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_Resumo

A Hipercolesterolemia Familiar (FH) é uma condic@o autossémica semidomi-
nante causada por variantes patogénicas ou provavelmente patogénicas nos
genes LDLR, APOB e PCSK9. A FH pode apresentar-se na forma monoaléli-
ca (FH heterozigética) ou bialélica (FH homozigética). A forma homozigética é
mais rara e com fenétipo mais grave. Individuos com FH homozigética geral-
mente apresentam hipercolesterolemia severa (LDL>400mg/dL), xantomas e
doenga cardiovascular aterosclerotica (DCVA) prematura em idade jovem.
Até 2023, foram referenciados ao Estudo Portugués de Hipercolesterolemia
Familiar 1291 casos-index. Neste estudo foram analisados os casos com FH
homozigotica.

Foram identificados 15 casos com FH homozigética: 5 com a mesma varian-
te bialélica no LDLR, 7 com variantes bialélicas diferentes no LDLR, 1 com va-
riantes bialélicas diferentes no PCSK9, e 2 com variantes nos genes LDLR e
APOB. A maioria dos individuos eram adultos (73%) e do sexo feminino (87%),
13% apresentando xantomas tendinosos e 36% com DCVA. Variantes de alelo
nulo estéo associadas a um fen6tipo mais grave e a uma menor resposta ao
tratamento, sendo necessaria terapéutica independente da atividade do rece-
tor de LDL.

O diagnoéstico genético permite identificar com precisao as variantes e 0s tipos
de alelos, e implementar uma abordagem terapéutica mais personalizada nes-
tes individuos.

_Abstract

Familial Hypercholesterolemia (FH) is an autosomal semidominant condition
caused by pathogenic or likely pathogenic variants in the LDLR, APOB,
and PCSK9 genes. FH can manifest in a monoallelic form (heterozygous
FH) or a biallelic form (homozygous FH). The homozygous form, which is

rarer and has a more severe phenotype, with severe hypercholesterolemia

(LDL>400mg/dL), xanthomas, and premature atherosclerotic cardiovascu-

lar disease (ASCVD) at a young age.

This study aims to analyse cases of homozygous FH. Until 2023, 1291 index
cases were referred to the Portuguese Familial Hypercholesterolemia Study.
Among these, 15 cases were identified with homozygous FH: 5 with the

same biallelic variant in LDLR, 7 with different biallelic variants in LDLR, 1

with different biallelic variants in PCSK9, and 2 with variants in both LDLR

and APOB. Most individuals are adults (73%) and females (87%), with 13%

presenting tendon xanthomas and 36% with ASCVD. Null allele variants

were associated with a more severe phenotype and less responsive to

treatments, requiring therapies with a mechanism of action independent

of LDL receptor activity.

Genetic diagnosis enables precise identification of variants and allele

types, allowing personalized therapeutic approaches for these individuals.

_Introdugéo

A Hipercolesterolemia Familiar (FH) é uma condicéao genética
do metabolismo lipidico, caracterizada clinicamente por niveis
elevados de colesterol das lipoproteinas de baixa densidade
(C-LDL), levando a um risco aumentado de doenca cardiovas-
cular aterosclerética (DCVA), e a uma maior morbilidade e
mortalidade (1:2),
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A FH é uma condicao autossémica semidominante que se
manifesta de forma monoalélica, designada por FH heterozi-
gotica, ou bialélica, denominada FH homozigotica, consoante
a presenca de um ou dois alelos com variantes patogénicas
ou provavelmente patogénicas (3-6). As variantes ocorrem em
trés genes primarios, estando presentes em maior frequén-
cia no gene LDLR (>90%), e em menor frequéncia nos genes
APOB (5-10%) € PCSK9 (<1%) (1.7:8),

O padrao de hereditariedade da FH é considerado semidomi-
nante, uma vez que ambos os alelos afetados contribuem para
o fenétipo, aumentando de forma aditiva o nivel de C-LDL. O
fenotipo observado em individuos homozigéticos € manifes-
tamente mais grave do que nos individuos heterozigéticos,
incluindo valores extremamente elevados de C-LDL (> 400
mg/dL néo tratados), xantomas tendinosos ou cutaneos e pre-
senca de DCVA prematura em idade jovem (2:9),

