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_Resumo

A dislipidemia ¢ um disturbio do perfil lipidico, seja por elevagdo ou dimi-
nuicdo de uma ou mais particulas lipidicas. O objetivo deste trabalho
¢ fazer uma revisdo das causas moleculares de hipolipidemias e suas
consequéncias clinicas. Sdo também apresentados casos com hipolipide-
mias raras ja estudados, ou com estudo em curso no laboratério do INSA,
apresentando os dados clinicos e moleculares mais relevantes. O perfil
lipidico foi determinado por métodos automatizados para cada caso index
e familiares e o estudo molecular dos genes envolvidos foi realizado por
amplificagdo por PCR e sequenciagdo de Sanger ou sequenciagdo de
nova geragao (NGS). Foram referenciados ao laboratério do INSA 7 casos
index, tendo sido possivel até ao momento identificar a causa molecular
do fendtipo apresentado em 3 casos: 2 com hipobetalipoproteinemia
(1 homozigoto e 1 heterozigoto) e 1 caso index com doenca de Tangier; 0s
restantes encontram se ainda em estudo. Doentes com as dislipidemias
raras apresentadas tém um risco elevado de ter complicagcdes cardiovas-
culares, neuroldgicas e/ou esteatose hepatica e devem, por esta razao,
ser identificados o0 mais precocemente possivel, de forma a minimizar ou
prevenir os efeitos nefastos destas condigoes.

_Abstract

Dyslipidemia is a disorder of the lipid metabolism profile, by either eleva-
tion or decrease of lipid particles. The objective of this work is to review
the molecular causes of hypolipidemia and its clinical consequences. In
this study, we present cases with rare hypolipidemias already studied
or with a study in progress in laboratory of INSA, presenting the most
relevant clinical and molecular data. The lipid profile was determined
by automated methods for each index case and relatives and the molecu-
lar study of the genes involved was performed by PCR amplification
and Sanger sequencing or next generation sequencing (NGS). Seven
index cases were referred to laboratory of INSA and it was possible to
identify the molecular cause of the phenotype presented by 3 cases:

2 with hypobetalipoproteinemia (1 homozygous and 1 heterozygous)
and 1 with Tangier's disease; the remaining cases are still under study.
Patients with the rare dyslipidemias presented have a high risk of having
cardiovascular, neurological complications and/or hepatic steatosis and
should therefore be identified as early as possible in order to minimize or
prevent the harmful effects of these conditions.

_Introdugéo

Este artigo é o segundo de uma série de trés, dedicados a clas-
sificagdo e diagnostico de hipolipidemias e elaborados com o
objetivo de favorecer o reconhecimento e diagnostico destas
patologias. A primeira parte, ja publicada no Boletim Epidemio-
légico Observacées (1), versou sobre as sindromes polimal-
formativas causadas por erros hereditarios da biossintese do
colesterol. Nesta segunda parte, sao tratadas as formas patolé-
gicas de hipolipidemias, com manifestagbes pds-natais, bem
como as formas benignas devidas a alteragées do metabolismo
das lipoproteinas e outras causas. Por Ultimo, na terceira parte
irdo ser referidas as formas secundarias de hipolipidemias.

