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_Resumo

A hipercolesterolemia familiar (FH) é a patologia monogénica mais comum 

e caracteriza-se por valores muito elevados de colesterol em circulação, 

levando à sua deposição nas artérias e causando aterosclerose prematura. 

Indivíduos com FH têm variantes patogénicas, principalmente no gene 

LDLR (>90%), mas também nos genes APOB e PCSK9, genes estes muito 

importantes no metabolismo lipídico. O diagnóstico genético é o diagnóstico 

definitivo, mas existem atualmente mais de 3500 variantes diferentes no 

LDLR listadas na ClinVar, e no início deste trabalho, 565 apresentavam 

classificações conflituosas de patogenicidade, não permitindo assim 

confirmar o diagnóstico clínico nos indivíduos portadores destas variantes. 

Neste trabalho apresentamos o progresso da classificação de variantes no 

LDLR pelo FH Variant Curation Expert Panel (VCEP) do Clinical Genome 

Resource (ClinGen), segundo a recomendação publicada pelo mesmo grupo 

para classificação de variantes no gene LDLR.

No processo de classificação das variantes no gene LDLR, laboratórios 

associados enviam dados internos de casos índex com a variante em 

estudo, que são colocados no Variant Curation Interface e complementados 

com evidências publicadas em artigos científicos e outros dados obtidos 

de outras bases de dados como descrito na recomendação. Cada variante 

é avaliada por um biocurador sénior ou dois juniores e aprovada por três 

revisores antes de ser publicada oficialmente na ClinVar.

Atualmente avaliámos 531 variantes no gene LDLR. O FH VCEP classificou 

5% destas variantes como benignas/provavelmente benignas, 39% como 

patogénicas/provavelmente patogénicas, 48% como variantes de significado 

incerto, 1% como conflituosas e 7% estão ainda em avaliação. As 

classificações definitivas aumentaram de 34% para 44%, e as classificações 

conflituosas diminuíram de 56% para 1%.

O trabalho do FH VCEP visa melhorar o diagnóstico genético da FH, para o 

qual a classificação correta das variantes no LDLR é de extrema importância. 

As recomendações do FH VCEP diminuem significativamente as classificações 

conflituosas, melhorando o diagnóstico da FH no mundo inteiro.

_Abstract

Famil ial hypercholesterolemia (FH) is the most common monogenic 

disorder and is characterized by very high levels of circulating cholesterol, 

leading to its deposition in ar ter ies and causing premature atherosclerosis. 

Individuals with FH have pathogenic variants, mainly in LDLR gene (>90%), 

but also in APOB and PCSK9 genes, which are highly impor tant genes in 

l ipid metabolism. Genetic diagnosis is the def inite diagnosis, but there are 

currently over 3500 different variants in LDLR listed in ClinVar and, at the 

beginning of this work, 565 had conflicting classifications of pathogenicity, 

thus not confirming the clinical diagnosis in individuals carrying these 

variants. In this work, we present the progress of LDLR variant classification 

by the Clinical Genome Resource’s (ClinGen) FH Variant Curation Expert 

Panel (VCEP), according to the LDLR consensus variant classification 

recommendations published by said group.

In the process of classifying LDLR variants, associated labs send internal 

data on index cases with the variants under study, which is uploaded into 

the Variant Curation Interface (VCI) and supplemented by evidence published 

in literature and data obtained from other databases, as described in the 

recommendations. Each variant is assessed by one senior or two junior 

biocurators and approved by three reviewers before being officially published 

to ClinVar.

We have currently evaluated 531 LDLR variants. FH VCEP classif ied 5% of 

the variants as benign/l ikely benign, 39% as pathogenic/l ikely pathogenic, 

48% as variants of uncertain signif icance, 1% as confl icting and 7% are sti l l 

under evaluation. Definite classif ications increased from 34% to 44%, and 

confl icting classif ications decreased from 56% to 1%.

Efforts of the FH VCEP aim to improve FH genetic diagnosis, for which the 

correct LDLR variant classification is of utmost importance. FH VCEP’s 

recommendations significantly decrease conflicting classifications, improving 

the diagnosis of FH worldwide. 

_Introdução

Com a incorporação de tecnologias de sequenciação massi-

va no diagnóstico genético, o número de variantes potencial-

mente causadoras de doença aumentou signif icativamente 

nos últimos anos. No entanto, a identif icação de uma varian-

te genética num gene associado ao diagnostico clínico do 

indivíduo em estudo não é o passo f inal no diagnóstico gené-

tico desse indivíduo, uma vez que nem todas as variantes 

raras identif icadas são causadoras de doença (1). O ênfase é 

agora colocado na correta interpretação da patogenicidade 

de cada variante identif icada, e na rapidez com que se consi-
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ga aval iar o signif icado cl ínico desse grande número de va-

r iantes. 

