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_Resumo

A hipercolesterolemia famil iar ( FH ) é uma doença comum do metabolismo 
dos lípidos. Os indivíduos com FH apresentam níveis elevados de coleste-
rol no sangue desde o nascimento, tendo um elevado risco cardiovascular. 
A presença 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 v i t ro, 
demonstrando que afetam a função do recetor das l ipoproteínas de baixa 
densidade ( LDL ). O objetivo deste trabalho é apresentar um resumo de 
todas as variantes caracterizadas funcionalmente no Estudo Português de 
Hipercolesterolemia Famil iar ( EPHF ). Em 980 indivíduos com diagnostico 
cl ínico de FH, 426 casos com suspeita e 554 famil iares, foram encontradas 
157 variantes diferentes no gene LDLR. No EPHF foram desenvolvidos 2 
tipos de estudos funcionais para caracterizar alterações no LDLR. Um total 
de 56 variantes foram já estudadas funcionalmente o que contr ibuiu para 
obter um diagnóstico def initivo para 245 indivíduos. Os estudos funcionais 
permitem aumentar a evidência para a classif icação correta das variantes 
no gene LDLR, inf luenciando assim o diagnóstico, tratamento, bem como 
o prognóstico dos indivíduos com FH. Estes ensaios contr ibuem para um 
diagnóstico mais especial izado e de referência nesta área. 

_Abstract

Fami l ia l  hypercholeste ro lemia (FH) is a common d isorder of l ip id metab-
o l ism. Ind iv idua ls wi th FH are at h igh card iovascu lar r isk due to having 
h igh b lood choleste ro l leve ls f rom bi r th. The presence of a pathogenic 
var iant in the LDLR gene is the main cause of FH, wi th more than 3000 
var iants descr ibed in th is gene wor ldwide. However, on ly 15% of them 
have funct iona l stud ies in v i t ro, showing that they af fect the funct ion of 
the LDL receptor. The a im of th is paper is to present a summary of a l l  
funct iona l ly character ized var iants in the Por tuguese Study of Fami l ia l  
Hypercholeste ro lemia (EPHF ). In 980 ind iv idua ls wi th a c l in ica l d iagno-
s is of FH, 426 index cases and 554 re lat ives, 157 d i f fe rent var iants in 
the LDLR gene were found. In the EPHF, two types of funct iona l stud-
ies were deve loped to character ize a l te rat ions in the LDLR. A tota l of 
56 var iants have been funct iona l ly stud ied, which contr ibuted to obta in 
a def in i t i ve d iagnos is for 245 ind iv idua ls. Funct iona l stud ies a l low to 
increase the ev idence for the cor rect c lass i f icat ion of var iants in the 
LDLR gene, thus inf luenc ing the d iagnos is, t reatment, as we l l  as the 
prognos is of ind iv idua ls wi th FH. These assays contr ibute to a more 
spec ia l i zed and refe rence d iagnos is in th is area.

_Introdução

A Hipercolesterolemia familiar ( FH ) (OMIM 143890 ) é uma 
das doenças mais comuns do metabolismo lipídico (1/300 
indivíduos ) (1), apresenta uma hereditariedade autossómica 
dominante e foi a primeira doença genética do metabolismo 
lipídico a ser caracterizada do ponto de vista molecular (2).
Os doentes com FH apresentam, desde o nascimento, 
concentrações elevadas de colesterol das l ipoproteínas de 
baixa densidade (c-LDL ) na circulação sanguínea, acima 
do percenti l 95 para a idade e sexo, dando origem ao apa-
recimento de doença cardiovascular ( DCV ) prematura, 
nomeadamente enfar te agudo do miocárdio ( EAM ) (2,3).

