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_Resumo

A Hipercolesterolemia Familiar (FH) é uma condicdo genética comum
do metabolismo dos lipidos, que se encontra subdiagnosticada. Exis-
tem trés genes primarios associados a FH (LDLR, APOB e P(CSK9) e 5
genes fenocdpias (LDLRAPT, LIPA, ABCG5, ABCG8 e APOE), que con-
ferem um fendtipo semelhante a FH. Neste trabalho pretende-se
apresentar a relacao fendtipo-gendtipo dos individuos com critérios
clinicos de FH referenciados ao Estudo Portugués de Hipercolestero-
lemia Familiar. Até ao fim de 2021 foram estudados molecularmente
1005 individuos com critérios clinicos de FH. Destes, foram confir-
mados geneticamente com FH (FH positivos), 417 casos-index (408
heterozigotos e 9 homozigotos). Com os estudos familiares identifica-
ram-se adicionalmente 581 heterozigotos e 2 homozigotos. De entre
0s FH positivos, 0s casos-index com variantes de alelo nulo apresen-
tam um fendtipo mais severo do que 0s casos-index com variantes de
alelo defeituoso. Cerca de 1% dos casos-index foram diagnosticados
com outras causas monogénicas. Dos FH negativos, 34% apresenta
hiper-Lp(a), 18% tem uma hipercolesterolemia de causa poligénica e
1% possui uma variante patogénica em heterozigotia nos genes feno-
copias da FH. As diferentes causas genéticas contribuem para uma
variedade de fendtipos que requerem diferentes formas de gestao da
doenca, terapias especificas e tém implicacoes na estratificacao do
risco cardiovascular e no rastreio dos familiares, sendo por esta razao
essencial que seja identificada a etiologia da hipercolesterolemia o
mais precocemente possivel para melhorar o prognéstico dos indivi-
duos com FH.

_Abstract

Familial Hypercholesterolemia (FH) is @ common genetic condition
of lipid metabolism that is underdiagnosed. There are three primary
genes associated with FH (LDLR, APOB and PCSK9) and 5 phenocopy
genes (LDLRAP1, LIPA, ABCG5, ABCG8 and APOE), which confer a phe-
notype FH-like. In this work, we present the phenotype - genotype
characterization of individuals with clinical criteria of FH referred
to the Portuguese FH Study. Until the end of 2021, 1005 individuals
with clinical diagnosis of FH were molecularly studied. Of these, 417
index cases (408 heterozygotes and 9 homozygotes) were geneti-
cally confirmed with FH (FH positive). Cascade screening also identi-

fied 581 heterozygotes and 2 homozygotes. Among the FH positives,
the index cases with null allele variants show a more severe pheno-
type than the index cases with defective allele variants. About 1% of
the index cases were diagnosed with other monogenic causes. Of the
FH negatives, 34% have hyper-Lp(a), 18% have a polygenic hyper-
cholesterolemia and 1% have a pathogenic variant in heterozygosity
in a FH phenocopy genes. The different genetic causes contribute to a
variety of phenotypes that require different forms of disease mana-
gement, specific therapies and have implications for cardiovascular
risk stratification and family screening. Therefore, it is essential that
the etiology of hypercholesterolemia is identified as early as possi-
ble to improve the prognosis of individuals with FH.

_Introducdo

A Hipercolesterolemia Familiar (FH) é uma condicdo
genética do metabolismo dos lipidos associada a um
elevado risco cardiovascular (1). £ uma das condicoes
genéticas mais comuns com uma prevaléncia de 1:300
na populacao em geral e uma prevaléncia ainda maior
entre os doentes com doenca cardiovascular (DCV) (2).

0 diagndstico clinico de FH é realizado sequndo crité-
rios especificos, no entanto, apenas o estudo molecular
pode estabelecer, ou confirmar, um diagndéstico defini-
tivo de FH (3).

Existem trés genes primarios associados a FH: LDLR,
APOB e PCSK9 (4). As variantes no gene LDLR podem
ser divididas, relativamente a atividade do recetor das
LDL, em variantes de alelo nulo e variantes de alelo
defeituoso, quando existe, respetivamente, uma perda
total de funcao (<2% de atividade) ou apenas parcial
(2-80% de atividade) (5).
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No entanto, e apesar dos avancos tecnoldgicos no diag-
nostico genético, a FH encontra-se subdiagnosticada na
maioria dos paises e é diagnosticada tardiamente, em
média aos 46 anos de idade (1.6). Apenas 40-60% dos
individuos diagnosticados clinicamente sao identifica-
dos com uma variante patogénica num dos 3 genes pri-
marios da FH (3), sendo provavel que os restantes indi-
viduos possam ter outra causa genética, monogénica
ou poligénica, que contribua para os seus niveis eleva-
dos de colesterol LDL (c-LDL).