Deste modo, em 2015, a American College of Medical Gene-

tics and Genomics (ACMG) e a Association for Molecular 

Pathology (AMP) publicaram recomendações para a classif i-

cação da patogenicidade de variantes genéticas associadas 

a patologias com padrão Mendeliano (2). Os dados usados 

para avaliar a sua patogenicidade incluem o tipo de variante, 

a sua frequência populacional, se foi estudada funcionalmen-

te, predição in sil ico do impacto da variante ao nível de RNA 

ou proteína, co-segregação da variante com o fenótipo em 

famílias, e análise do fenótipo de casos índex. Todas estas in-

formações são utilizadas num algoritmo com diferentes níveis 

de evidência resultando numa classif icação final da variante 

em 5 classes possíveis: patogénica, provavelmente patogéni-

ca, benigna, provavelmente benigna e variantes de signif ica-

do incerto (VUS). Estas recomendações foram elaboradas 

de maneira a poderem ser aplicadas a todos os tipos de pa-

tologias e, portanto, precisam de ser adaptadas a cada par 

doença/gene específico. 

Nesse sentido, o Clinical Genome Resource (ClinGen), um 

consórcio internacional especializado na avaliação da rele-

vância clínica de genes e variantes, promoveu a criação de 

painéis de especialistas em classif icação de variantes, os 

Variant Curation Expert Panels (VCEP), para desenvolver 

essas adaptações e aplicar essas recomendações às varian-

tes descritas. Foi também criada uma parceria entre a Clin-

Gen e a ClinVar (3), uma base de dados pública de variantes 

genéticas que contém informação relevante para avaliar o 

signif icado clínico de cada variante. A ClinVar recolhe as 

classif icações de patogenicidade de cada laboratório assim 

como os dados usados na sua interpretação, e agrupa-as 

numa classif icação única. Assim, se houver discrepância na 

classif icação da mesma variante entre os vários laboratórios, 

esta f ica com uma classif icação conflituosa (conflicting), 

e marcada com apenas 1 estrela, enquanto classif icações 

concordantes f icam com 2 estrelas (4). As classif icações dos 

VCEPs usando as suas adaptações específ icas são apresen-

tadas com 3 estrelas. A classif icação dos VCEPs foi aprova-

da pela Food and Drug Administration (FDA) para util ização 

direta em testes genéticos. 

A Hipercolesterolemia Famil iar (FH) é a patologia monogéni-

ca mais comum e caracteriza- se por valores muito elevados 

de colesterol em circulação, levando à sua deposição nas 

ar térias e causando aterosclerose prematura (5). O diagnós-

tico de FH pode ser feito segundo critérios clínicos, que 

incluem a presença de valores muito elevados de coleste-

rol total e l ipoproteínas de baixa densidade (LDL), história 

famil iar de doença cardiovascular ou hipercolesterolemia 

e/ou xantomas, deposições l ipídicas subcutâneas (6); mas 

apenas um diagnóstico genético pode conf irmar o diagnós-

tico de FH. A FH é causada por variantes patogénicas nos 

genes LDLR, APOB e PCSK9. O gene LDLR codif ica o rece-

tor das l ipoproteínas de baixa densidade, que tem como 

função internalizar as par tículas de LDL, diminuindo assim 

a sua concentração nos vasos sanguíneos. Cerca de 90% 

dos casos de FH devem-se a variantes patogénicas no gene 

LDLR, mas este é muito heterogéneo, existindo atualmente 

mais de 3500 variantes diferentes l istadas na ClinVar. À data 

de início deste trabalho existiam 565 variantes com classif i-

cações de patogenicidade conf l ituosas (3), o que dif iculta o 

diagnóstico genético atempado.

Assim, em 2016 foi cr iado o VCEP de Hipercolesterolemia 

Famil iar (FH VCEP) incluindo cl ínicos, geneticistas e investi-

gadores de vár ios países, e em 2022, foram publicadas as 

adaptações do FH VCEP para classif icar var iantes do gene 

LDLR (7).