A FH é diagnosticada com base em cr i tér ios cl ín icos esta-
belecidos (4), no entanto, apenas o diagnóstico genético 
conf irma a suspeita cl ín ica (5). Existem três pr incipais 
genes associados à FH: gene recetor das LDL ( LDLR ), 
responsável por mais de 90% dos casos, gene apol ipo-
proteína B ( APOB ), responsável por 5-8% dos casos e 
gene pró-proteína conver tase subti l is ina /quexina t ipo 9 
( PCSK9 ), responsável 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 

sendo a maioria variantes 
missense. Apesar do número 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 obstáculo de falta de evidência funcional 
para classif icar uma variante, o American Col lege 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 diretr izes para a classif icação geral de variantes gené-
ticas (7). Estas diretr izes contr ibuíram signif icativamente 
para uma maior padronização e consistência na interpre-
tação do efeito das variantes e o seu signif icado cl ínico. 
Contudo, estas diretr izes foram concebidas para abor-
dar todas as doenças Mendelianas, e não especif ica-
mente a FH. Uma vez que eram necessárias adaptações 
especif icas para uma classif icação clara das variantes no 
LDLR, foram publicadas recentemente diretr izes especi-
f icas para a classif icação de variantes neste gene (8). As 
variantes podem ser classif icadas como "patogénicas", 
"provavelmente patogénicas ", " variantes de signif icado 
incer to" ( VUS ), "provavelmente benignas" e " benignas". 
Seguindo estas diretr izes, apenas os indivíduos por tado-
res de variantes patogénicas e provavelmente patogénicas 
podem ter o seu diagnóstico cl ínico conf irmado; os indi-
víduos com VUS precisam de aguardar que se reúna mais 
evidência para comprovar a patogenicidade da variante. 

No entanto, verif icou-se que mesmo com algumas adap-
tações especif icas, 40% das variantes são classif icadas 
como VUS; para estas variantes os estudos funcionais são 
importantes para avaliar qual o impacto destas variantes 
no ciclo do recetor das LDL (6).

O diagnóstico molecular da FH é importante para a obten-
ção de um diagnóstico definitivo e precoce, bem como, 
para a implementação de uma terapêutica efetiva e dire-
cionada para a gravidade do efeito da variante detetada. 
Estas medidas podem levar a uma redução da mortalidade, 
bem como da morbil idade neste grupo de indivíduos (9). 
A implementação generalizada de estudos funcionais, um 
dos mais fortes níveis de evidência para a classif icação de 
variantes, pode contribuir muito para a melhoria do diag-
nóstico da FH, contribuindo desta forma também para a 
prevenção cardiovascular.

O Estudo Por tuguês de Hipercolesterolemia Famil iar teve 
iníc io em 1999 e é coordenado pelo Insti tuto Nacional 
de Saúde Doutor Ricardo Jorge ( INSA ). No âmbito deste 
estudo foi implementado o diagnóstico molecular da FH 
em Por tugal e são desenvolv idos métodos de referência 
na área, de forma a melhorar o diagnóstico da FH em Por-
tugal, bem como, no mundo. 

_Objetivo

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

_Métodos

O diagnostico molecular da FH no INSA, como insti tuto 
de referência, é altamente especial izado e inclui a carac-
ter ização funcional de var iantes nos genes LDLR, APOB 
e PCSK9. Neste trabalho iremos apenas apresentar resul-
tados de estudos funcionais no LDLR. 

Ao longo dos últ imos 35 anos, dois t ipos de ensaios têm 
sido uti l izados para comprovar a patogenicidade das 
var iantes no LDLR, aval iando todo o ciclo do LDLR. O 
pr imeiro método, desenvolv ido por Brown e Goldstein, 
baseia-se na determinação dos níveis de l igação, interna-
l ização e degradação de LDL marcado radioactivamente 
com 125I na porção proteica da LDL e eram inicia lmente 
real izados em f ibroblastos e l infoblastos de indiv íduos 
com FH homozigótica (10,11). Através deste método foi 
possível estudar o efe ito das di ferentes var iantes deteta-
das ao longo do gene LDLR, aval iando as di ferentes fases 
do ciclo do recetor das LDL (2). 

O segundo método, baseado no primeiro, util iza a citome-
tria de f luxo para determinar a taxa de ligação e interna-
lização de LDL marcado com um fluoróforo lipofí l ico ( DiI 
ou FITC ), ou com recurso a anticorpos específ icos para 
o LDLR, marcados secundariamente com fluoróforos, de 
forma a avaliar os níveis de expressão do recetor na super-
fície celular (12,13). Com a util ização deste tipo de marca-
ção é também possível analisar a expressão do recetor por 
microscopia de f luorescência. Vários estudos já demons-
traram que este método é f iável para caracterizar mutações 
no recetor das LDL (13-15), sendo também, mais seguro 
por não util izar radioatividade. Este é o método que tem 
sido desenvolvido no EPHF e que é util izado para estu-
dar as variantes missense no LDLR, através de expressão 
heteróloga in vitro em células CHO ldlA7, sem expressão 

do LDLR ( figura 1a ). O protocolo laboratorial encontra-se 
descrito em artigos do grupo de investigação cardiovas-
cular (13,16).

