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_Resumo

A hipercolesterolemia familiar (FH) é uma doenca comum do metabolismo
dos lipidos. Os individuos com FH apresentam niveis elevados de coleste-
rol no sangue desde o nascimento, tendo um elevado risco cardiovascular.
A presenca de uma variante patogénica no gene LDLR é a principal causa
de FH, havendo mundialmente mais de 3000 variantes descritas neste
gene. Contudo, apenas 15% destas apresentam estudos funcionais in vitro,
demonstrando que afetam a func¢é@o do recetor das lipoproteinas de baixa
densidade (LDL). O objetivo deste trabalho é apresentar um resumo de
todas as variantes caracterizadas funcionalmente no Estudo Portugués de
Hipercolesterolemia Familiar (EPHF). Em 980 individuos com diagnostico
clinico de FH, 426 casos com suspeita e 554 familiares, foram encontradas
1567 variantes diferentes no gene LDLR. No EPHF foram desenvolvidos 2
tipos de estudos funcionais para caracterizar alteragdes no LDLR. Um total
de 56 variantes foram j& estudadas funcionalmente o que contribuiu para
obter um diagnostico definitivo para 245 individuos. Os estudos funcionais
permitem aumentar a evidéncia para a classificagao correta das variantes
no gene LDLR, influenciando assim o diagndstico, tratamento, bem como
0 prognostico dos individuos com FH. Estes ensaios contribuem para um
diagndstico mais especializado e de referéncia nesta area.

_Abstract

Familial hypercholesterolemia (FH) is a common disorder of lipid metab-
olism. Individuals with FH are at high cardiovascular risk due to having
high blood cholesterol levels from birth. The presence of a pathogenic
variant in the LDLR gene is the main cause of FH, with more than 3000
variants described in this gene worldwide. However, only 15% of them
have functional studies in vitro, showing that they affect the function of
the LDL receptor. The aim of this paper is to present a summary of all
functionally characterized variants in the Portuguese Study of Familial
Hypercholesterolemia (EPHF). In 980 individuals with a clinical diagno-
sis of FH, 426 index cases and 554 relatives, 157 different variants in
the LDLR gene were found. In the EPHF, two types of functional stud-
ies were developed to characterize alterations in the LDLR. A total of
56 variants have been functionally studied, which contributed to obtain
a definitive diagnosis for 245 individuals. Functional studies allow to
increase the evidence for the correct classification of variants in the
LDLR gene, thus influencing the diagnosis, treatment, as well as the
prognosis of individuals with FH. These assays contribute to a more
specialized and reference diagnosis in this area.

_Introdugéo

A Hipercolesterolemia familiar (FH) (OMIM 143890) é uma
das doengas mais comuns do metabolismo lipidico (1/300
individuos) (1), apresenta uma hereditariedade autossémica
dominante e foi a primeira doenca genética do metabolismo
lipidico a ser caracterizada do ponto de vista molecular (2).
Os doentes com FH apresentam, desde o nascimento,
concentracoes elevadas de colesterol das lipoproteinas de
baixa densidade (c-LDL) na circulacdo sanguinea, acima
do percentil 95 para a idade e sexo, dando origem ao apa-
recimento de doenca cardiovascular (DCV) prematura,
nomeadamente enfarte agudo do miocérdio (EAM) (2:3),

A FH é diagnosticada com base em critérios clinicos esta-
belecidos (4), no entanto, apenas o diagnéstico genético
confirma a suspeita clinica (). Existem trés principais
genes associados a FH: gene recetor das LDL (LDLR),
responsavel por mais de 90% dos casos, gene apolipo-
proteina B (APOB), responsavel por 5-8% dos casos e
gene pré-proteina convertase subtilisina/quexina tipo 9
(PCSK9), responsavel por cerca de 1% dos casos (5).

