de reac¢do (buffer Tris/HCI 100 mmol/L, pH 8,5)
. . 340 5,5-9,5
1} R2: Reagente de anticorpo (anti-apoC-lll)
H 21-44
R1: Tamp3o pH 7,0, esfingomielina 2700 U/L, Colesterol esterase ang?ceerr:fu?rr:te:is e
(1600 U/L, colesterol oxidase 600 U/L, catalase N-etil-N-(2-Hidroxi-3-
. o . . 21-54 anos: 5,1-60,8
sdLDL sulfopropil)-3-metilanilina 2,0 mmol/L, Aloumina de soro de bovino 600

1,0% p/v
R2: Tamp3o pH 7,0, peroxidase 5000 U/L, 4-aminoantipirina 4
mmol/L, azida de sédio 0,05% p/v

Homens entre 45-75
anos e mulheres entre
55-75 anos: 8,9-64,4
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ANEXO V - SOLUCOES STOCK E SOLUCOES DE TRABALHO

| - Extraccdao de DNA:

e TKM1 (500 mL)
5 mL Tris/HCl 1M pH=7,5
5 mL KCl 1M
5 mL MgCl, 1M
2 mLEDTA 0,5 M

Perfazer com agua até 500 mL

e TKM2 (100 mL)

1 mL Tris/HCI 1M pH=7,5
1 mLKClI 1M

1 mL MgCl, 1M

400 pL EDTA 0,5 M

8 mL NaCl 5M

Perfazer com agua até 100 mL

e TKMX-100 (500 mL)

5mLKCI 1M

5 mL MgCl, 1M
2mLEDTAOQ,5 M
12.5 mL Triton X-100

Perfazer com agua até 500 mL

e TE(100 mL)

1 mL Tris/HCI 1M pH=7,5
400 pL EDTA 1 M pH=8,0
Perfazer com agua até 100 mL

e Tris /HCI 1M pH=7,5

Dissolver 12.114 g em 100 mL de H,0
desmineralizada

Ajustar o pH a 7,5 com HCl antes de perfazer o
volume

e KCl1M
Dissolver 745 g em 100 mL de H,0
desmineralizada

e MgCl, 1M
Dissolver 20.33 g em 100 mL de H,0
bidestilada

e EDTAO5M
Dissolver 18.6 g em 100 mL de H,0
desmineralizada

e EDTA 1M pH=8,0
Dissolver 37,2 g em 100 mL de H,0O

desmineralizada

Ajustar o pH com HCl antes de perfazer o
volume

NaCl 5mM

Dissolver 29.2 g em 100 mL de H,0O
desmineralizada

Todos os reagentes sdo autoclavados a 1102C durante 15 minutos e conservados a

temperatura ambiente.
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Il - Solugao de deposi¢cdao — Azul Bromofenol
625 uL Glicerol (Sigma)

625 pL Agua desionizada

2,5 UL EDTA 0,5 M (Merck)

Azul de Bromofenol qg.b.

Adicionaram-se os componentes num tubo eppendorf e misturaram-se por inversao. A solucao foi

guardada a temperatura ambiente.

lll - Marcador de peso molecular (PUC)
20 pL Marcador (PUC ladder) (Fermentas)
40 plL Agua desionizada

10 pL Solucdo de aplicacdo para gel de agarose

Adicionaram-se os componentes num tubo eppendorf e misturaram-se por inversdo. A solucdo foi

conservada a 4°C.
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ANEXO VI - REAGENTES UTILIZADOS NA EXTRACCAO DE DNA E RESPECTIVO VOLUME UTILIZADO.

Tabela VI.1 — volume de reagentes utilizados na extrac¢do de DNA por mL de sangue e por 2,5 mL de sangue.

Reagente  Volume utilizado por mL de sangue  Volume utilizando para 2,5 ml de Sangue®

TKMx100 1mL 2,5mL
IGEPAL 25 pL 62,5 pL
TKM1 1mL 2,5mL
TKM2 160 plL 400 pL

SDS 10 pL 25 pL
Nacl 60 L 150 pL
Etanol 98% 460 pL 1150 pL

#2,5 mL de sangue corresponde ao volume utilizado, regra geral, para a extraccdo de DNA neste trabalho.
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ANEXO VII - SEQUENCIA DOS PRIMERS (OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES) UTILIZADOS, TEMPERATURAS DE

HIBRIDACAO E TAMANHO DA REGIAO AMPLIFICADA POR PCR (AMPLIFICAGAO POR REACGCAO DA POLIMERASE).