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

das variantes de interesse. A partir das PMBC é isolado o 
mRNA dos indivíduos e posteriormente sintetizado o cDNA. 
Através da amplif icação do cDNA das zonas de interesse, é 
possível avaliar se a variante altera o correto processamento 
do RNA, afetando assim a proteína. ( figura 1b ). O protoco-
lo laboratorial encontra-se descrito em Bourbon et al. (17).
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de diretr izes para a classif icação geral de variantes gené-
ticas (7). Estas diretr izes contr ibuíram signif icativamente 
para uma maior padronização e consistência na interpre-
tação do efeito das variantes e o seu signif icado cl ínico. 
Contudo, estas diretr izes foram concebidas para abor-
dar todas as doenças Mendelianas, e não especif ica-
mente a FH. Uma vez que eram necessárias adaptações 
especif icas para uma classif icação clara das variantes no 
LDLR, foram publicadas recentemente diretr izes especi-
f icas para a classif icação de variantes neste gene (8). As 
variantes podem ser classif icadas como "patogénicas", 
"provavelmente patogénicas ", " variantes de signif icado 
incer to" ( VUS ), "provavelmente benignas" e " benignas". 
Seguindo estas diretr izes, apenas os indivíduos por tado-
res de variantes patogénicas e provavelmente patogénicas 
podem ter o seu diagnóstico cl ínico conf irmado; os indi-
víduos com VUS precisam de aguardar que se reúna mais 
evidência para comprovar a patogenicidade da variante. 

No entanto, verif icou-se que mesmo com algumas adap-
tações especif icas, 40% das variantes são classif icadas 
como VUS; para estas variantes os estudos funcionais são 
importantes para avaliar qual o impacto destas variantes 
no ciclo do recetor das LDL (6).

O diagnóstico molecular da FH é importante para a obten-
ção de um diagnóstico definitivo e precoce, bem como, 
para a implementação de uma terapêutica efetiva e dire-
cionada para a gravidade do efeito da variante detetada. 
Estas medidas podem levar a uma redução da mortalidade, 
bem como da morbil idade neste grupo de indivíduos (9). 
A implementação generalizada de estudos funcionais, um 
dos mais fortes níveis de evidência para a classif icação de 
variantes, pode contribuir muito para a melhoria do diag-
nóstico da FH, contribuindo desta forma também para a 
prevenção cardiovascular.

O Estudo Por tuguês de Hipercolesterolemia Famil iar teve 
iníc io em 1999 e é coordenado pelo Insti tuto Nacional 
de Saúde Doutor Ricardo Jorge ( INSA ). No âmbito deste 
estudo foi implementado o diagnóstico molecular da FH 
em Por tugal e são desenvolv idos métodos de referência 
na área, de forma a melhorar o diagnóstico da FH em Por-
tugal, bem como, no mundo. 

_Objetivo

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

_Métodos

O diagnostico molecular da FH no INSA, como insti tuto 
de referência, é altamente especial izado e inclui a carac-
ter ização funcional de var iantes nos genes LDLR, APOB 
e PCSK9. Neste trabalho iremos apenas apresentar resul-
tados de estudos funcionais no LDLR. 

Ao longo dos últ imos 35 anos, dois t ipos de ensaios têm 
sido uti l izados para comprovar a patogenicidade das 
var iantes no LDLR, aval iando todo o ciclo do LDLR. O 
pr imeiro método, desenvolv ido por Brown e Goldstein, 
baseia-se na determinação dos níveis de l igação, interna-
l ização e degradação de LDL marcado radioactivamente 
com 125I na porção proteica da LDL e eram inicia lmente 
real izados em f ibroblastos e l infoblastos de indiv íduos 
com FH homozigótica (10,11). Através deste método foi 
possível estudar o efe ito das di ferentes var iantes deteta-
das ao longo do gene LDLR, aval iando as di ferentes fases 
do ciclo do recetor das LDL (2). 