Até agosto de 2022, foram descritas mais de 3000 varian-
tes no gene LDLR na base de dados da ClinVar (https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/), sendo a maioria variantes
missense. Apesar do numero elevado de variantes reporta-
das, cerca de 85% necessitam de estudos funcionais para
avaliar qual o impacto no ciclo do recetor das LDL (6). Para
ultrapassar este obstaculo de falta de evidéncia funcional
para classificar uma variante, o American College of Me-
dical Genetics and Genomics e a Association for Molecu-
lar Pathology (ACMG/AMP) publicou em 2015, um conjunto
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de diretrizes para a classificacao geral de variantes gené-
ticas (7). Estas diretrizes contribuiram significativamente
para uma maior padronizacao e consisténcia na interpre-
tacdo do efeito das variantes e o seu significado clinico.
Contudo, estas diretrizes foram concebidas para abor-
dar todas as doencas Mendelianas, e nédo especifica-
mente a FH. Uma vez que eram necessarias adaptacdes
especificas para uma classificacdo clara das variantes no
LDLR, foram publicadas recentemente diretrizes especi-
ficas para a classificacdo de variantes neste gene (8). As
variantes podem ser classificadas como "patogénicas’,
"provavelmente patogénicas", "variantes de significado
incerto" (VUS), "provavelmente benignas" e "benignas".
Seguindo estas diretrizes, apenas os individuos portado-
res de variantes patogénicas e provavelmente patogénicas
podem ter o seu diagnostico clinico confirmado; os indi-
viduos com VUS precisam de aguardar que se relina mais
evidéncia para comprovar a patogenicidade da variante.

No entanto, verificou-se que mesmo com algumas adap-
tacoes especificas, 40% das variantes sao classificadas
como VUS; para estas variantes os estudos funcionais sao
importantes para avaliar qual o impacto destas variantes
no ciclo do recetor das LDL (6).

O diagndstico molecular da FH é importante para a obten-
cao de um diagnostico definitivo e precoce, bem como,
para a implementacao de uma terapéutica efetiva e dire-
cionada para a gravidade do efeito da variante detetada.
Estas medidas podem levar a uma reducao da mortalidade,
bem como da morbilidade neste grupo de individuos ().
A implementagao generalizada de estudos funcionais, um
dos mais fortes niveis de evidéncia para a classificagao de
variantes, pode contribuir muito para a melhoria do diag-
nostico da FH, contribuindo desta forma também para a
prevencao cardiovascular.

O Estudo Portugués de Hipercolesterolemia Familiar teve
infcio em 1999 e é coordenado pelo Instituto Nacional
de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA). No &mbito deste
estudo foi implementado o diagnéstico molecular da FH
em Portugal e sédo desenvolvidos métodos de referéncia
na area, de forma a melhorar o diagnéstico da FH em Por-
tugal, bem como, no mundo.
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_Objetivo

O objetivo deste trabalho é apresentar um resumo de todas
as variantes caracterizadas no ambito do Estudo Portugués
de Hipercolesterolemia Familiar, descrevendo os diferentes
tipos de ensaios funcionas que podem ser realizados no
ciclo do recetor das lipoproteinas de baixa densidade.

_Métodos

O diagnostico molecular da FH no INSA, como instituto
de referéncia, é altamente especializado e inclui a carac-
terizagdo funcional de variantes nos genes LDLR, APOB
e PCSK9. Neste trabalho iremos apenas apresentar resul-
tados de estudos funcionais no LDLR.