Tabela VII.1 - sequéncia dos primers, temperatura de annealing e tamanho da regido amplificada por PCR de cada um dos

exdes e promotor do gene LDLR

Gene LDLR

Exao

Promotor e
Exao 1

Exdo 2

Exao 3

Exdo 4

Exdo 5

Ex3ao 6

Exdo 7

Exdao 8

Exdao 9+10

Exdo 11

Exdo 12

Exdo 13

Exdo 14

Exdo 15

Exdo 16

Exdo 17

Exdo 18

Primer

SPr+1F
SPr+1R
2F
2R
MB259
MB260
EX4F
EX4R
EX5F NEW
EX5R NEW
EX6F
EX6R
LDL 7F
LDL 7R
MB30
MB31
EX9+10F
EX9+10R
EX11F
EX11R
EX12F
EX12R
EX13F
EX13R
EX14F
EX14R
EX15F
EX15R
EX16F
EX16R
R17F
R17R
EX18F
EX18R

Sequéncia 5’-3’

F: GGG TTA AAA AGC CGA TGT CA
R: GCCATT ACC CCA CAAGTCTCC
F: TCC CAT ACC CCA GAG AGT CCATA
R: CAG CCG CCATCATCA AAA AG
F: GAT TAC AGG CGT GAG CCACT
R: CTC CCC AGG ACT CAG ATA GG
F: GTA CAG ATG AGG AAA CTG AG
R: TTG GCATGT TGT TGG AAATCC
F: GCA AAAGGCCCTGCTTCT TT
R: GAG GCT CTG AGA AGT CAA GT
F: ATT ACA GGC ACA AACCACCGT G
R: GCA GAG TGG AGT TCC CAAAACC
F: GAG TGA CCA GTCTGCATCCC
R: GAA GCG CAG AGG GGG CCC AG
F: ATC TCC CGA GAG GCT GGG CTG TCT
R: CCC GGT CAG GGG ATATGA GTC TGT
F:GGTCTTTTCCACCCTCTITTTTC
R: TAA CCA GTT CCT GAA GCT CC
F: GCCACATTT GGA GTT TGG GGT TC
R: AGCAGCTTG GGCTTG TCCCAG A
F: GGT GCT TTT CTG CTA GGT CC
R: TTT TCT CGC TTC ATC TTG GCT
F: CTA GTT GTG GAG AGA GGG TGG C
R: GCG GAG TCA GGG CAG GAA CGA GA
F: GAAACCTCCTTG TGG AAACTCT
R: GAA AAG TAT GGT TAT CCCGACT
F: CCAAGG TCATTT GAG ACT TTC GT
R: GAG AGA AGG TCA GCA AGG GAG TG
F:GTCCTCTGCCTG CTCCATTTCTT
R: ATC CTC CAT CTG ACCCCTTAG C
F: GAG CTG GGT CTCTGG TCT CG
R: GCG CAC AGA AGC ATT CACCT
F: GAG CGG TGG GAA GTG ACT GAAT
R: TGG TGC CATCTG CTG TTG TGT G

Temperatura de
annealing

592C
582C

59¢C

Regido
Amplificada (pb)
415
587
250
677
342
370
198
361
695
355
347
342
388
386
348
352

591

Tabela VII.2 - sequéncia dos primers, temperatura de annealing e tamanho da regido amplificada por PCR dos fragmentos

dos exdes estudados do gene APOB.

Gene APOB
Regiao
Exdo Primer Sequéncia 5’-3’ Temperatt.wa L Amplificada
annealing
(pb)
P61 F: GGA GCA GTT GAC CACAAG CTT AGCTTG GAA

5 o
Exdo 26 P62 R: CAG GGT GGC TTT GCT TGT ATG TTC TCC GTT >9%C 343

o MB63 F: CCA AGA TGA GAT CAACAC AAT C o
Exdo 29 MB64 R: AAC TTG ACT TGA GAG TTG GG >95C 334
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TabelaVIl.3- sequéncia dos primers, temperatura de annealing e tamanho da regido amplificada por PCR do exdo 4 do gene

APOE

Gene APOE

Exao

Exdo 4

Primer

P2

P1

Temperatura de Regiao Amplificada
Sequéncia 5’-3’
annealing (pb)

F: TAA GCT TGG CAC GGC TGT CCAAGG A
582C 244
R:ACA GAA TTC GCC CCG GCCTGG TACAC

Tabela VII.4 - sequéncia dos primers, temperatura de annealing e tamanho da regido amplificada dos fragmentos de cDNA

amplificados por PCR.

Gene LDLR

Exdo

Exdao 1-3

Primer

MB22

MB23

Temperatura de Regidao Amplificada
Sequéncia 5’-3’
annealing (pb)

F:GGC TGG AAATTG CGC TGG AC
632C 254

R:CAC CTC CAG AAC TGA GGA ATG C
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ANEXO VIII - SEQUENCIA DOS PRIMERS UTILIZADOS, TEMPERATURAS DE HIBRIDAGAO E TAMANHO DA REGIAO

AMPLIFICADA NA TECNICA DHPLC.