O segundo método, baseado no primeiro, util iza a citome-
tria de f luxo para determinar a taxa de ligação e interna-
lização de LDL marcado com um fluoróforo lipofí l ico ( DiI 
ou FITC ), ou com recurso a anticorpos específ icos para 
o LDLR, marcados secundariamente com fluoróforos, de 
forma a avaliar os níveis de expressão do recetor na super-
fície celular (12,13). Com a util ização deste tipo de marca-
ção é também possível analisar a expressão do recetor por 
microscopia de f luorescência. Vários estudos já demons-
traram que este método é f iável para caracterizar mutações 
no recetor das LDL (13-15), sendo também, mais seguro 
por não util izar radioatividade. Este é o método que tem 
sido desenvolvido no EPHF e que é util izado para estu-
dar as variantes missense no LDLR, através de expressão 
heteróloga in vitro em células CHO ldlA7, sem expressão 

do LDLR ( figura 1a ). O protocolo laboratorial encontra-se 
descrito em artigos do grupo de investigação cardiovas-
cular (13,16).

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

das variantes de interesse. A partir das PMBC é isolado o 
mRNA dos indivíduos e posteriormente sintetizado o cDNA. 
Através da amplif icação do cDNA das zonas de interesse, é 
possível avaliar se a variante altera o correto processamento 
do RNA, afetando assim a proteína. ( figura 1b ). O protoco-
lo laboratorial encontra-se descrito em Bourbon et al. (17).
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do percenti l 95 para a idade e sexo, dando origem ao apa-
recimento de doença cardiovascular ( DCV ) prematura, 
nomeadamente enfar te agudo do miocárdio ( EAM ) (2,3).

A FH é diagnosticada com base em cr i tér ios cl ín icos esta-
belecidos (4), no entanto, apenas o diagnóstico genético 
conf irma a suspeita cl ín ica (5). Existem três pr incipais 
genes associados à FH: gene recetor das LDL ( LDLR ), 
responsável por mais de 90% dos casos, gene apol ipo-
proteína B ( APOB ), responsável por 5-8% dos casos e 
gene pró-proteína conver tase subti l is ina /quexina t ipo 9 
( PCSK9 ), responsável 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 

sendo a maioria variantes 
missense. Apesar do número 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 obstáculo de falta de evidência funcional 
para classif icar uma variante, o American Col lege of Me-
dical Genetics and Genomics e a Association for Molecu-
lar Pathology ( ACMG/AMP) publicou em 2015, um conjunto

de diretr izes para a classif icação geral de variantes gené-
ticas (7). Estas diretr izes contr ibuíram signif icativamente 
para uma maior padronização e consistência na interpre-
tação do efeito das variantes e o seu signif icado cl ínico. 
Contudo, estas diretr izes foram concebidas para abor-
dar todas as doenças Mendelianas, e não especif ica-
mente a FH. Uma vez que eram necessárias adaptações 
especif icas para uma classif icação clara das variantes no 
LDLR, foram publicadas recentemente diretr izes especi-
f icas para a classif icação de variantes neste gene (8). As 
variantes podem ser classif icadas como "patogénicas", 
"provavelmente patogénicas ", " variantes de signif icado 
incer to" ( VUS ), "provavelmente benignas" e " benignas". 
Seguindo estas diretr izes, apenas os indivíduos por tado-
res de variantes patogénicas e provavelmente patogénicas 
podem ter o seu diagnóstico cl ínico conf irmado; os indi-
víduos com VUS precisam de aguardar que se reúna mais 
evidência para comprovar a patogenicidade da variante. 

No entanto, verif icou-se que mesmo com algumas adap-
tações especif icas, 40% das variantes são classif icadas 
como VUS; para estas variantes os estudos funcionais são 
importantes para avaliar qual o impacto destas variantes 
no ciclo do recetor das LDL (6).

O diagnóstico molecular da FH é importante para a obten-
ção de um diagnóstico definitivo e precoce, bem como, 
para a implementação de uma terapêutica efetiva e dire-
cionada para a gravidade do efeito da variante detetada. 
Estas medidas podem levar a uma redução da mortalidade, 
bem como da morbil idade neste grupo de indivíduos (9). 
A implementação generalizada de estudos funcionais, um 
dos mais fortes níveis de evidência para a classif icação de 
variantes, pode contribuir muito para a melhoria do diag-
nóstico da FH, contribuindo desta forma também para a 
prevenção cardiovascular.

