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_Resumo

A sindrome de quilomicronemia familiar (FCS) é uma doenca rara, com
hereditariedade recessiva, envolvendo o metabolismo das lipoproteinas.
Carateriza-se por um aumento acentuado dos triglicéridos (TGs) e quilo-
micras no plasma. Os doentes apresentam plasma lipémico, pancreatite
recorrente, xantomas eruptivos, hepatoesplenomegalia e lipemia reti-
niana. O presente estudo tem como objetivo a caraterizagdo molecular
de individuos com quadro clinico de FCS. Até a data foram referenciados
a este estudo 26 individuos com diagnéstico clinico de FCS. O estudo
inclui uma analise biogquimica do perfil lipidico e uma analise molecular
dos 5 genes envolvidos. Foi possivel identificar uma possivel causa
genética para a doenga em 8/17 casos index que apresentam variantes
potencialmente patogénicas nos genes LPL, APOC2 e LMF1. Em 7 doen-
tes s6 foi identificada uma variante genética em heterozigotia no gene
LPL e APOA5, desconhecendo-se qual o seu impacto no metabolismo
da LPL. Dois doentes tém estudo genético negativo e 9 ainda se encon-
tram em estudo. Os doentes com FCS devem ser identificados o mais
precocemente possivel, a fim de minimizar ou prevenir os efeitos nefas-
tos desta condigao. Nas situagdes em que temos diagnoéstico molecular,
este permite um diagnéstico preciso e uma melhor gestdo das morbilida-
des, contribuindo para uma melhoria do prognostico.

_Abstract

Familial chylomicronemia syndrome (FCS) is a rare recessive disorder,
involving lipoprotein metabolism. It is characterized by a severe increase
in plasma triglycerides (TGs) and chylomicrons. Patients have lipemic
plasma, recurrent pancreatitis, eruptive xanthomas, hepatosplenomegaly
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and retinal lipemia. The aim of the present study is the molecular charac-
terization of individuals with a clinical diagnosis of FCS. To date, 26 indivi-
duals with a clinical diagnosis of FCS have been referred to this study. The
study includes a biochemical analysis of the lipid profile and a molecular
analysis of the 5 genes involved. A possible genetic cause for the disease
was identified in 8/17 index cases that present potentially pathogenic
variants in LPL, APOC2 and LMF1 genes. In 7 patients, only one genetic
variant in heterozygosity was identified in LPL and APOAS genes, and
its impact on LPL metabolism is unknown. Two patients have a negative
genetic study and 9 are still under study. FCS patients should be identified
as early as possible in order to minimize or prevent the harmful effects
of this condition. In situations where we have a molecular diagnosis, this
allows for a correct diagnosis and better management of morbidities, con-
tributing to an improvement in the prognosis.

_Introdugéo

A sindrome de quilomicronemia familiar (FCS) é uma doenca
rara, com hereditariedade recessiva, envolvendo o metabo-
lismo das lipoproteinas (1). Carateriza-se por um aumento
acentuado dos triglicéridos (TGs) e quilomicras no plasma.
Os doentes apresentam plasma lipémico, pancreatite recor-

rente, xantomas eruptivos, hepatoesplenomegalia e lipemia
retiniana (2). A pancreatite induzida por niveis muito eleva-
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dos de TGs esta associada a uma evolugao clinica grave
e a pior prognostico do que 0s com outras causas ) por
este motivo, é importante identificar-se a etiologia da hiper-
trigliceridemia, de modo a efetuar-se o diagndstico correto
0 mais precocemente possivel e a iniciar-se o tratamento
adequado.

A FCS é geralmente causada por mutacdes bialélicas no
gene LPL, que codifica a lipoproteina lipase, ou menos fre-
guentemente nos genes que codificam para a apolipopro-
teina C2 (APOC2), apolipoproteina A5 (APOA5), fator de
maturacao da lipase (LMFT) ou a proteina-1 de ligacao ao
HDL com ancora GPI (GPIHBP1), que codificam cofatores
da LPL ou para proteinas de interacao (2).

A prevaléncia da FCS é desconhecida, contudo a prevaléncia
da deficiéncia em LPL e APOC?2 foi estimada em 1:1 000 000
(http://www.orpha.net/).

_Objetivo

O presente estudo tem como objetivo a caraterizacao
molecular de individuos com quadro clinico de sindrome
de quilomicronemia familiar (FCS). Nesta publicacdo sdo
apresentados os casos de FCS ja estudados bem como os
que se encontram, até agosto de 2020, ainda em estudo
no Departamento de Promocéo da Saude e Prevencao de
Doencas néao Transmissiveis (DPS), do Instituto Nacional de
Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA).