Tabela VIII.1 - sequéncia dos primers, temperatura de annealing e tamanho da regido amplificada do exao 9 por dHPLC.

Gene LDLR

Exdo Primer Sequéncia 5’-3’

MB32 F:AAG GGG ATG GGG AGG CACTCT TG
Exdo 9 61°C
MB33 R: ACC CCG TGC CAT TAC CCC ACA AGT

Temperatura de

annealing

Regido Amplificada
(pb)

295
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ANEXO IX - SEQUENCIA DOS PRIMERS UTILIZADOS, TEMPERATURAS DE HIBRIDAGAO E TAMANHO DA REGIAO

AMPLIFICADA NA SEQUENCIAGAO AUTOMATICA

Tabela IX.1 - sequéncia dos primers, temperatura de ligagdo e tamanho da regido amplificada na sequenciagdo, para os
varios exdes do gene LDLR.

Gene LDLR
Regiao
Exao Primer Sequéncia 5’-3’ Temperatt:wa de Amplificada
annealing
(pb)
Pr°m°tir e Exdo MB257 F: GGG TTA AAA AGC CGA TGT CA 416
Exdo 2 2F F: TCC CAT ACC CCA GAG AGT CCA TA 587
Exdo 3 MB259 F: GAT TAC AGG CGT GAG CCA CT 250
Exdio 4 R4F F:GTA CAG ATG AGG AAA CTG AG 677
Exd0 5 EXSF NEW F: GCA AAA GGC CCT GCT TCT TT 342
Exd0 6 EX6F F: ATT ACA GGC ACA AAC CAC CGT G 370
Exdo 7 LDL 7F F: GAG TGA CCA GTC TGC ATC CC 198
Exdo 8 MB30 F: ATC TCC CGA GAG GCT GGG CTG TCT sgoc 361
Exd0 9+10 EX9+10F F: GGT CTT TTC CAC CCT CTT TTT C 695
Exdo 11 EX11R R: AGC AGC TTG GGC TTG TCC CAG A 355
Exdo 12 EX12F F: GGT GCT TTT CTG CTA GGT CC 347
Exdo 13 EX13F F: CTA GTT GTG GAG AGA GGG TGG C 342
Exdo 14 EX14F F: GAA ACC TCC TTG TGG AAA CTC T 388
Exdo 15 EX15F F: CCA AGG TCA TTT GAG ACT TTC GT 386
Exdo 16 EX16F F: GTC CTC TGC CTG CTC CAT TTCTT 348
Exdo 17 R17F F: GAG CTG GGT CTC TGG TCT CG 352
Exdo 18 EX18 F: GAG CGG TGG GAA GTG ACT GAA T 591

TabelalX.2- sequéncia dos primers, temperatura de ligacdo e tamanho da regidao amplificada na sequenciagao, para os
fragmentos dos exdes estudados do gene APOB.

Gene APOB
Regido
Exdo Primer Sequéncia 5’-3’ Temperatt.xra de Amplificada
annealing (pb)
Exao 26 P62 R: CAG GGT GGC TTT GCT TGT ATGTTC TCC GTT 580C 288
Exao 29 MB63 F: CCA AGA TGA GAT CAA CAC AAT C B 334

Tabela IX.3- sequéncia dos primers, temperatura de ligacdo e tamanho da regido amplificada na sequenciagdo, para o exao
4 estudados do gene APOE.

Gene APOE
Exdio Primer Sequéncia 5'-3' Temperatljlra de Regido Amplificada
annealing (pb)
Exdo 4 P2 F: TAA GCT TGG CAC GGC TGT CCAAGG A 582C 244

Tabela IX.4- sequéncia dos primers, temperatura de ligagdo e tamanho da regido amplificada na sequenciagdo, para os
exdes 1,2 e 3 do cDNA do gene LDLR.