O Estudo Por tuguês de Hipercolesterolemia Famil iar teve 
iníc io em 1999 e é coordenado pelo Insti tuto Nacional 
de Saúde Doutor Ricardo Jorge ( INSA ). No âmbito deste 
estudo foi implementado o diagnóstico molecular da FH 
em Por tugal e são desenvolv idos métodos de referência 
na área, de forma a melhorar o diagnóstico da FH em Por-
tugal, bem como, no mundo. 

_Objetivo

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

_Métodos

O diagnostico molecular da FH no INSA, como insti tuto 
de referência, é altamente especial izado e inclui a carac-
ter ização funcional de var iantes nos genes LDLR, APOB 
e PCSK9. Neste trabalho iremos apenas apresentar resul-
tados de estudos funcionais no LDLR. 

Ao longo dos últ imos 35 anos, dois t ipos de ensaios têm 
sido uti l izados para comprovar a patogenicidade das 
var iantes no LDLR, aval iando todo o ciclo do LDLR. O 
pr imeiro método, desenvolv ido por Brown e Goldstein, 
baseia-se na determinação dos níveis de l igação, interna-
l ização e degradação de LDL marcado radioactivamente 
com 125I na porção proteica da LDL e eram inicia lmente 
real izados em f ibroblastos e l infoblastos de indiv íduos 
com FH homozigótica (10,11). Através deste método foi 
possível estudar o efe ito das di ferentes var iantes deteta-
das ao longo do gene LDLR, aval iando as di ferentes fases 
do ciclo do recetor das LDL (2). 

O segundo método, baseado no primeiro, util iza a citome-
tria de f luxo para determinar a taxa de ligação e interna-
lização de LDL marcado com um fluoróforo lipofí l ico ( DiI 
ou FITC ), ou com recurso a anticorpos específ icos para 
o LDLR, marcados secundariamente com fluoróforos, de 
forma a avaliar os níveis de expressão do recetor na super-
fície celular (12,13). Com a util ização deste tipo de marca-
ção é também possível analisar a expressão do recetor por 
microscopia de f luorescência. Vários estudos já demons-
traram que este método é f iável para caracterizar mutações 
no recetor das LDL (13-15), sendo também, mais seguro 
por não util izar radioatividade. Este é o método que tem 
sido desenvolvido no EPHF e que é util izado para estu-
dar as variantes missense no LDLR, através de expressão 
heteróloga in vitro em células CHO ldlA7, sem expressão 
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do LDLR ( figura 1a ). O protocolo laboratorial encontra-se 
descrito em artigos do grupo de investigação cardiovas-
cular (13,16).

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

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

_Resultados e discussão

Até setembro de 2021, foram referenciados ao EPHF 1115 
indivíduos com diagnóstico clínico de FH e 2081 familia-
res. Foram encontradas, em 426 casos índexes e 554 fami-
l iares, 157 variantes no gene LDLR, incluindo 40 varian-
tes nulas, 62 variantes com estudo funcional que afetam 
a função do LDLR e 26 variantes que não afetam o ciclo 
do LDLR. As restantes 29 variantes, incluindo 12 variantes 
classif icadas como VUS, não foram ainda estudadas fun-
cionalmente, estando o seu estudo previsto para o pró-
ximo ano.

Foram caracterizadas funcionalmente, até agosto de 2022, 
um total de 56 variantes no grupo de investigação cardio-
vascular. Com base nesta caracterização funcional, e de 
acordo com as diretr izes da ACMG, foi criada nova evi-
dência cientif ica tendo sido as variantes novamente clas-
sif icadas. Foram reclassif icadas 36 variantes, incluindo 19 
variantes que antes tinham uma classif icação de VUS e 
agora tem uma classif icação def initiva. 

Na figura 2 pode-se ver exemplos de resultados da carac-
terização funcional, tanto para variantes missense ( figura 
2b, 2c, 2d ) como para variantes de spl ic ing ( figura 2e )

Com base nos estudos funcionais no gene LDLR desen-
volv idos no INSA foi possíve l obter um diagnóstico def i-

ni t ivo para 245 indiv íduos, que desta forma têm agora um 
diagnóstico def in i t ivo, o qual deve ser agora incorporado 
nas decisões terapêuticas.