_Métodos

Critérios de inclusdo

Os critérios clinicos estabelecidos para incluséo no estudo
da FCS sao: i) triglicéridos acima de 800 mg/dL, ii) idade
inferior a 40 anos, iii) exclusdo de causas secundarias de
hipertrigliceridemia (como outros disturbios metabdlicos
ou consumo excessivo de alcool) e iv) a presenca de pelo
menos uma das seguintes situagdes:

a) Resisténcia a restricao lipidica na dieta associada a
terapia hipolipemiante;

b) Presencga de quilomicras e/ou VLDL no plasma;
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¢) Histéria clinica de pelo menos um episddio de pancre-
atite nos ultimos 10 anos;

d) Presenca de xantomas eruptivos e/ou lipemia retiniana
e/ou hepatoesplenomegalia.

No entanto, optamos por incluir também no estudo doentes
com idade inferior a 65 anos de idade, com valores de TGs
acima de 600 mg/dL, sem critérios de exclusdo devidos a
causas secundarias de hipertigliceridemia (referidas acima) e
que apresentassem resisténcia ao tratamento. Esta clausula
foi estabelecida para melhor caraterizar o perfil de doentes
portugueses com o diagnostico clinico de FCS.

Estudo bioquimico

No ambito deste estudo, o perfil lipidico de cada caso index,
incluindo marcadores da rotina da quimica clinica (colesterol
total (CT), colesterol LDL (LDL-C), colesterol HDL (HDL-C) e
TGs, ApoAl, ApoB e Lp(a)) e outros marcadores mais espe-
cificos (ApoA2, ApoC2, ApoC3, ApoE e sdLDL), sao analisa-
dos no DPS, INSA. O perfil lipidico béasico é determinado
COMm recurso a ensaios comerciais num equipamento auto-
mético, modelo COBAS Integra 400 Plus (Roche). O perfil
lipidico mais especifico é determinado também por ensaios
comerciais, mas no equipamento Dayotna (Randox). O dose-
amento destes parametros especificos encontra-se em tran-
si¢ao para 0 COBAS Integra 400 Plus (Roche).

Estudo molecular

Os genes LPL, APOC2, LMF1, APOA5 e GPIHBP1 sao
sequenciados por Sequenciacdo de Nova Geragao (NGS)
com um painel de genes alvo no DPS, INSA. Nos casos refe-
renciados ao DPS, INSA ha mais tempo, apenas 0s genes
LPL e APOC2 foram estudados por PCR e sequenciagéo de
Sanger, e 0s casos negativos por esta metodologia encon-
tram-se de momento a ser sequenciados por NGS. Todas as
alteracoes encontradas por NGS sé&o posteriormente confir-
madas por sequenciacao de Sanger.

O estudo dos familiares é realizado sempre que possivel.
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_Resultados

Até agosto de 2020, este estudo incluiu 26 individuos com
diagnéstico clinico de FCS (tabela 1). Em 8 doentes foiiden-
tificada uma causa genética para a doenga (figura 1):

o 3 s&0 homozigotos para variantes no gene LPL, sendo
2 .[644G>A];[644G>A]/ p.[(Gly215GIu)];[(Gly215GlIu)] e
1 ¢.[701C>T];[701C>T)/ p.[(Pro234Leu)];[(Pro234Leu);

o0 3 s&0 heterozigotos compostos para o gene LPL
(c.[644G>A];[1030A>G]/p.[(Gly215GIu)];[(Ser286Gly)];
C.[644G>A];[953A>G]/ p.[(Gly215GIu)];[(Asn318Ser)] e
¢.[590G>AJ;[1030A>G]/ p.[(Arg197His)];[(Ser286Gly)]);

o 1 é homozigoto para a variante (c.[175T>G];[1756T>G]/
p.[(Tyr87Asp)];[(Tyr37Asp)]) no gene APOC2;

o 1 é homozigoto para a variante ¢.[725A>T];[725A>T]
p.[Tyr242Phe];[Tyr242Phe] no gene LMF1.

Em 7 doentes com um fendtipo grave e concentracdo de TGs
superior a 700 mg/dL, incluindo 2 que manifestaram pancre-
atite recorrente, so foi possivel identificar uma variante em
heterozigotia nos genes LPL e APOAS (tabela 1 e figura 1).
Cinco variantes no gene LPL j& foram descritas em doentes
com FCS em homozigotia ou heterozigotia composta (3-8),
sendo que apenas a variante ¢.1030A>G/p.(Ser286Gly) nao
foi descrita anteriormente. As variantes nos genes LMFT,
APOA5 e APOC2, nao foram descritas anteriormente.