A tecnologia de sequenciacdo de nova geracao (NGS)
permite uma pesquisa rdpida de variantes em diver-
sos genes em simultaneo. Para o diagndstico gené-
tico da FH recomenda-se a utilizacao de um painel de
genes que contenha os 3 genes primarios da FH, e adi-
cionalmente 5 genes fenocopias da FH (LDLRAPT, LIPA,
ACBG5, ABCG8 e APOE). 0s genes fenocopias da FH
estao relacionados com condicoes que conferem um
fendtipo de hipercolesterolemia semelhante 8 FH (3).
A hiper-Lp(a) também tem sido referenciada como uma
fenocopia da FH, mas por enquanto a sua caracteriza-
50 é apenas bioquimica (7-10).

_Objetivos

Neste trabalho pretende-se apresentar a relacao feno-
tipo-genotipo dos individuos com critérios clinicos de
hipercolesterolemia familiar referenciados ao Estudo
Portugués de Hipercolesterolemia Familiar entre 1999
e 2021.

_Material e métodos

O Estudo Portugués de Hipercolesterolemia Familiar é
um projeto de investigacdo, coordenado pelo Instituto
Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge desde 1999,
gratuito para os seus participantes e instituicdes de
satde colaboradoras (Bourbon and Rato, 2006; Bour-
bon et al., 2008). No DPS-INSA foi realizado um perfil
bioquimico com determinacao de colesterol total (CT),
c-LDL direto, colesterol HDL (c-HDL), triglicéridos (TG),
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apolipoproteina A1 (apoA1), apolipoproteina B (apoB), e
lipoproteina(a) (Lp(a)), por métodos enzimaticos colori-
métricos e imunoturbidimeétricos.

Desde 2017, o estudo molecular é realizado através de
um painel de NGS que contém 8 genes (LDLR, APOB,
PCSK9, LDLRAP1, APOE, LIPA, ABCG5 e ABCGS). Para os
casos recebidos entre 1999 e 2016, o estudo molecular
envolveu o estudo dos genes LDLR, APOB (apenas frag-
mentos de 2 exdes) e PCSK9, através das metodologias
de sequenciacao de Sanger e de MLPA (Multiplex Liga-
tion-dependent Probe Amplification), para determina-
cs0 de grandes delecoes no gene LOLR (1), Em alguns
casos selecionados foi realizada uma re-sequenciacao
por painel de NGS. Todas as variantes encontradas por
NGS foram validadas por sequenciacao de Sanger, e 0
estudo foi alargados aos familiares, sempre que possi-
vel, para identificacdo de familiares em risco e para a
andlise da co-segregacao de variantes. A classificacao
das variantes foi realizada utilizando as recomenda-
coes do painel de peritos do Clinical Genome Resource
(ClinGen) Familial Hypercholesterolemia Variant Cura-
tion Expert Panel (FH VCEP) para o gene LOLR (12) e do
American College of Medical Genetics and Genomics
(ACMG) (13) para os restantes genes.

_Resultados

Até ao fim de 2021 foram estudados 1005 individuos
com critérios clinicos de FH (casos-index). Destes,
foram confirmados geneticamente com FH, 417 casos-
-index: 408 heterozigotos e 9 homozigotos (3 homozi-
gotos verdadeiros e 6 heterozigotos compostos), que
apresentam variantes patogénicas ou provavelmente
patogénicas nos 3 genes primarios da FH (FH positi-
vos). Nos FH heterozigotos, 94% (n=381) foram identi-
ficados com variantes no gene [DLR, e em menor fre-
quéncia com variantes nos genes APOB (n=22; 5%) e
PCSK9 (n=6; 1%). Adicionalmente, em 2% dos casos-
-index (n=24) foi identificada uma variante de signifi-
cado incerto (VUS) no gene LDLR.
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Nos individuos com variantes patogénicas ou provavel-
mente patogénicas no gene LDLR, 53% (n=203) apre-
sentam variantes de alelo defeituoso, 33% (n=127)
possuem variantes de alelo nulo, e 0s restantes 14%
apresentam variantes cujo tipo de alelo nao é possi-
vel de determinar devido s falta de estudos funcio-
nais. Tanto na coorte de criancas como na coorte de
adultos verificou-se uma associacao, estatisticamen-
te significativa, de niveis de ¢-LDL mais elevados em
individuos com variantes de alelo nulo quando com-
parados com individuos com variantes de alelo de-
feituoso (criancas: 231.9+49.4 vs. 209.2+51.3 mg/dL,
p=0.001; adultos: 290.4£96.2 vs. 257.2+94.7 mg/dL,
p=0.022).