Gene LDLR
Exdio Primer Sequéncia 5'-3' Temperatgra de Regido Amplificada
annealing (pb)
ExSes 1-3 MB22 F:AAG GGG ATG GGG AGG CAC TCT TG 582C 295
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ANEXO X - SONDAS UTILIZADAS EM MLPA

Tabela X.1 - sequéncia e caracteristicas das sondas utilizadas em MLPA (provenientes do kit) para estudo do gene LDLR

Exdo

Gene SMARCA4

Coddo de iniciagdo

Promotor
Exdo 1
Exdo 2
Exdao 3
Exao 4
Exao 5
Exdo 6
Exdo 7
Exdao 8
Exao 9
Exdo 10
Exdo 11
Exdo 12
Exdo 13
Exdo 14
Exdo 15
Exao 15
Exdo 16
Exdo 17
Ex3ao 18

Coddo STOP
Gene KANK2

Local de ligagdao

NM_001128849.1;4834-4835
188-190 (exdo 1)
54 nt antes do exdo 1

150-151

300-301

401-402

578-579

948-949
1097-1098
1186-1187
1310-1311
1430-1431
1729-1730
1810-1811

18 nt antes do exdo 12
2084-2085
100 nt antes do exdo 14, reverse
2442-2443
259 nt antes do exdo 15
2530-2531
2657-2658
2759-2760
2768-2770 (exdo 18)
NM_015493.6; 2546-2547

Sequéncia Parcial 5’-3’
(24 nt adjacente ao local de ligagdo)
CGTCTTGCAGTC-GGTCTTCACCAG

CTGGAGTGGGAA-TCAGAGCTTCAC
CAGCAGGTCGTG-ATCCGGGTCGGG
CCAAGACGGGAA-ATGCATCTCCTA
GCAAATCCGGGG-ACTTCAGCTGTG
TCTGTGACTCAG-ACCGGGACTGCT
TGGCAGCCGGCA-GTGTGACCGGGA
GAGACTGCCGGG-ACTGGTCAGATG
AATGACCTTAAG-ATCGGCTACGAG
TGGAGGGTGGCT-ACAAGTGCCAGT
AGATGACGCTGG-ACCGGAGCGAGT
TTATTCAGGGAG-AACGGCTCCAAG
ACTCCCGCCAAG-ATCAAGAAAGGG
TGACCTCTCCTT-ATCCACTTGTGT
TCAGTGCCAACC-GCCTCACAGGTT
CTCATGAGTCCT-TACAACGACCTT
CACCTCCCGGCT-GCCTGGGGCCAC
CTGGTTCCCAAA-GTCAGCCACGCA
AGAGGAAATGAG-AAGAAGCCCAGT
GCATCAACTTTG-ACAACCCCGTCT
GTCTGGAGGATG-ACGTGGCGTGAA

TGGTGGCCTTGG-ACGCAGGGCAGA

Tamanho (nt)
142

436
148
160
184
212
238
265
292
319
346
391
166
193
400
220
247
427
274
301
328

355

Distancia da préxima sonda (kb)
29,5

0,2
10,7
2,4
2,6
1,3
0,9
3,2
0,9
1,8
0,4
2,4
0,7
3,3
0,5
2,7
0,3
4,4
1,5
17
38,6

Sonda MLPA (SALSA)

02488-L13996

06281-L12682
02309-L01800
02310-L01801
02312-L01803
02314-L01805
02316-L01807
02318-L01811
02320-L01811
02322-L09533
02324-L01815
03003-L02442
02311-L01802
02313-L01804
03004-L12681
11838-L12635
02317-L01808
10781-L11396
02319-L01810
02321-L01812
02323-L01814

02325-L01816

Estudo Bioquimico e Molecular de Familias com Hipercolesterolemia Familiar

106



Anexos

ANEXO Xl - CARACTERIZACAO MOLECULAR E BIOQUIMICA DA AMOSTRA DE INDIVIDUOS (INDEX E FAMILIARES) ESTUDADOS.

Tabela XI.1 — caracterizagdo da amostra: resultado da caracterizagdo molecular, idade de diagndstico e caracterizagdo clinica dos principais parametros bioquimicos estudados

Familia ID

F79 21037
24032
24033
24034
24035
11027

Mutagao

¢.1027G>A (p.Gly343Ser)
¢.1027G>A (p.Gly343Ser)

c.1060+1G>A
c.1060+1G>A
c.1060+1G>A

Gene

LDLR
LDLR

LDLR

Idade Diagndstico

47
12
67
77
43
82

Caracterizagdo Clinica

Antes tratamento (mg/dL)®

CT

LDL-C HDL-C TG

78

65

CT

256
286,1
324
163
233
187

275
363
272
255
242
182

Presente (mg/dL)b
LDL-C HDL-C

167
213,9
242
110
153
121

211
285
166
188
163
77

75
44,8
54
38
49
67

40
53
91
41
58
81

TG

69
136,3
141
75
155
58

118
124
75
126
107
87

Medicagdo®

N (Dieta)
N

N
N
N
N

S (Estatinas)

S (Estatinas)

? Caracterizacdo bioquimica antes de tratamento: valores indicados pelo médico responsével no anexo correspondente a cada individuo.

b . ~ . . N . ;. ~ . ~
Caracterizagdo bioquimica no presente: efectuada no INSA as amostras recebidas para o estudo; necessario ter atengdo coluna da medicagdo.