Ao longo dos ultimos 35 anos, dois tipos de ensaios tém
sido utilizados para comprovar a patogenicidade das
variantes no LDLR, avaliando todo o ciclo do LDLR. O
primeiro método, desenvolvido por Brown e Goldstein,
baseia-se na determinacao dos niveis de ligagao, interna-
lizagdo e degradagdo de LDL marcado radioactivamente
com 1251 na porgao proteica da LDL e eram inicialmente
realizados em fibroblastos e linfoblastos de individuos
com FH homozigética (10.11) Através deste método foi
possivel estudar o efeito das diferentes variantes deteta-
das ao longo do gene LDLR, avaliando as diferentes fases
do ciclo do recetor das LDL (2),

O segundo método, baseado no primeiro, utiliza a citome-
tria de fluxo para determinar a taxa de ligacao e interna-
lizacdo de LDL marcado com um fluoréforo lipofilico (Dil
ou FITC), ou com recurso a anticorpos especificos para
o LDLR, marcados secundariamente com fluoréforos, de
forma a avaliar os niveis de expressao do recetor na super-
ficie celular (12.13), Com a utilizagao deste tipo de marca-
cao é também possivel analisar a expressao do recetor por
microscopia de fluorescéncia. Varios estudos ja demons-
traram que este método € fidvel para caracterizar mutacoes
no recetor das LDL (13-15) sendo também, mais seguro
por n&o utilizar radioatividade. Este ¢ o método que tem
sido desenvolvido no EPHF e que é utilizado para estu-
dar as variantes missense no LDLR, através de expressao
heter6loga in vitro em células CHO IdIA7, sem expressao
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do LDLR (figura 1a). O protocolo laboratorial encontra-se

descrito em artigos do grupo de investigagao cardiovas-
cular (13,16),

Para o estudo de variantes de splicing no LDLR, o grupo
de investigacao cardiovascular (17) desenvolveu uma meto-
dologia, através do isolamento de células mononucleares
de sangue periférico (PMBC) dos individuos portadores das

das variantes de interesse. A partir das PMBC é isolado o
mRNA dos individuos e posteriormente sintetizado o cDNA.
Através da amplificacdo do cDNA das zonas de interesse, €
possivel avaliar se a variante altera o correto processamento
do RNA, afetando assim a proteina. (figura 1b). O protoco-
lo laboratorial encontra-se descrito em Bourbon et al. (17),

Figura 1: [ Estudos funcionais realizados no EPHF no gene LDLR. A) estudos funcionais
para a caracterizacao de variantes missense; B) estudos funcionais para a
caracterizacdo de variantes de splicing.
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_Resultados e discussao

Até setembro de 2021, foram referenciados ao EPHF 1115
individuos com diagnéstico clinico de FH e 2081 familia-
res. Foram encontradas, em 426 casos indexes e 554 fami-
liares, 157 variantes no gene LDLR, incluindo 40 varian-
tes nulas, 62 variantes com estudo funcional que afetam
a funcdo do LDLR e 26 variantes que nao afetam o ciclo
do LDLR. As restantes 29 variantes, incluindo 12 variantes
classificadas como VUS, nao foram ainda estudadas fun-
cionalmente, estando o seu estudo previsto para o pro-
ximo ano.

B) Linfocitos

Avaliacdo qualitativa de
alteracoes de splicing, a partir

do mRNA dos individuos
portadores destas variantes

RT-PCR }

Sequenciacdo
Sanger

Foram caracterizadas funcionalmente, até agosto de 2022,
um total de 56 variantes no grupo de investigacédo cardio-
vascular. Com base nesta caracterizagdo funcional, e de
acordo com as diretrizes da ACMG, foi criada nova evi-
déncia cientifica tendo sido as variantes novamente clas-
sificadas. Foram reclassificadas 36 variantes, incluindo 19
variantes que antes tinham uma classificacdao de VUS e
agora tem uma classificacao definitiva.



nsttuto_Nacional de Satde

Doutor Ricardo Jorge

Observages_ Boletim Epidemiolégico

O

artigos breves_ n.2

Na figura 2 pode-se ver exemplos de resultados da carac- nitivo para 245 individuos, que desta forma tém agora um
terizacdo funcional, tanto para variantes missense (figura

2b, 2c¢, 2d) como para variantes de splicing (figura 2e)

diagnostico definitivo, o qual deve ser agora incorporado
nas decisOes terapéuticas.