0 estudo de familiares realizado nas 417 familias com
FH permitiu a identificacdo de mais 583 individuos:
581 FH heterozigotos e 2 homozigotos (1 heterozigoto
composto e uma dupla heterozigotia nos genes LDLR-
-APOB).

Outras causas de hipercolesterolemia monogénica,
como deficiéncia de lipase acida lisossomal (LALD),
sitosterolemia, analbuminemia congénita e disbetali-
poproteinemia, foram identificadas em 7 casos-index
da presente coorte (grafico 1A).

Os restantes casos-index (n=557), em que nao foi
identificada qualquer variante patogénica ou provavel-
mente patogénica nos genes primarios da FH, cons-
tituem o grupo de FH negativos que correspondem a
56% da coorte.

Na tabela 1 encontram-se as caracteristicas demogra-
ficas, clinicas e perfil lipidico da coorte portuguesa (ca-
sos-index), separada em FH positivos e FH negativos.
Para esta andlise foram excluidos os casos-index porta-
dores de VUS no gene [DLR e com outras causas mono-
génicas.

Um terco dos individuos FH negativos (31%) apresenta
niveis de Lp(a) acima de 50 mg/dl (125 nmol/L), 16%

possuem uma maior probabilidade de ter uma hiper-
colesterolemia de causa poligénica e 2% possui uma

variante patogénica em heterozigotia nos genes ABCGS,
ABCG8 ou APOE. Adicionalmente, 9% foram identifi-
cados com VUS nos genes APOB e PCSK9 e outros 5%
possuem VUS, em heterozigotia, nos genes ABCG5,
ABCGS, APOE e LIPA. Nao foram identificadas variantes
raras no gene LDLRAPT. Nos restantes individuos (34%)
a causa para a sua hipercolesterolemia permanece des-
conhecida (gréfico 1B).

Os portadores de variantes nos genes ABCG5/8 pos-
suem niveis de cLDL estatisticamente mais baixos
comparando com individuos com FH, que foi obser-
vado tanto no grupo de criancas (175.8+25.8 mg/dL
vs. 217.1+49.7 mg/dL, p<0.001), como no grupo de
adultos (223,8+67,6 mg/dL vs. 268,2+96,6 mg/dL,
p=0.025).

No grupo dos adultos, a presenca de DCV apresentou-
-se estatisticamente mais elevada nos individuos com
hiper-Lp(a) comparando com individuos com niveis
normais de Lp(a) (28,5% vs. 16,3%, p<0,001). A pre-
senca de DCV manteve-se estatisticamente mais ele-
vada nos FH negativos com hiper-Lp(a) (27,3% vs.
16,7%, p=0,038) e nos FH positivos com hiper-Lp(a)
(31,5% vs. 13,6%, p=0,005) comparando com indivi-
duos com niveis normais de Lp(a).
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Tabela 1: [ Caracteristicas demogréficas, clinicas e perfil lipidico da coorte do Estudo Portugués de FH.