 Medicacdo (legenda): S —em medicacdo; N — sem medicacdo.
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Tabela XI.1 — caracterizagdo da amostra: resultado da caracterizagdo molecular, idade de diagndstico e caracterizagdo clinica dos principais parametros bioquimicos estudados (continuagdo).

Familia ID

25001
25002
12012

26061

11319
11320

F189 26130
26131
26132

26133

Caracterizagdo Clinica

Mutacdo Gene Antes tratamento (mg/dL)® Presente (mg/dL)b

CT LDL-C HDL-C TG CT LDL-C HDL-C TG

Idade Diagndstico

¢.10580G>A (p.Arg3527GIn)
¢.10580G>A (p.Arg3527GIn)

¢.631C>G (p.His211Asp)
c.1178delA (p.Lys372ArgfsX20)
c.1816G>T (p.Ala585Ser)
c.1816G>T (p.Ala585Ser)
¢.631C>G (p.His211Asp)
c.1178delA (p.Lys372ArgfsX20)

€.1322T>C (p.lle441Thr) LDLR 73 266 193 53 100
€.1322T>C (p.lle441Thr) LDLR 53 443 314 58 123 299 225 61 65

- - 27 205 89 105 55
€.1322T7>C (p.lle441Thr) LDLR 18 333 247 56 83 187 118 54 74

Medicagao®

S (Estatinas)
N
N

S (Estatinas; Ezetimiba; LDL aferese)

N

S (Estatinas)

S (Estatinas)

S (Estatinas)

S (Ezetimiba)
N

® Caracteriza¢do bioquimica antes de tratamento: valores indicados pelo médico responsével no anexo correspondente a cada individuo.

b Caracterizagdo bioquimica no presente: efectuada no INSA as amostras recebidas para o estudo; necessario ter atengdo coluna da medicagdo.
“ Medicacio (legenda): S — em medicacdo; N — sem medicagdo.

& — alteragdo ndo patogénica
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Tabela XI.1 — caracterizagdo da amostra: resultado da caracterizagdo molecular, idade de diagndstico e caracterizagdo clinica dos principais parametros bioquimicos estudados (continuacdo).

Familia ID

28002
28004
28010
28012
12072
12073

F289 28069
28070
28071
11347
11348

Mutagdo

Pr_Ex2del + Ex8_12del
Pr_Ex2del + Ex8_12del
Pr_Ex2del + Ex8_12del

Pr_Ex2del + Ex8_12del

Pr_Ex2del + Ex8_12del
Pr_Ex2del + Ex8_12del
Pr_Ex2del + Ex8_12del
Pr_Ex2del + Ex8_12del

Gene

LDLR

LDLR
LDLR
LDLR

Idade Diagndstico

37
38
73
71

Caracterizagdo Clinica

Antes tratamento (mg/dL)’

CT

306

300

LDL-C  HDL-C

52,3

TG

80,9

CT

306
195
266
276
233

Presente (mg/d L)°

LDL-C HDL-C TG

199
88
88

210

160

45
70
43
51
44

42
80
94
93
140

Medicagédo®

N (Dieta)
S (Estatinas)
N (Dieta)

222

2

S (Estatinas)

? Caracteriza¢do bioquimica antes de tratamento: valores indicados pelo médico responsével no anexo correspondente a cada individuo.

b Caracterizagdo bioguimica no presente: efectuada no INSA as amostras recebidas para o estudo; necessario ter atengdo coluna da medicagdo.
¢ Medicacio (legenda): S — em medicacdo; N — sem medicagdo.

A — alteragdo nao descrita;
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Tabela XI.1 — caracterizagdo da amostra: resultado da caracterizagdo molecular, idade de diagndstico e caracterizagdo clinica dos principais parametros bioquimicos estudados (continuagdo).

Caracterizagdo Clinica |
Familia ID Mutagdo Gene Idade Diagnéstico  Antes tratamento (mg/dL)’ Presente (mg/dL)’ Medicagdo®
CT LDL-C HDL-C TG CT LDL-C HDL-C TG

29019 ¢.1291G>A (p.Ala410Thr) 304 238 44 110 291 S (Estatinas)
29021 ¢.1291G>A (p.Ala410Thr) 291 N (Dieta)
29020 ¢.1291G>A (p.Ala410Thr) 242 S (Estatinas)
11321  ¢.1291G>A (p.Ala410Thr) 189

11322 ¢.1291G>A (p.Ala410Thr) 45 106 427

11323 ¢.1291G>A (p.Ala410Thr) 264

29105 . ? S (Estatinas)
29106 S (Estatinas)
29107 S (Estatinas)
29150 N
29151 N

? Caracterizacdo bioquimica antes de tratamento: valores indicados pelo médico responsavel no anexo correspondente a cada individuo.

b Caracterizagdo bioquimica no presente: efectuada no INSA as amostras recebidas para o estudo; necessario ter atengdo coluna da medicagdo.
 Medicacdo (legenda): S —em medicacdo; N — sem medicacdo.