Com base nos estudos funcionais no gene LDLR desen-
volvidos no INSA foi possivel obter um diagnostico defi-

Figura 2: [ Caracterizacao funcional de variantes no gene LDLR.
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(a) ciclo do LDLR; (b) resultado do ensaio de expressao do LDLR em células CHO-IdIA7 transfetadas com diferentes variantes do LDLR (seta laranja no ciclo);
(c) resulta do ensaio de ligacao de diferentes variantes no LDLR, transfetadas em células CHO-IdIA7 (seta verde no ciclo); (d) resultado ensaio de internali-
zacao de diferentes variantes de LDLR transfetadas em células CHO-IdIA7 (seta azul no ciclo); (e) Estudo funcional de um caso-index (Cl) com a variante
€.818-3C>G. Na parte esquerda, encontra-se a sequéncia nucleotida de parte do fragmento amplificado do cDNA do Cl onde se verificou a retencao de 2
nucleotidos do intréo 5 que leva a introducao de um codao de terminacdo prematuro. Na parte direita, encontra-se a representacao esquematica da loca-

lizacdo dos primers utilizados e os 2 fragmentos obtidos.
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_Conclusao

As variantes descritas no gene LDLR sao heterogéneas,
quer na populagdo portuguesa (18-21), como na popula-
cdo mundial (22-28) Das mais de 3000 variantes repor-
tadas na base de dados ClinVar, s6 cerca de 15% foram
comprovadas por estudos funcionais como causa de FH,
ou seja, que tém um efeito deletério no metabolismo das
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) afetando o nor-
mal funcionamento do ciclo do recetor das LDL (6,:29),

Até agosto de 2022, foram caracterizadas funcionalmente
220 variantes no gene LDLR em todo o mundo. No grupo
de investigacdo cardiovascular foram realizados estudos
funcionas em 56 destas variantes. Com base nesta carac-
terizacdo funcional, e de acordo com as diretrizes da Ame-
rican College of Medical Genetics and Genomics (ACMG),
foi criada nova evidéncia cientifica, tendo sido as variantes
novamente classificadas. Com base na evidéncia criada,
foram reclassificadas 164 variantes, incluindo 98 varian-
tes que antes tinham uma classificacao de "variantes de
significado incerto" (VUS). Destas 164 variantes, 74 foram
encontradas em doentes portugueses e estes estudos con-
tribufram para um diagnostico definito de 712 doentes.

Uma classificacdo correta das variantes no gene LDLR,
influenciara o diagnéstico, tratamento, bem como o prog-
néstico dos individuos com hipercolesterolemia familiar
(FH). O grupo de investigacdo cardiovascular é um dos
poucos a nivel mundial que realiza estes ensaios contri-
buindo desta forma para um diagnoéstico mais especiali-
zado e de referéncia nesta area.

Qualquer que seja o resultado obtido no estudo funcional,
este é importante para o diagnostico dos individuos com
diagndstico de FH, por um lado pode levar ao diagnostico
definitivo do doente, por outro se a variante encontrada nao
for a causa de doencga, levara ao aconselhamento de uma
anélise mais aprofundada para encontrar a causa genética
subjacente ao fenotipo da FH.

O numero de novas variantes raras reportadas em indivi-
duos com FH continuara a aumentar, quer como resultado
de uma melhor e mais ampla utilizacdo das novas tecnolo-
gias de sequenciagéo clinica, quer como resultado de uma
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melhor caracterizagdo das causas de FH. Sem estudos fun-
cionais, a maioria destas variantes sera classificada como
variante de significado incerto e a falta de evidéncia conti-
nuara a ser uma grande lacuna no diagnéstico da FH. Desta
forma, o Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge
contribui com o desenvolvimento de estudos funcionais no
LDLR, para um melhor diagnéstico da FH em Portugal, bem
como, a nivel mundial uma vez que as variantes encontra-
das em Portugal sé&o, na sua grande maioria, também dete-
tadas em todo o mundo.
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