N&o foram encontradas variantes nos 5 genes associados
a FCS em 2 doentes com fendtipo clinico de FCS e 9
casos ainda se encontram em estudo para os genes LMFT,
GPIHBP1 e APOAS.

Figura 1: ] Resumo dos individuos estudados com diagndstico de sindrome de
quilomicronemia familiar (FCS).
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Tabela 1: Carateristicas clinicas dos casos index em estudo.

Valores lipidicos (mg/dL)

na referenciagéo ao Valores lipidicos (mg/dL) determinados no INSA
estudo
ID Idade Pancreatite Ttrat.l Diagnéstico molecular Ref.
CT LDL HDL TGs Lp(a) ApoAl ApoB ApoA2 ApoC2 ApoC3 ApoE sdLDL il
45 419 * " 1095 = 8,0 1450 99,0 403 10,0 13,9 41 38,6 Nao Nao Gene APOA5: ¢.995_998delACAG/ Este
p.(Asp332Valfs*5) estudo
I 33 204 70 34 616 | 150 140,0 77,0 | 351 11,8 25,1 8,7 35,3 Nao Estatina/ Gene LPL: ¢.953A>G 4
fibratos /p.(Asn318Ser)
1] 47 790 * 20 2140 8,0 146,0 1470 251 29,5 37,2 12,0 52,4 Néo Nao Gene LMF1: c.[725A>T];[725A>T] Este
p.[Tyr242Phe];[Tyr242Phe estudo
% 13 148 13 19 923 | 21,0 | 98,0 | 580 255 0,1 33,6 17,7 10,3 Nao Nao Gene APOC2: Este
c.[175T>G];[175T>G]/ estudo
p.[(Tyr37Asp)l;[(Tyr37Asp)]
v 39 231 * 25 757 | 14,0 1540 31,0 | 275 4,9 7,3 3,5 9,8 Nao Néo Gene LPL: c.[644G>A];[953A>G]/ 3,4
p.[(Gly215Glu)];[(Asn318Ser)]
\ 26 753 97 32 7801 13,0 | 1050 82,0 - o - - o Nao Estatina/ Em estudo
fibratos
Vil 58 301 175 43 787 53,6 1410 | 795 - e - e e N&o Estatina/ Gene LPL: ¢.953A>G/ 4
fibratos p.(Asn318Ser)
Vil 14 139 * 8 1156 8,0 75,0 30,0 14,9 3,2 12,9 6,0 10,9 Sim Nao Gene LPL: c.[644G>A];[ 1030A>G]/ 3
p.[(Gly215Glu)];[(Ser286Gly)]
IX <1 497 * 19 5262 <8 18,0 | 240,0 " - o o - N&o Nao Em estudo
X 1 320 * 30 3615 18,0 82,0 43,0 122 6,9 8,1 8,0 6,9 Nao Fibratos Gene LPL: ¢.[590G>A];[ 1030A>G]/ 7
p.[(Arg197His)];[(Ser286Gly)]
Xl 34 114¥ | 19¥ 12¥ | 686Y 80 77,0 42,0 247 3,1 8,5 2,5 15,1 Sim Estatina/ Gene LPL: c.[644G>A];[644G>A]/ 3
fibratos p.[(Gly215Glu)];[(Gly215Glu)]
X 43 299 97 45 864 9,0 214,0 116,0 42,6 24,8 54,3 16,6 31,6 Sim Fibratos Em estudo
XM 31 858 * * 4371 12,0 | 120,0 63,0 33,6 8,3 7,9 3,4 12,8 Sim Fibratos Gene LPL: ¢.836T>G 6
/p.(Leu279Arg)
XIV 57 575 382 * 737 31,0 142,0 65,0 o = ** ” o ? Fibratos Em estudo
XV 61 296 62 43 1352 | 48,0 | 139,0 155,0 o o - - o ? Estatina/ Em estudo
fibratos
XVI 11 292 42 52 2093 39,0 93,0 64,0 21,2 71 10,0 4,6 19,7 Sim Estatina/ Gene LPL: ¢.644G>A]/p.(Gly215Glu) 3
fibratos
XVII 64 640 * 20 3260 1,8 | 123,0 97,0 21,7 18,7 25,0 8,0 31,1 N&o Nao Em estudo
XVIII 32 1282 * 40 6221 9,9 | 108,0 180,0 44,8 29,5 35,4 16,0 59,0 Sim Nao Em estudo
XIX 37 293 * 33 2542 79,9 1124 86,3 43,6 24,7 54,3 34,8 18,6 ? Nao Em estudo
XX 43 315 * * 1110 - o o o - o o - ? Estatina/ Em estudo
fibratos
XXI 52 116¥  47¥ 27¥ | 365¥ e 116,0 = 66,0 o = * A e Néo Estatina/ Estudo negativo
fibratos
XX <1 1208 * " 24129 | ** " - o - " - o Nao Nao Gene LPL: c.[644G>A];[644G>A]/ 3
p.[(Gly215Glu)];[(Gly215Glu)]
XX 40 127 7 6 1824 o “ - o - o - o Sim Estatina/ Gene LPL: ¢.[701C>T];[701C>T]/ 8
fibratos p.[(Pro234Leu)];[(Pro234Leu)]
XXIV 44 272 * 85 737 o o - o - o - o Nao Estatina/ Gene LPL: ¢.953A>G 4
fibratos /p.(Asn318Ser)
XXV 1 192 * 19 1158 o - - o - - - o Nao Nao Gene APOA5: ¢.995_998delACAG/ Este
p.(Asp332Valfs*5) estudo
XXVI 17 354 39 22 4283 e * * * * * * e Sim Nao Estudo negativo