Coorte pedidtrica Coorte adulta
(n=426) (n=579)
Total FH positivos FH negativos P-value Total FH positivos FH negativos P-value
N (%) - 193 (47,3) 215 (52,7) - - 213 (38,2) 344 (61,8) -
Masculino
9 @) 191 (44,8) 97 (50,3) 87 (40,5) 0,058 251 (43,4) 86 (40,4) 155 (45,1) 0,292
0
Idade 10,2+3,7 10,2+3,8 10,2+3,6 0,796 45,0+13,9 43,3+14,9 46,0£13,1 0,014
IMC 19,6+4,0 19,2+4,0 20,0+4,2 0,045 26,0+4,4 26,1+4,7 26,0+4,2 0,587
Presenca de DCVi prematura
0 (0) - - - 106 (18,3) 36 (16,9) 62 (18) 0,819
N (%)
Idade do 1° evento (anos) 0 (0) = = = 43,9+9,2 42,8+9,8 44,3+8,2 0,431
Xantomas tendinosos
2 (0,5) 1(0,5) 0 (0) = 30 (5,2) 21 (9,9) 7(2) <0,001*
N (%)
Terapéutica hipolipemiante
M) 113 (26,5) 64 (69,6) 42 (51,2) 0,019* 443 (91,7) 166 (94,3) 261 (89,7) 0,090
0
Com perfil lipidicot
N 379 181 198 = 499 191 308 =
CT (mg/dL) 260,5+53,8 279,5+47,1 238,0+41,6 0,000¢ 305,5+81,3 334,5¢91,3 284,5+64,8 <0,001*
c¢LDL (mg/dL) 191,3+£57,4 217,1+49,7 162,1+38,8 0,000" 232,4+86,8 268,2+96,6 206,8+66,8 <0,001"
c¢-HDL (mg/dL) 55,3+15,3 51,1+12,4 59,2+16,9 <0,001" 55,3+17,0 54,7+14,3 55,9+17,1 0,253
1G (mg/dL) 87,5£46,2 77,3£35,1 95,1+49,7 <0,001* 136,8+73,7 121,4+79,4 146,6£69,4 <0,001"
apoB (mg/dL) 116,9+33,7 127,3£28,3 104,5%26,3 <0,001" 131,2£46,9 149,7+52,4 118,3+38,4 <0,001"
apoA1 (mg/dL) 143,9+29,9 133,4+22,2 153,6+30,7 <0,001" 154,8+35,1 147,6+34,8 160,2+34,7 <0,001"
apoB/apoAl (mg/dL) 0,85+0,33 0,98+0,29 0,71%0,26 0,000* 0,90+0,44 1,08+0,52 0,78+0,34 <0,001*
Lp(a) (mg/dL) 49,9581 40,6+42,8 57,2+64,9 0,084 54,1£57,7 54,2455,3 53,7+60,2 0,347
hiper-Lp(a)¥
134 (34,0) 46 (25,4) 83 (41,9) <0,001* 193 (37,2) 73 (38,2) 110 (35,7) 0,319

N (%)

0s dados sao expressos em média + desvio padrdo, salvo indicacdo em contrdrio.

FH, Hipercolesterolemia Familiar; DCV, doenca cardiovascular; CT, colesterol total; c¢-LDL, colesterol LDL; ¢-HDL, colesterol HDL; TG, triglicéridos;
apoB, apolipoproteina B; apoAl, apolipoproteina A1; Lp(a), lipoproteina (a)

£ DCV definido se ocorreu algum dos eventos: angina, enfarte do miocardio, angioplastia corondria transluminal percutanea ou cirurgia de
revascularizacdo do miocadrdio; DCV prematura indica se o0 evento ocorreu <55 anos de idade nos homens e <65 anos de idade nas mulheres.

T Perfil lipidico determinado no INSA no momento da entrada no Estudo portugués de FH. Em caso de auséncia de valores nao tratados, foram
aplicados fatores de correcdo de 0,8 e 0,7 aos valores TC ou ¢-LDL, respetivamente, para os individuos em tratamento 2),

¥ hiper-Lp(a) definido para valores de Lp(a) >50mg/dl ou >125nmol/L.

* p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo entre FH positivos versus FH negativos.
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Grafico 1:

Caracterizacdo genética dos individuos do Estudo Portugués de Hipercolesterolemia Familiar com critérios

clinicos de FH: (A) frequéncia por total de casos-index (B) frequéncia por total de FH negativos.

[A) Total de casos-index

Outras causas
monogenicas
1%

Hiper Lp(a)
18%

FH Hmz/Htz Comp
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FH Htz
41%
Score poligénico
9%
\ Variantes patogeénicas
Htz ABCG5/8 ou APOE
1%
VUS Htz genes
VUS LDLR

fenocopias
4%
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desconhecidas
18%
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VUS APOB ou PCSK9
5%

(B) Total de FH negativos

Causas
desconhecidas
33%

Hiper Lp(a)
31%

VUS APOB ou PCSK9
9%
VUS Htz genes
fenocdpias
7%
Variantes patogenicas
Htz ABCG5/8 ou APOE
2%

\

Score poligénico
18%

FH Hmz - individuos homozigotos verdadeiros; Htz Comp - heterozigotos compostos; VUS - variantes de significado incerto.