As variantes identificadas nos individuos com FH podem ser
classificadas em dois tipos, com base na atividade do recetor
de LDL: alelo nulo ou alelo defeituoso. As variantes de alelo
nulo correspondem a uma perda total de funcédo (<10% de ati-
vidade), enquanto as variantes de alelo defeituoso implicam
uma perda parcial de funcéo (10-70% de atividade) (3.10). A
determinacdo da atividade do recetor é realizada através de
ensaios funcionais especificos que avaliam o ciclo do recetor
das LDL, na forma da sua expressao, e ligagao e internaliza-
cao das particulas de LDL (5.11),

A FH homozigoética pode apresentar-se em trés combinacoes
possiveis de alelos; defeituoso/defeituoso, defeituoso/nulo ou
nulo/nulo. Os tipos de variantes estao associados a diferentes
graus de hipercolesterolemia, com as variantes de alelo nulo
a resultarem em fendtipos mais graves, enquanto as variantes
de alelo defeituoso estdo geralmente associadas a um fendti-
po mais moderado, sendo por esta razao essencial a identifi-
cacdo dos alelos nos individuos com FH homozigética (6:12).

Ao contrério da forma heterozigotica, que € muito comum (1
em 300), a forma homozigbtica € mais rara (1 em 400.000)
(13,14) A'identificacao destes individuos nos primeiros anos
de vida é muito importante, pois permite a implementacao
de medidas terapéuticas desde cedo, de modo a travar a

progressdo da aterosclerose e reduzindo, assim, 0 risco
de doenca cardiovascular aterosclerética (3:6.15.16) A espe-
ranca e qualidade de vida de pessoas com FH homozigdtica
melhorou significativamente nos Gltimos 30 anos (9), devido
ao desenvolvimento de diversos farmacos que atuam na via
do recetor das LDL (estatinas, inibidores de absorcéo intes-
tinal e inibidores de PCSK9 (iPCSK9)) que, em conjunto, per-
mitem uma reducédo de C-LDL de cerca de 60% (3:17). Mais
recentemente, foram aprovados novos farmacos especificos
para a FH homozigotica, sendo que, em Portugal, esta apro-
vado apenas o inibidor de ANGPTL3 (IANGPTL3), que reduz
o LDL por uma via independente do recetor de LDL. Este far-
maco é particularmente importante para os homozigotos de
alelo nulo/nulo, uma vez que estes ndo respondem a farma-
cos dependentes da via do recetor das LDL. A LDL aférese
é um tratamento fundamental nos individuos com FH homo-
zigdtica, utilizado em combinagao com outras terapéuticas.
Existem, no entanto, limitagdes relativamente ao seu uso,
como a acessibilidade, a invasibilidade e duracao do proce-
dimento, que impactam a qualidade de vida das pessoas.

_Objetivo

Neste trabalho, pretende-se analisar os casos identificados
geneticamente com FH homozigotica, referenciados ao Estudo
Portugués de Hipercolesterolemia Familiar entre 1999 e 2023.

_Material e métodos

O Estudo Portugués de Hipercolesterolemia Familiar é
um projeto de investigacao, coordenado pelo INSA desde
1999, gratuito para os seus participantes e instituicoes de
saude colaboradoras (18). No momento da referenciagéo,
foi realizado um perfil bioguimico com determinacao de
colesterol total (CT), C-LDL direto, colesterol HDL (C-HDL) e
triglicéridos (TG), por métodos enzimaticos colorimétricos e
imunoturbidimétricos.

Desde 2017, o estudo molecular ¢ realizado através de um
painel de NGS que inclui 8 genes (LDLR, APOB, PCSKQ,
LDLRAP1, APOE, LIPA, ABCG5 e ABCGS8). Para 0s casos
recebidos entre 1999 e 2016, o estudo molecular incluiu a
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analise dos genes LDLR, APOB (apenas fragmentos de 2

_Resultados
6x0es) & PCSK9, utllizando as metodologias de sequenciagao Até ao final de 2023, foram referenciados 1291 individuos

de Sanger e de MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe com critérios clinicos de FH (casos-index), e confirmados