® — alteragdo ndo patogénica
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Tabela XI.1 — caracterizacdo da amostra: resultado da caracterizagdo molecular, idade de diagndstico e caracterizagdo clinica dos principais parametros bioquimicos estudados (continuagdo).

Caracterizagdo Clinica |
Familia ID Mutagdo Gene Idade Diagndstico  Antes tratamento (mg/dL)® Presente (mg/dL)’ Medicagio*
CT LDL-C HDL-C TG CT LDL-C HDL-C TG

F407 29142 ¢.1935_1936insA (p.Asn645LysfsX24)  LDLR s
29143  ¢.1935_1936insA (p.Asn645LysfsX24)  LDLR S (Estatinas)
11231  ¢.1935_1936insA (p.Asn645LysfsX24)  LDLR N
11232 - S (Estatinas)

F513 10098 c.13158delA (p.Glu4387AsnfsX7) APOB S (Estatinas)
12043 c.13158delA (p.Glu4387AsnfsX7) APOB N

F535 10137 c.1A>C (p.MetlLeu) N
10138 ¢.1A>C (p.MetlLeu) N
10139 c.1A>C (p.Metlleu) S (Estatinas)

F579 11061 ¢.1176C>A (p.Cys392X) LDLR 51 346 238 29 145 295 188 28 374 S (Estatinas)
11062 €.1176C>A (p.Cys392X) LDLR 46 334 263 40 119 205 148 36 73 S (Estatinas)
11063 €.1176C>A (p.Cys392X) LDLR 19 318 49 54 148 87 45 84 S (Estatinas)
11084 - 44 208 203 117 38 208 N
11085 - 50 159 92 50 51 S (Estatinas)
12004 €.1176C>A (p.Cys392X) LDLR 23 221 181 33 63 202 145 32 123 N
12005 - 20 229 138 52 240 188 96 48 308 N
12006 €.1176C>A (p.Cys392X) LDLR 50 413 274 36 112 266 207 31 138 S (Estatinas)

? Caracterizacdo bioquimica antes de tratamento: valores indicados pelo médico responsével no anexo correspondente a cada individuo.

b . ~ . . N . ;. ~ . ~
Caracterizagdo bioquimica no presente: efectuada no INSA as amostras recebidas para o estudo; necessario ter atengdo coluna da medicagdo.

 Medicacdo (legenda): S —em medicacdo; N — sem medicacdo.
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Tabela XI.1 — caracterizagdo da amostra: resultado da caracterizagdo molecular, idade de diagndstico e caracterizagdo clinica dos principais parametros bioquimicos estudados (continuagado).

Caracterizagdo Clinica

Familia ID Mutagdo Gene Idade Diagndstico  Antes tratamento (mg/dL)? Presente (mg/dL)° Medicagio*
CT LDL-C HDL-C TG CT LDL-C HDL-C TG
F600 11147 c.-135C>G LDLR 13 260 191 46 93 274 223 45 118 N
11148 Normal LDLR 41 202 124 67 114 N
11149 c.-135C>G LDLR 43 221 149 63 103 S (Estatinas)
11150 Normal LDLR 7 179 102 68 56 168 114 50 45 N

F611 11184
11185

11227
12007
12008
12009

11258
11259
11260

c.58G>A (p.Gly20Arg)
Normal

Ex13_15Dup
Ex13_15Dup
Ex13_15Dup
Ex13_15Dup

APr_ex2 +ex8_12del
APr_ex2 + ex8_12del

LDLR
LDLR

13 235 151 69,8 71 220 159 57 85 N
39 267 193 57 112 N

N
S (Estatinas)
S (Estatinas)
S (Estatinas)

N
S (Estatinas)
N

? Caracteriza¢do bioquimica antes de tratamento: valores indicados pelo médico responsével no anexo correspondente a cada individuo.

b Caracterizagdo bioquimica no presente: efectuada no INSA as amostras recebidas para o estudo; necessario ter atengdo coluna da medicagdo.
 Medicacdo (legenda): S —em medicacdo; N — sem medicacdo.