_Objetivo

Neste trabalho apresentamos o progresso da classif icação 

de patogenicidade de var iantes no gene LDLR associadas a 

hipercolesterolemia famil iar pelo painel de especial istas em 

classif icação de var iantes (FH VCEP) do Clinical Genome 

Resource (Cl inGen) segundo a recomendação publicada 

pelo mesmo grupo.
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_Métodos

Equipa

A equipa de classif icação de variantes do FH VCEP 

(https://clinicalgenome.org/af f i l iation/50004/ ) é composta 

atualmente por 13 revisores, 15 biocurators e 11 laboratórios 

associados (tabela 1). A formação de biocurators, elementos 

que pesquisam e avaliam a evidência existente para aplicar 

as recomendações do FH VCEP e chegar a uma classif icação 

para cada variante, começou em agosto de 2021 e a ronda 

mais recente (12.ª) terminou em fevereiro de 2024 (tabela 2). 
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Tabela 1:        Equipa atual de classificação de variantes do  FH VCEP.
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Seleção de variantes e introdução de dados no VCI

Foi dada pr ior idade às var iantes com classi f icações 

conf l i tuosas na Cl inVar e outras var iantes no mesmo 

codão, necessár ias para classi f icar adequadamente as 

var iantes conf l i tuosas (f igura 1). A l ista de var iantes de 

cada ronda é def inida com antecedência e enviada aos 

laboratór ios associados, que devolvem dados internos de 

casos índex que tenham identi f icado com essas var iantes 

(cumprindo normas de proteção de dados pessoais). Estes 

dados são carregados no Variant Curation Inter face (8) 

(VCI), um sof tware da Cl inGen que faci l i ta a compilação da 

informação para a classi f icação de cada var iante, por um 

biocurator que vai a lternando em cada ronda. Na equipa 

de preparação do FH VCEP existe também um elemento 

dedicado que pesquisa, anal isa e insere informações sobre 

estudos funcionais publ icados das var iantes e coloca toda 

a informação também no VCI, antes da próxima ronda de 

classi f icação. Assim, quando a ronda de classi f icação 

começa, os biocurators já têm informação disponível no 

VCI que pode depois ser completada com mais evidências 

encontradas na l i teratura por cada biocurator (f igura 1). 

Classificação de variantes

Com base nas recomendações publicadas (7), cada variante 

no LDLR é avaliada e classif icada por um biocurator sénior 

ou por dois biocurators juniores independentemente no VCI, 

e depois aprovada por três revisores antes de ser publicada 

of icialmente no Repositório de Evidências da ClinGen 

(ClinGen Evidence Repository ) e na ClinVar com status de 3 

estrelas (f igura 1).
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Figura 1:       Representação esquemática da metodologia atual de classificação de variantes do FH VCEP.

FH, hipercolesterolemia familiar; VCEP, painel de especialistas em classif icação de variantes; VCI, variant curation inter face da ClinGen.
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_Resultados

Até ao f inal da ronda 12, o FH VCEP avaliou 531 variantes no 

gene LDLR (tabela 2 e gráfico 1). A classif icação que estava 

presente na ClinVar de cada variante antes do FH VCEP as 

classif icar com as recomendações específ icas para o gene 

LDLR, encontra-se ilustrada no gráfico 1A, onde se pode 

ver que 351 variantes (66%) apresentavam uma classif icação 

conflituosa ou de signif icado incerto e, apenas 178 variantes 

(34%), apresentavam uma classif icação definitiva (benigna ou 

patogénica).

As classif icações do FH VCEP distr ibuem-se em 26 

var iantes benignas ou provavelmente benignas (B/LB) (5%), 

206 var iantes patogénicas ou provavelmente patogénicas 

(P/LP) (39%), 253 var iantes de signif icado incer to (48%) e 

apenas 7 var iantes com classif icação conf l i tuosa (1,3%), 

por reunirem evidências ao mesmo tempo benignas e 

patogénicas (gráfico 1B). Apenas 39 var iantes (7%) ainda 

estão em aval iação. A classif icação do FH VCEP aumentou 

assim o número de var iantes com uma classif icação 

def init iva para 232 (44%) e diminuiu assim as classif icações 

conf l i tuosas de 56% para 1%.

No total, as classificações de 338 variantes estão atualmente 

publicadas tanto na ClinVar, com status de 3 estrelas, como 

no ClinGen Evidence Repository, 5 variantes estão publicadas 

ainda apenas no ClinGen Evidence Repository, 150 variantes 

estão aprovadas e em processo de publicação nas 2 bases 

de dados, e 39 encontram-se ainda em avaliação (tabela 2).
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Tabela 2:       Características de todas as rondas de classificação, incluindo estudo-piloto, rondas de formação (A), 

e rondas de classificação (B).