Ampliiication), para a identificagao de grandes rearranjos no geneticamente com FH homozig6tica 15 individuos. Dois dos

(19) i o . » )
gene LDLA 1%, Todas as variantes encontradas por NGS foram casos com FH homozigdtica foram identificados através do

validadas por sequenciacao de Sanger, e o estudo foi alargado astudo de familiares (método cascade screning).

aos familiares, sempre que possivel, para identificacdo de

. . e . , . Na tabela 1 encontram- racteristi mografi
familiares em risco. A classificacdo das variantes foi realizada a tabela 1 encontram-se as caracteristicas demograficas,

segundo as guidelines do American College of Medical Genetics clinicas e perfil lipidico dos individuos com FH homazigdtica,

. . ~ , im com variantes identifi n n rimari
and Genomics (ACMG), utilizando as recomendacdes do painel assim como as variantes identificadas nos genes primarios

de peritos do Clinical Genome Resource (ClinGen) Familial da FH, o tipo de alelo e as respetivas atividades determinadas

Hypercholesterolemia Variant Curation Expert Panel (FH VCEP) através de estudos funcionais.
para o gene LDLR 5) e as guidelines gerais do ACMG com No total de individuos com FH homozigética, foram identifica-
as respetivas adaptacoes para os restantes genes (20,21) A dos 5 casos com a mesma variante bialélica no gene LDLR (ta-
atividade da proteina foi determinada através de ensaios funcio- bela 1A), 7 casos com diferentes variantes bialélicas no gene
nais, realizados no nosso grupo de investigagdo ou por outros LDLR (tabela 1B), 1 caso com diferentes variantes bialélicas
no gene PCSK9 (tabela 1B), e 2 casos com variantes bialélicas

em genes diferentes (LDLR e APOB) (tabela 1C).

laboratdrios (11:22-24) permitindo classificar as variantes, com
base na atividade do recetor de LDL, em variantes de alelo nulo
e variantes de alelo defeituoso.

Em 2024, foram recolhidos dados de seguimento (follow-up)
para 6 dos individuos com FH homozigoética.

Tabela 1: [ Caracteristicas demogréficas, clinicas e genéticas dos individuos com FH homozigética do Estudo Portugués de FH.

A - Casos com a mesma variante bialélica

Dados demogréaficos Dados clinicos Perfil lipidico (mg/dL) Variantes identificadas

ade DCVA  Xant Classificagdo  Atividade
Sexo  (anode dadepresente . C-iT az,"mas CT C-LDL C-HDL TG  Tratamento | Gene cDNA Proteina o da
referenciagéo) (idade) €ndinosos variante proteina*
Pré - - - - -
55 78 ~ - . [(Val429Leu)]; 15-30%
F ) Nao Nao tpip | ©[1285G>CL | pllval42Leuls | o N
(2000) (?) Em | 299 | 232 47 99 Estatina [1285G>C] [(Val429Leu)] de atividade
Pré | 596 | 512 65 96 -
For 25 42 i ) ' c.[1291G>A]; p.[(Alad31Thr)]; Patoaénioa ~20%
(2006) (vivo) Néo Néo En 870 | 200 | 84 | 84 Estatina + LDLR [1291G>A] [(Ala431Th)] 9 de atividade
ezetimiba
Pré | 345 | 210 51 - - . ; 9
21 35 [(Arg406Trp)]; " 60-65
F 9 N&o Néo LDLR c.[1216C>T]; p-[lArg ol Patogénica o &
(2009) (?) Em 258 186 50 79 Estatina [c.1216C>T] [(Arg406Trp)] de atividade
Pré | 544 460 49 | 175 -
33 35 Angina c.[1027G>A]; p.[(Gly343Ser)]; - 65-70%
F ? Estatina + LDLR Gly343S Patogénica de atividade
(2022) (vivo) (15) Em | 391 | 326 47 105 [1027G>A] [(Gly343Ser)] vi
ezetimiba
Pré - - - -
Estenose R tati X ; [(p.Asp221Tyr)]; 109
M 35 35 ot sim oswastatina + |- ) o1 c[6616>Tl 1 pAPASRZ2ATYOl e <10%
(2023) (vivo) aortica Em 767 | 702 35 161 ezetimiba + [661G>T] [(p-Asp221Tyr)] de atividade
(35) PCSK9 +