A —alteragdo ndo descrita;
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Tabela XI.1 — caracterizagdo da amostra: resultado da caracterizagdo molecular, idade de diagndstico e caracterizagdo clinica dos principais parametros bioquimicos estudados (continuacdo).
Caracterizagdo Clinica |

Familia ID Mutagdo Gene Idade Diagnéstico  Antes tratamento (mg/dL)? Presente (mg/dL)° Medicagdo®
CT LDL-C HDL-C TG CT LDL-C HDL-C TG

11316 c.-135C>G S (Estatinas)
11317 c.-135C>G S (Estatinas)

11318 - N

F660 11349 c. 1775G>A (p.Gly592Glu) LDLR 16 241 191 33 53 251 196 44 47 N (Dieta)
11350 c. 1775G>A (p.Gly592Glu) LDLR 8 241 173 63 25 N
11351 c. 1775G>A (p.Gly592Glu) LDLR 40 370 181 135 35 63 N

F663 12013 ¢.1291G>A (p.Ala410Thr) LDLR 38 352 357 287 43 106 S (Estatinas)
12014 - 8 229 143 74 61 179 115 52 68 N

F667 12026 c.818-2A>G

12027 c.818-2A>G 57 S (Estatinas; Ezetimiba)

F678 12058 ¢.1775G>A (p.Gly591Glu) LDLR 49 450 202 139 41 118 S (Estatinas; Ezetimiba)
12070 ¢.1775G>A (p.Gly591Glu) LDLR 12 385 254 66 327 232 168 46 116 N
12071 - 10 298 202 58 192 224 165 53 74 N

? Caracteriza¢do bioquimica antes de tratamento: valores indicados pelo médico responsavel no anexo correspondente a cada individuo.

b Caracterizagdo bioguimica no presente: efectuada no INSA as amostras recebidas para o estudo; necessario ter atengdo coluna da medicagdo.
¢ Medicacio (legenda): S — em medicac3o; N — sem medicagdo.

* - polimorfismo; A — alteragdo ndo descrita
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ANEXO XI| - CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DA AMOSTRA DE INDIVIDUOS ESTUDADOS POR TIPO DE MUTACAO.

Tabela XII.1 — caracterizagdo bioquimica do grupo pediatrico por tipo de mutagdo.

Grupo pediatrico

Parametro

Bioquimico (mg/dL)

CcT
c-LDL
c-HDL

Triglicéridos
ApoB
ApoA-I|
Lp(a)
ApoA-Ii
ApoC-li
ApoC-lll
sdLDL
ApoE
Idade

Mutagao
Missense
288,74154,434
214,30450,840
53,32+20,136
104,91+68,604
120,09+30,502
133,69+17,986
52,56+54,612
23,358,086
3,16%1,960
6,60+2,415
37,87+13,983
3,17+0,819
10,5044,172

23
23
22
22
23
23
23
17
16
16
17
15
22

Mutagao
Nonsense®
292,85+43,508
223,17456,444
50,82+10,216
123,20+111,078
124,35+26,209
130,85+22,199

26,32+21,211
26,06+4,025
4,36+1,570
8,09+1,745

47,15+16,522
4,09+1,401
10,00+4,862

Mutagdo de
Splicing
278,40+50,476
218,00+44,855
42,40+7,092
86,00+25,846
111,20+31,729
132,60+27,700
51,44+49,618
25,83+6,753
3,637+1,714
7,1943,856
34,48+13,861
3,36+0,923
12,40+2,074

U Wwwwwwouu ot b Ul un

Mutagoes
gene APOB
221,00
161,00
45,00
76,00
126,00
125,00
65,00
16,80
1,260
3,97
16,24
2,92
14,00

PR RPRRPRRRPRRLRRRERRRR

p*
0,572
0,715
0,602
0,816
0,859
0,967
0,399
0,569
0,292
0,318
0,185
0,250
0,620

*Andlise estatistica: teste estatistico One-way Anova; estatisticamente significativo: p<0,05
0 grupo de mutagdes nonsense inclui: mutaces que originam um coddo STOP prematuro, grandes rearranjos do gene LDLR e
mutagdes que originam alteragdes na grelha de leitura (mutagdes frameshift).

Tabela XII.2 — caracterizagdo bioquimica do grupo dos adultos por tipo de mutagdo

Grupo dos adultos

Parametro
Bioquimico
(mg/dL)
CT
c-LDL
c-HDL
Triglicéridos
ApoB
ApoA-|
Lp(a)
ApoA-Ii
ApoC-li
ApoC-lii
sdLDL
ApoE
Idade

Mutacao
Missense

316,59+86,046
217,32185,378
51,65+10,267
120,78+53,436
128,15+35,816
148,44+34,066
52,53+46,971
27,895,927
4,52+2,018
10,073,482
49,77+21,601
3,47£1,507
43,41+15,376