B - Ronda de classif icação 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Dez 2021

11

9

20/20

20/20

Jan 2022

11

9

30/30

30/30

Fev 2022

11

10

23/24

23/24

Mar 2022

12

12

29/30

28/30

Mai 2022

14

11

30/30

30/30

Jul 2022

14

12

35/40

35/40

Out 2022

16

13

49/50

30/50

Jan 2023

13

10

39/40

30/40

Mar 2023

12

12

38/40

26/40

Jun 2023

14

12

38/45

5/45**

Out 2023

14

13

37/45

-

Fev 2024

13

13

36/40

-

Data-f im

Biocurators

Revisores

Var iantes aprovadas

Var iantes publ icadas*

A - Ronda de formação Piloto F1 F2 F3 F4 F5 F6

Data-f im

Biocurators

Ago 2020

3 3 3 3 5410

2 3 5 3 398

54/54 4/4 10/11 3/5 -/107/713/16

54/54 4/4 10/11 - -5/713/16

Out 2021 Dez 2021 Mar 2022 Ago 2022 Mar 2023 Em curso

Revisores

Var iantes aprovadas

Var iantes publ icadas*

* no repositór io de evidências da Cl inGen e na Cl inVar    ** só no repositór io de evidências da Cl inGen    F, Ronda de formação
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_Discussão

A aplicação das adaptações do FH VCEP na classif icação 

de variantes no gene LDLR associadas a hipercolesterolemia 

familiar (7) permitiu-nos distinguir variantes verdadeiramente 

conflituosas (com evidências tanto patogénicas como 

benignas) de variantes de signif icado incerto, ainda com 

evidências insuficientes para chegar a uma classif icação 

definitiva.

Cerca de metade das variantes que tinham uma classif icação 

prévia conflituosa (n=298), têm agora uma classif icação 

definitiva, ou seja, foram classif icadas como provavelmente 

patogénica/patogénica ou provavelmente benigna/benigna 

(127/298, 43%). O aparente aumento de variantes de 

signif icado incerto, pode ser explicado pelo facto que, em 

76% dessas variantes, a sua classif icação prévia na ClinVar 

tinha apenas 0 ou 1 estrelas, ou seja, foram submetidas à 

ClinVar sem informação do critério de classif icação usado ou 

por apenas 1 único laboratório (4), não sendo assim a sua 

classif icação prévia suficientemente f idedigna. No total, em 

60% das variantes a classif icação manteve-se semelhante, 

em apenas 13% a classif icação passou de P/LP ou B/LB para 

VUS, e em 26% a classif icação passou de VUS ou conflituosa 

para P/LP ou B/LB. O grande avanço nestas classif icações 

deve se principalmente à partilha de dados entre laboratórios 

e ao trabalho voluntário de todos os biocurators e revisores.

Existem ainda 39 var iantes em aval iação por os revisores 

ainda não terem chegado a um consenso na aval iação de 

todas as evidências ou por ter sido necessário contactar 

autores de ar tigos ou laboratór ios para elucidar alguma 

dúvida na interpretação dos seus dados.
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Gráfico 1:       Classificação das variantes no gene LDLR avaliadas pelo FH VCEP até ao momento. 

(A) classificação prévia na ClinVar, (B) Classificação atual pelo FH VCEP. 

A -  Classificação prévia na ClinVar (n=531) B -  Classificação do FH VCEP (n=531) 

Conf l i tuosa
298 - 56%

Sem classificação
2 - 0%

B/LB
10 - 2% VUS

53 - 10%

P/LP
168 - 32%

VUS
253 - 48%

B
13 - 3%

LB
13 - 2%

LP
126 - 24%

P
80 - 15%

Conflituosa
7 - 1%

Sem classificação
7 - 1%

B/LB, benigna/provavelmente benigna; FH, hipercolesterolemia famil iar; P/LP, patogénica/provavelmente patogénica;
VCEP, painel de especial istas em classif icação de var iantes; VUS, var iante de signif icado incer to.
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_Conclusão

O principal objetivo do painel de especialistas em

classif icação de variantes de Hipercolesterolemia

Familiar (FH VCEP) é melhorar o diagnóstico genético da FH, 

criando sinergias e meios para estandardizar a classificação 

correta de variantes genéticas identif icadas no gene LDLR em 

indivíduos com FH. 

O FH VCEP pretende classificar todas as >3500 variantes 

presentes na base de dados ClinVar com 3 estrelas para facilitar 

o diagnóstico da FH. 

As recomendações do FH VCEP diminuíram signif icativamen-

te as classif icações conflituosas (de ~300 para menos de 10), 

o que facilitará o diagnóstico presente e futuro e contribuirá, 

em última análise, para uma melhor identif icação e prognósti-

co de indivíduos com FH.
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