LDL aférese

Idade expressa em anos; F, feminino, M, masculino; ?, desconhecido; DCVA, doenca cardiovascular aterosclerdtica; EAM, enfarte do miocéardio; CT, colesterol total;
C-LDL, colesterol LDL; C-HDL, colesterol HDL; TG, triglicéridos; pré, valores pré-tratamento; em, valores em tratamento; iPCSK9, inibidor de PCSK9; *atividade da proteina LDLR com a variante em
comparagdo com uma proteina de atividade normal (wild type); **Casos que correspondem a individuos com informacao de seguimento (follow-up) disponivel.
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B - Casos com diferentes variantes bialélicas

Dados demogra

Idade |
(ano de
referenciacéo) (

36

(2001)

29
(2006)

46
(2011)

61
(2012)

10
(2016)

15
(2018)

39
(2021)

11
(2011)

ficos

dade presente
vivo ou morto)

58
(vivo)

46
(morto)

58

72
(vivo)

18
(vivo)

20
(vivo)

42
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Dados clinicos

DCVA Xantomas
(idade)  tendinosos
Nao Nao
EAM s
(23) a0
Néo Néo
Angina -
Nao
(50)
Néo Néo
Néo Néo
EAM
si
(34) im
Nao Nao

Em

Em

Em

Pré

Em

Em

Pré

Em

49

355

561

346

600

185

587

389

656

470

423

470

175

316

139

C-LDL C-HDL

Perfil lipidico (mg/dL)

TG

435 42 64

280 51 119

515 - -

298 29 84

108 63 36

401 69 67

293 65 122

594 45 70
397 38 70
317 41 323

397 38 70

234 50 58

88 42 55

Tratamento

Rosuvastatina +
ezetimiba

Estatina +
ezetimiba +
LDL aferése

Estatina +
ezetimiba

Estatina +
ezetimiba +
LDL aferése

Estatina

Atorvastatina

Estatina +
ezetimiba +
iPCSK9

Estatina

Gene

LDLR

LDLR

LDLR

LDLR

LDLR

LDLR

LDLR

PCSK9

Variantes identificadas

cDNA

¢.[313+6T>C];

[1291G>A]

c.[631C>G;

[1178delA]

c.[1633G>T];

[1775G>A]

c.[1061-?
_1845+7%del];

[1216C>T]

c.[670G>A];

[1291G>A]

c.[1060+1G>A];

[1585G>C]

c.[1187-34_2140
+43del];

[241C>T]

c.[185C>A];

[1399C>C]

Proteina

p.[LeuB4_Pro105
delinsSer];

[(Ala431Thr)]

p.[(His211Asp)];

[(Lys393Argfs*20)]

p.[(Gly545Trp)];

[(Gly592GIu)]

P71

[(Arg406Trp)]

p.[(Asp224Asn)];

[(Alad31Thr)]

p.[(Gly293_Glu3
32del)];

[(Ala431Thr)]

Pl

[(Arg81Cys)]

p.[(Ala62Asp)];

[(Pro467Ala)]

Classificacao
da
variante

VUS

Patogénica
Patogénica
Patogénica

Patogénica

Patogénica
Patogénica

Patogénica
Patogénica
Patogénica
Patogénica

VUS

Provavelmente
patogénica

Provavelmente
patogénica

Provavelmente
patogénica

Vus

Atividade
da

proteina*

~20%
de atividade
100% expresséo,
~50% ligacao
e internalizagéo

<10%
de atividade

10%
de atividade
51% expressdo,
~40% ligacéo
e internalizac@o
<10%
de atividade

60-65%
de atividade

<10%

de atividade
~20%

de atividade

?
~70%
de atividade
<10%

de atividade

~70%
de atividade

46% expressao
~35% internalizacdo

56% expressao
~35% internalizacdo

F, feminino, M, masculino; ?, desconhecido; DCVA, doenga cardiovascular aterosclerética; EAM, enfarte do miocérdio; CT, colesterol total; C-LDL, colesterol LDL; C-HDL, colesterol HDL; TG, triglicéridos;
pré, valores pré-tratamento; em, valores em tratamento; iPCSK9, inibidor de PCSK9; *atividade da proteina LDLR com a variante (expressao, ligacdo e/ou internalizagdo das particulas de LDL) em comparacao

com uma proteina de atividade normal (wild type), nos ensaios que envolvem variantes no gene PCSK9 é quantificada a expressao do LDLR e a internalizagao das particulas de LDL.