_Discussao

A FH foi geneticamente confirmada em 42% dos casos-
-index com diagndstico clinico de FH (incluindo 1% em
homozigotia) referenciados ao Estudo Portugués de Hi-
percolesterolemia Familiar, por apresentarem variantes
patogénicas ou provavelmente patogénicas nos genes
primarios da FH. No entanto, existe ainda uma pequena
fracao de casos-index onde foi identificada uma varian-
te de significado incerto (VUS) nos genes [DLR, APOB
ou PCSK9, havendo a necessidade de realizar estudos
funcionais para confirmar o efeito da variante na ativi-
dade do recetor e verificar se a sua classificacao altera
para patogénica ou provavelmente patogénica.

A maior parte dos FH heterozigotos (94%) possui uma
variante patogénica ou provavelmente patogénica no
gene [DLR. Tanto na coorte de criancas como na coorte
de adultos, verificou-se que individuos com variantes
de alelo nulo apresentavam niveis mais elevados de
¢-LDL quando comparados com individuos com varian-
tes de alelo defeituoso. Esta associacao de variantes
de alelo nulo a um fendtipo mais severo jd havia sido

reportada anteriormente noutros estudos (5,14-16) e
foi também associada a uma menor resposta ao trata-
mento (17,18).

Tal como observado noutros paises (19721) em mais de
metade dos casos-index da nossa coorte nao foi iden-
tificada uma variante patogénica ou provavelmente
patogénica nos genes primarios (FH negativos). Estes
FH negativos apresentam um fendtipo menos severo
com niveis de CT, c-LDL, apoB e apoB/apoAl, em mé-
dia, mais baixos quando comparados com 0s casos-in-
dex confirmados geneticamente com FH (FH positivos)
(tabela 1). Estas diferencas foram observadas tanto na
coorte pedidtrica como na coorte de adultos.

Os dados apresentados sugerem que a presenca de
variantes raras nos genes fenocépias da FH tem um
impacto nos niveis de c¢-LDL, levando a um fenotipo
de hipercolesterolemia grave. Estudos recentes reve-
laram que os individuos portadores de variantes em
heterozigotia nos genes ABCG5/ABCG8 apresentam
niveis de ¢-LDL mais elevados que o geral da popula-
cdo, mas inferiores aos dos individuos com FH hetero-
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zigotica, tal como observado neste trabalho.. Por isso
3 presenca de variantes patogénicas nestes genes tem

sido amplamente associada ao fenotipo de FH (22-24),

Embora os valores médios de Lp(a) sejam semelhantes
entre individuos FH positivos e FH negativos, a frequén-
cia de individuos com hiper-Lp(a) foi estatisticamente
mais elevada (p=0,035) nos FH negativos, mantendo-se
mais elevada na coorte pedidtrica. Um estudo recente
realizado numa grande coorte de criancas com suspeita
de FH observou resultados semelhantes (25). A presen-
ca de DCV nos adultos com hiper-Lp(a) foi estatistica-
mente mais elevada (p<0,001) quando comparada com
adultos com niveis normais de Lp(a). Mesmo estratifi-
cando os resultados com base na presenca ou auséncia
de variantes patogénicas nos genes primarios de FH, a
prevaléncia de DCV permanece estatisticamente mais
elevada nos individuos com hiper-Lp(a) quando compa-
rados com individuos com niveis normais de Lp(a). Isto
significa que a Lp(a) elevada poderd ser também um
modelador importante do fendtipo de FH, contribuindo
para o agravamento do mesmo e para o aumento do
risco de doenca corondria prematura (26,27).

Observamos ainda que a hiper-Lp(a) pode ser a causa
do fendtipo de hipercolesterolemia num elevado
numero de FH negativos, especialmente nas criancas,
reforcando a importancia de quantificar a Lp(a) em
todos os individuos com diagnostico clinico de FH, de
modo a esclarecer a causa do seu fendtipo e identifi-

car aqueles em maior risco.
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_Conclusdes

Atualmente, o diagndstico bioquimico e genético de
individuos com suspeita clinica de hipercolesterolemia
familiar (FH) permite identificar diferentes causas para
a hipercolesterolemia grave, apresentada por estes
individuos, tornando possivel uma medicina cada vez
mais personalizada na FH.

As diferentes causas contribuem para uma variedade
de fenotipos que requerem a aplicacdo de diferentes
abordagens, quer na gestao da doenca e da aplicacao
de terapias especificas, como tem também implica-
cdes na estratificacao do risco e no rastreio dos fami-

liares.

Por esta razao, é essencial que os individuos com sus-
peita clinica de FH sejam identificados, e selecionados
para estudo molecular, 0 mais precocemente possivel
para melhorar o progndéstico da sua condicdo.
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