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

Até setembro de 2021, foram referenciados ao EPHF 1115 
indivíduos com diagnóstico clínico de FH e 2081 familia-
res. Foram encontradas, em 426 casos índexes e 554 fami-
l iares, 157 variantes no gene LDLR, incluindo 40 varian-
tes nulas, 62 variantes com estudo funcional que afetam 
a função do LDLR e 26 variantes que não afetam o ciclo 
do LDLR. As restantes 29 variantes, incluindo 12 variantes 
classif icadas como VUS, não foram ainda estudadas fun-
cionalmente, estando o seu estudo previsto para o pró-
ximo ano.

Foram caracterizadas funcionalmente, até agosto de 2022, 
um total de 56 variantes no grupo de investigação cardio-
vascular. Com base nesta caracterização funcional, e de 
acordo com as diretr izes da ACMG, foi criada nova evi-
dência cientif ica tendo sido as variantes novamente clas-
sif icadas. Foram reclassif icadas 36 variantes, incluindo 19 
variantes que antes tinham uma classif icação de VUS e 
agora tem uma classif icação def initiva. 
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Na figura 2 pode-se ver exemplos de resultados da carac-
terização funcional, tanto para variantes missense ( figura 
2b, 2c, 2d ) como para variantes de spl ic ing ( figura 2e )

Com base nos estudos funcionais no gene LDLR desen-
volv idos no INSA foi possíve l obter um diagnóstico def i-

ni t ivo para 245 indiv íduos, que desta forma têm agora um 
diagnóstico def in i t ivo, o qual deve ser agora incorporado 
nas decisões terapêuticas.

Figura 2: Caracterização funcional de variantes no gene LDLR.
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_Conclusão

As var iantes descr i tas no gene LDLR  são heterogéneas, 
quer na população por tuguesa (18 -21), como na popula-
ção mundial (22-28). Das mais de 3000 var iantes repor-
tadas na base de dados Cl inVar, só cerca de 15% foram 
comprovadas por estudos funcionais como causa de FH, 
ou seja, que têm um efe i to deletér io no metabol ismo das 
l ipoproteínas de baixa densidade ( LDL ) afetando o nor-
mal funcionamento do cic lo 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 investigação cardiovascular foram realizados estudos 
funcionas em 56 destas variantes. Com base nesta carac-
terização funcional, e de acordo com as diretrizes da Ame-
rican College of Medical Genetics and Genomics ( ACMG), 
foi criada nova evidência cientif ica, tendo sido as variantes 
novamente classif icadas. Com base na evidência criada, 
foram reclassif icadas 164 variantes, incluindo 98 varian-
tes que antes tinham uma classif icação de " variantes de 
signif icado incerto" ( VUS ). Destas 164 variantes, 74 foram 
encontradas em doentes portugueses e estes estudos con-
tribuíram para um diagnostico definito de 712 doentes.

Uma classi f icação correta das var iantes no gene LDLR, 
inf luenciará o diagnóstico, tratamento, bem como o prog-
nóstico dos indiv íduos com hipercolesterolemia fami l iar 
( FH ). O grupo de investigação cardiovascular é um dos 
poucos a níve l mundial que real iza estes ensaios contr i-
buindo desta forma para um diagnóstico mais especia l i-
zado e de referência nesta área. 

Qualquer que seja o resultado obtido no estudo funcional, 
este é importante para o diagnóstico dos indivíduos com 
diagnóstico de FH, por um lado pode levar ao diagnóstico 
definitivo do doente, por outro se a variante encontrada não 
for a causa de doença, levará ao aconselhamento de uma 
análise mais aprofundada para encontrar a causa genética 
subjacente ao fenótipo da FH.

O número de novas variantes raras reportadas em indiví-
duos com FH continuará a aumentar, quer como resultado 
de uma melhor e mais ampla util ização das novas tecnolo-
gias de sequenciação clínica, quer como resultado de uma 

melhor caracterização das causas de FH. Sem estudos fun-
cionais, a maioria destas variantes será classif icada como 
variante de signif icado incerto e a falta de evidência conti-
nuará a ser uma grande lacuna no diagnóstico da FH. Desta 
forma, o Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge 
contribui com o desenvolvimento de estudos funcionais no 
LDLR, para um melhor diagnóstico da FH em Portugal, bem 
como, a nível mundial uma vez que as variantes encontra-
das em Portugal são, na sua grande maioria, também dete-
tadas em todo o mundo.
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