**Casos que correspondem a individuos com informacao de seguimento (follow-up) disponivel; VUS, variante de significado incerto.

C - Casos com diferentes variantes bialélicas em genes diferentes (digénico)

Sexo

Frr

Dados demograficos

Idade |
(ano de
referenciacéo) (

21

(2022)

12
(2022)

dade presente
vivo ou morto)

22
(vivo)

13
(vivo)

Dados clinicos

DCVA Xantomas

(idade) tendinosos
Nao Néo
Nao Nao

Em

CT

465

237

273

180

C-LDL C-HDL

Perfil lipidico (mg/dL)

TG

356 78 149

1562 59 99

195 66 62

119 53 66

Tratamento

Atorvastatina
+ ezetimiba

Atorvastatina

Gene

LDLR

APOB

LDLR

APOB

Variantes identificadas

cDNA

c.1291G>A

c.10580G>A

c.1118G>A

€.13480_
13482del

Proteina

p.(Ala431Thr)

p.(Arg3527Gln)

p.(Alad31Thr)

p.(GIn4494del)

Classificagao
da
variante

Patogénica
Patogénica
Patogénica

Patogénica

F, feminino, M, masculino; DCVA, doenga cardiovascular aterosclerética; EAM, enfarte do miocardio; CT, colesterol total; C-LDL, colesterol LDL; C-HDL, colesterol HDL; TG, triglicéridos;
pré, valores pré-tratamento; em, valores em tratamento; iPCSK9, inibidor de PCSK9; *atividade da proteina LDLR com a variante (expressao, ligagdo e/ou internalizagcdo das particulas de LDL) em comparagdo
com uma proteina de atividade normal (wild type), nos ensaios que envolvem variantes no gene APOB ¢ quantificada a ligagdo e internalizagdo das particulas de LDL.
**Casos que correspondem a individuos com informagao de seguimento (follow-up) disponivel.

Atividade
da
proteina*

~20%
de atividade
~40% LDL ligagao
e internalizacao
64-69% ligacao
e internalizagéo

50-60% ligagao
e internalizacao
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_Discussao

Neste trabalho, foram identificados 15 individuos com
FH homozigoética, a maioria com variantes bialélicas pato-
génicas ou provavelmente patogénicas nos trés genes
da FH (LDLR, APOB ou PCSK9), sendo mais frequente a
presenca de variantes no gene LDLR. Trés das variantes
identificadas (LDLR: ¢.1585G>C/p.(Gly529Arg); PCSKO:
¢.1399C>G/p.(Pro467Ala); LDLR: ¢.313+6T>C) foram clas-
sificadas como variantes de significado incerto (VUS), no
entanto, os estudos funcionais realizados revelaram um
defeito na funcao do recetor das LDL (tabela 1B). Os estu-
dos funcionais realizados em células heterélogas, para
a variante LDLR: ¢.1585G>C/p.(Gly529Arg), resultaram
numa diminuicdo da expressdo do recetor e também da
ligacdo e internalizacdo das particulas de LDL, afetando
assim a atividade do recetor (1), Para a variante PCSK9:
¢.18399C>G/p.(Pro467Ala), foi observada uma reducao na
expressao do recetor e na internalizagcdo das particulas
de LDL em células heterdlogas, bem como, em linfocitos
dos individuos portadores desta variante (24). No caso
da variante LDLR: ¢.313+6T>C, embora a atividade do
recetor ndo tenha sido diretamente avaliada, os estudos
de RNA realizados com o c¢cDNA do individuo portador
desta variante demonstraram a eliminacao do ex@o 3 no
transcrito final (p.Leu64_Pro105delinsSer). Esta alteracao
sugere que a variante resulta na introducao de um codao
stop prematuro, levando a producdo de uma proteina
truncada nao funcional (25).