Idade (anos); CT - colesterol total (mg/dL); LDL - lipoproteina de baixa densidade (mg/dL); HDL - lipoproteina de alta densidade (mg/dL); TG - triglicéridos (mg/dL); * Valor impossivel de
determinar através de calculo; ** Nao foi possivel determinar o valor durante o estudo; ? sem informacgao; ¥ valores em tratamento; INSA - Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo
Jorge; trat - tratamento; ref - referéncia.

Em negrito estao assinalados os doentes que sdo homozigotos (homozigoto verdadeiro ou heterozigoto composto). Os valores recomendados pelas Sociedades Cientificas internacionais
e pelo National Cholesterol Education Program guidelines (2019) para o perfil lipidico sdo: CT <200 mg/dL; LDL <130 mg/dL; HDL >40 mg/dL e TGs <150 mg/dL; ApoA1>120mg/dL; ApoB
<90 mg/dL; Lp(a) <560 mg/dL.

No que se refere aos marcadores do perfil lipidico mais especificos os valores recomendados pelo fabricante (Randox, www.randox.com) sdo: ApoA2 entre 25,1 e 34,5 mg/dL; ApoC2
entre 1,6 e 4,2 mg/dL; ApoC3 entre 5,5 e 9,56 mg/dL, ApoE entre 2,7 e 4,5 mg/dL e sdLDL< 35mg/dL.
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_Discusséo

Foi possivel identificar uma causa para a doenga em 8/17
casos index com o estudo dos 5 genes completo. Em outros
7 doentes s6 foi identificada uma variante genética em hete-
rozigotia, desconhecendo-se qual 0 seu impacto no metabo-
lismo da LPL. Para clarificar estas situacdes iremos proceder
ao estudo enzimético da LPL nestes individuos, para verificar
qual o nivel de atividade enzimatica residual (?). A possibili-
dade de variantes em heterozigotia em genes associados a
doencas recessivas serem a causa do fenotipo tem sido des-
crita para outras patologias. Os estudos de atividade enzima-
tica da LPL poderdo contribuir para esta discusséo. Destes 7
doentes, 2 ja tiveram pancreatite e apresentam valores muito
altos de TGs, sendo casos muito sugestivos de FCS, mas
gue a genética ndo consegue, até a data, explicar.

Uma vez que foi encontrada uma altera¢do ainda nao des-
critano gene LMF1, iremos desenvolver estudos funcionais
para investigar qual o efeito desta variante no metabolismo
da LPL (19.11) |4 procurar-se caraterizar a variante no
descrita encontrada em homozigotia no gene APOC2 e a
variante nao descrita encontrada em heterozigotia no gene
LPL pelo estudo da atividade enzimatica da LPL nos doen-
tes portadores das mesmas.

Os doentes com feno6tipo clinico de FCS, mas sem uma muta-
cao causal identificada, deverdo continuar em estudo até se
encontrar a causa da hipertrigliceridemia. E possivel que nes-
tes doentes estejam envolvidas variantes em genes que ainda
nao foram relacionados com a patologia.