34
22
23
23
46
46
46
33
31
31
33
33
44

Mutacao
Nonsense®

356,41194,351
286,55+90,777
46,33+15,956
130,36+101,794
147,95+56,697
134,70+36,525
42,81+32,888
28,465,884
4,66+2,662
9,393,864
61,24+38,044
3,55+1,371
43,71+13,554

17
11
12
11
20
20
20
16
16
16
15
16
21

Mutagao de
Splicing

323,50+89,874

188,00
41,00
126,00

113,25+23,505
141,25+29,451

59,9551,771
28,464,980
2,51+1,871
8,12+2,961
34,41+12,358
2,770,880
46,50+16,501

2
1
1
1
8
8
8
7
7
7
7
7
8

MutagGes gene
APOB

381,00£65,105
283,25+41,072
72,00+18,601
91,00+33,407
154,50+26,715
169,25+40,302
110,75+104,012
23,80+2,404
6,77+3,111
7,97+2,864
44,91+22,267
2,635+0,884
42,50+18,083

=

AENNNNNAEBSDBERADBDDS

*

p

0,671
0,117
0,013
0,814
0,110
0,261
0,087
0,748
0,068
0,529
0,141
0,293
0,523

*Andlise estatistica: teste estatistico One-way Anova; estatisticamente significativo: p<0,05
0 grupo de mutagdes nonsense inclui: mutaces que originam um coddo STOP prematuro, grandes rearranjos do gene LDLR e
mutagdes que originam alteragdes na grelha de leitura (mutacdes frameshift).
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Tabela XII.3 — caracterizagdo bioquimica do grupo pediatrico comparando os tipos de mutagdo Missense e Nonsense.

Grupo pediatrico

Parametro Bioquimico (mg/dL)
CT
c-LDL
c-HDL
Triglicéridos
ApoB
ApoA-|
Lp(a)
ApoA-Il
ApoC-li
ApoC-lil
sdLDL
ApoE
Idade

Mutagao Missense

288,74+54,434
214,30£50,840
53,32+20,136
104,91+68,604
120,09+30,502
133,69+17,986
52,5654,612
23,358,086
3,16%1,960
6,60+2,415
37,87+13,983
3,170,819
10,50+4,172

n
23
23
22
22
23
23
23
17
16
16
17
15
22

Mutagdo Nonsense®

292,85+43,508
223,17+56,444
50,82+10,216
123,20+111,078
124,35+26,209
130,85+22,199
26,32+21,211
26,06+4,025
4,36+1,570
8,09+1,745
47,15+16,522
4,09+1,401
10,00+4,862

n
13
12
11
10
13

13

00 00 00 00 00

p
0,817
0,640
0,702
0,571
0,678
0,673
0,107
0,380
0,138
0,135
0,157
0,059
0,755

*Analise estatistica: teste estatistico paramétrico (T-test) ; estatisticamente significativo: p<0,05
0 grupo de mutacBes nonsense inclui: mutacdes que originam um coddo STOP prematuro, grandes rearranjos do gene LDLR e

mutagdes que originam alteragdes na grelha de leitura (mutagdes frameshift).

Tabela XII.4 — caracterizagdo bioquimica do grupo dos adultos comparando os tipos de mutagdo Missense e Nonsense.

Grupo dos adultos

Parametro Bioquimico (mg/dL)
CcT
c-LDL
c-HDL
Triglicéridos
ApoB
ApoA-I
Lp(a)
ApoA-II
ApoC-li
ApoC-lii
sdLDL
ApoE
Idade

Mutagao Missense

316,59+86,046
217,32+485,378
51,65+10,267
120,78+53,436
128,15+35,816
148,44+34,066
52,5346,971
27,89+5,927
4,52+2,018
10,073,482
49,77+21,601
3,47+1,507
43,41+15,376

n
34
22
23
23
46
46
46
33
31
31
33
33
44

Mutagdo Nonsense®

356,41+94,351
286,55+90,777
46,33+15,956
130,36+101,794
147,95+56,697
134,70+36,525
42,81+32,888
28,465,884
4,66+2,662
9,39+3,864
61,24+38,044
3,55+1,371
43,71+13,554

n
17
11
12
11
20
20
20
16
16
16
15
16
21

*

p
0,138
0,039
0,239
0,719
0,157
0,091
0,402
0,734
0,834
0,548
0,100
0,859
0,938

*Andlise estatistica: teste estatistico paramétrico (T-test); estatisticamente significativo: p<0,05
0 grupo de mutagdes nonsense inclui: mutaces que originam um coddo STOP prematuro, grandes rearranjos do gene LDLR e

mutagdes que originam alteragdes na grelha de leitura (mutagdes frameshift).

Estudo Bioquimico e Molecular de Familias com Hipercolesterolemia Familiar

115