Dois dos individuos com FH homozigotica descritos neste
trabalho foram identificados através do estudo de familiares.
Estes individuos apresentavam um feno6tipo mais severo,
nao justificado pela presenca de apenas uma variante, o que
levou a realizacdo de um estudo aprofundado dos 3 genes
da FH, permitindo assim identificar uma variante adicional e
confirmando o genotipo de FH homozigética.

A idade média de referenciagdo foi de 29,9+15,3 anos,
sendo que a maioria dos casos identificados sdo adultos
(73%) e do sexo feminino (87%). Cerca de 13% apresenta-
vam xantomas tendinosos, e 36% dos adultos apresenta-

vam, no momento da referenciacdo, doenca cardiovascu-
lar aterosclerotica. No momento da referenciacédo, todos
0S casos estavam em terapéutica com estatina, 50% utili-
zavam uma associagdo de estatina com ezetimiba, 13%
estavam em terapéutica em combinacdo com iPCSK9 e
13% realizavam LDL aférese. Tal como observado noutros
paises, estes individuos estao a ser diagnosticados tardia-
mente (adultos: 36,5+12,5 anos; criancas/adolescentes:
12,0+¢1,9 anos) e, apesar do tratamento implementado,
nao atingem os valores alvo de C-LDL recomendados (<70
mg/dL nos adultos, ou <565 mg/dL na presenca de outros
fatores de risco cardiovascular, e <115 mg/dL nas criangas
e adolescentes) (3:9), o que contribui para a ocorréncia de
aterosclerose prematura (tabela 1).

Relativamente ao tipo de alelo, verificou-se que 5 individuos
possufam uma variante de alelo nulo, que resultam em rece-
tores com uma atividade <10%, e 9 individuos apresentavam
variantes de alelo defeituoso. Um caso foi identificado com
duas variantes de alelo nulo (tabela 1A), sendo este o indivi-
duo com fendtipo mais severo, apresentando C-LDL=702
mg/dL, apesar do tratamento com rosuvastatina, ezetimiba,
LDL aférese e iPCSK9. A presenca de variantes de alelo nulo
tem sido amplamente associada a um fendtipo mais severo
€ a uma menor resposta ao tratamento, uma vez que 0S
tratamentos de primeira e segunda linha (estatina e iPCSK9)
dependem da presenca de atividade residual dos recetores
de LDL (10,11,26-29) para estes casos, esta indicado uma te-
rapéutica com mecanismo de acdo independente do recetor
de LDL (3:30),

Em 2024, foram recolhidos dados de seguimento de 6
individuos com FH homozigdtica (identificados com ** na
tabela): 4 individuos com duas variantes de alelo defeituoso
estdo atualmente em terapéutica combinada com iPCSK9;
e 2 individuos, com pelo menos uma variante de alelo nulo,
encontram-se em terapéutica combinada com iANGPTLS,
incluindo o individuo com o fendtipo mais severo, cujo valor
atual de LDL-C é de 74 mg/dL sob tratamento com rosuvas-
tatina, ezetimiba, iIANGPTL3 e LDL aferése.

44



nstiuto_Nacional de Sadde
Doutor Ricardo Jorge

artigos breves_ n.7

Observagdes_ Boletim Epidemiolégico

nimero

_Conclusoes

A FH homozig6tica encontra-se subdiagnosticada tanto
a nivel mundial como em Portugal, uma vez que, face a
prevaléncia estimada, muitos dos individuos afetados
permanecem por identificar ou sdo diagnosticados tardia-
mente. Em Portugal, estima-se que existam cerca de 25
individuos com FH homozigética, mas apenas 15 foram
identificados ao longo dos 25 anos do Estudo Portugués
de Hipercolesterolemia Familiar.

O diagnostico genético em individuos com suspeita clinica
de FH homozigdtica permite identificar com precisao as
variantes e o0s tipos de alelos presentes, viabilizando uma
abordagem clinica/terapéutica mais personalizada. Além
disso, contribui para a estratificacao do risco cardiovascular
destes individuos e para o rastreio dos seus familiares.

Assim, é essencial que individuos com suspeita clinica de
FH sejam identificados em idade jovem e estudados molecu-
larmente para que seja possivel implementar o tratamento

adequado, visando melhorar o prognéstico da sua condicéo.
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