_Concluséo

Os doentes com FCS devem ser identificados o mais preco-
cemente possivel, a fim de minimizar ou prevenir os efeitos
nefastos desta condigdo. Nas situacdes em que temos diag-
nostico molecular, este permite um diagndstico preciso e
uma melhor gestdo das morbilidades, contribuindo para uma
melhoria do progndstico.

O estudo genético é importante, embora o estado atual do
conhecimento ainda ndo nos permita caraterizar 100% dos
casos de FCS. A investigacao nesta area é essencial pois
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provavelmente havera mais genes envolvidos na génese da
FCS e a sua identificacao permitira caraterizar mais doentes,
compreender melhor a patologia e desenvolver estratégias
terapéuticas adequadas.

Agradecimentos e financiamento:

Aos técnicos a exercer ou que ja exerceram funcoes na Unidade de
Diagndstico e Referéncia do DPS, INSA a realizagao do estudo bio-
quimico (TSDT Suza Almeida, TSDT Guida Duarte, TS Margarida Vaz
e TSS Marta Alvim). A investigadora Maria Luis Cardoso a revisdo do
manuscrito.

O estudo da FCS encontra-se presentemente financiado pela Akcea
Therapeutics (2020-2021), o que permitira o estudo de um maior nu-
mero de doentes nestes anos.

Referéncias bibliograficas:

(1) Burnett J, Hooper A, Hegele R. Familial Lipoprotein Lipase Deficiency. In: Adam
MP, Ardinger HH, Pagon RA, et al.(eds). GeneReviews® [Internet]. Seattle (WA):
University of Washington, Seattle; 1993-2020.
https://www.ncbi.nim.nih.gov/books/NBK1308/

(2) Moulin P, Dufour R, Averna M, et al. Identification and diagnosis of patients with
familial chylomicronaemia syndrome (FCS): expert panel recommendations and
proposal of an “FCS score.” Atherosclerosis. 2018;275:265-272.
https://doi.org/10.1016/j.atherosclerosis.2018.06.814

(3) Reina M, Brunzell J, Deeb S. Molecular basis of familial chylomicronemia:
mutations in the lipoprotein lipase and apolipoprotein C-1I genes. J Lipid Res.
1992;33(12):1823-32. https://www.jlr.org/content/33/12/1823.long

(4) Zhang H, Henderson H, Gagne SE, et al. Common sequence variants of lipoprotein
lipase: standardized studies of in vitro expression and catalytic function. Biochim
Biophys Acta. 1996;1302(2):159-66. https://doi.org/10.1016/0005-2760(96)00059-8

(5) Surendran RP, Visser ME, Heemelaar S, et al. Mutations in LPL, APOC2, APOA5,
GPIHBP1 and LMF1 in patients with severe hypertriglyceridaemia. J Intern Med.
2012;272(2):185-196. https://doi.org/10.1111/].1365-2796.2012.02516.x

(6) Chan L, Mak Y, Tomlinson B, et al. Compound heterozygosity of Leu252Val and
Leu252Arg causing lipoprotein lipase deficiency in a Chinese patient with hyper-
triglyceridemia. Eur J Clin Invest. 2000;30(1):33-40.
https://doi.org/10.1046/}.1365-2362.2000.00587.x

(7) Wright WT, Young IS, Nicholls DP, et al. Genetic screening of the LPL gene in hyper-
triglyceridaemic patients. Atherosclerosis. 2008;199(1):187-192.
https://doi.org/10.1016/j.atherosclerosis.2007.10.029

(8) Ma, Henderson HE, Monsalve M V., et al. A mutation in the human lipoprotein li-
pase gene as the most common cause of familial chylomicronemia in french cana-
dians. N Engl J Med. 1991;324(25):1761-1766.
https://doi.org/10.1056/NEJM199106203242502

(9) Woollett LA, Beitz DC, Hood RL, et al. An enzymatic assay for activity of lipoprotein
lipase. Anal Biochem. 1984;143(1):25-29.
https://doi.org/10.1016/0003-2697(84)90552-9

(10) Surendran RP, Visser ME, Heemelaar S, et al. Mutations in LPL, APOC2, APOA5,
GPIHBP1 and LMF1 in patients with severe hypertriglyceridaemia. J Intern Med.
2012;272(2):185-196. https://doi.org/10.1111/j.1365-2796.2012.02516.x

(11) Wu MJ, Wolska A, Roberts BS, et al. Coexpression of novel furin-resistant LPL va-
riants with lipase maturation factor 1 enhances LPL secretion and activity. J Lipid
Res. 2018;59(12):2456-2465. https://doi.org/10.1194/jIr.D086793