Ha vérias patologias descritas associadas a hipolipidemias,
que incluem a: abetalipoproteinemia (ABL), hipobetalipopro-
teinemia familiar (FHBL) e doenca de retencdo das quilomi-
cras. Estas hipolipidemias caracterizam-se pela auséncia de
lipoproteinas contendo apolipoproteina B (apoB) na circula-
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¢ao, incluindo quilomicras, lipoproteinas de muito baixa den-
sidade (VLDL) e lipoproteinas de baixa densidade (LDL) (2). O
fendtipo associado a estas patologias monogénicas é muito
semelhante, mas a causa genética de base é na verdade bas-
tante distinta; a ABL é causada por mutagdes no gene MTTP
(microsomal triglyceride transfer protein), que codifica uma
proteina que transfere os triglicéridos para a apoB (2); a FHBL
é causada por mutacoes no gene da APOB, que levam a for-
macéo de uma proteina truncada (3-5); e a doenca de reten-
cao de quilomicras é causada por mutagdes no gene SAR1B
(Secretion Associated Ras Related GTPase 1B) (?) (tabela 1).
A FHBL e a ABL sdo patologias que se caracterizam por niveis
de apoB, colesterol LDL (LDL-C) e sobretudo triglicéridos
(TG) inferiores ao percentil 5. Caracterizam-se pela incapaci-
dade de absorver completamente as gorduras provenientes
da dieta que se acumulam na parede intestinal e as vitami-
nas lipossoliveis (A, D, E e K) (3). Os sintomas surgem nos
primeiros meses de vida e incluem acantocitose e diarreia
com esteatorreia, com consequente ma progressao ponde-
ral. Os doentes apresentam também esteatose hepatica e,
como resultado do défice das vitaminas lipossoluveis, neuro-
patia periférica, ataxia espinocerebelar progressiva e retinite
pigmentosa (com nictalopia ou mesmo cegueira) (3). Nos in-
dividuos com FHBL os sintomas podem ser mais atenuados
comparativamente a ABL, mas os fendtipo podem ser varia-
veis (3). ABL é uma doenca autossémica recessiva e a FHBL
uma doenga autossémica co-dominante (). A doenca de re-
tencao de quilomicras ou doenca de Anderson é uma doenca
autossomica recessiva muito rara, caracterizada pela auséncia
de quilomicras pds-prandiais e apoproteinaB-48 no plasma
dos individuos afetados (2). A proteina envolvida (sarb1b) é
uma pequena GTPase envolvida no transporte vesicular de
novas particulas de lipoproteinas do reticulo endoplasmati-
co para o aparelho de Golgi (7) (tabela 1). Bioquimicamente
caracterizam-se por niveis baixos de LDL, inexisténcia de qui-
lomicras com TG normais (8). Os primeiros sintomas a apare-
cer podem ser confundidos com problemas gastrointestinais,
como diarreia, vomitos ou distensdo abdominal, problemas
neurolégicos, musculares, oftalmolégicos e cardiacos (8). O
tratamento precoce com uma dieta pobre em gorduras, su-
plementada com lipidos essenciais e vitaminas lipossolUveis
é fundamental para a prevencao dos sintomas clinicos (€) e
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pode retardar a progressao das manifestagoes. O diagnoésti-
co precoce permite uma qualidade de vida razoavel e o au-
mento da esperanca de vida (3:6).

Patologias associadas a baixo HDL também sao considera-
das hipolipidemias. Estas incluem a doenca de Tangier e a de-
ficiéncia em HDL. A doenca de Tangier é uma patologia rara,
autossomica recessiva, onde 0s niveis de colesterol das lipo-
proteinas de alta densidade (HDL-C) e apoA1 s&o muito baixos
ou mesmo indetetaveis. As manifestagdes mais comuns séo
hipertrofia das amigdalas que apresentam cor alaranjada, es-
plenomegalia e neuropatia periférica. Mais tarde pode ocorrer
hepatomegalia, linfoadenopatia e opacificagdo da cérnea (9.
O defeito celular na doenca de Tangier esta relacionado com o
reduzido efluxo do colesterol celular nos fibroblastos da pele e
nos macrofagos (19). Esta doenga genética é causada por mu-
tagdes no gene ABCAT (ATP binding cassette A1 gene) que
codifica para uma proteina transportadora - ABCA1 transpor-
ter (tabela 1). Ja foram descritas mais de 50 mutagdes no gene
ABCAT em individuos com a doenca de Tangier (homozigotos
ou heterozigotos compostos) (19). A deficiéncia em HDL é uma
patologia autossémica dominante causada por mutagdes nos
genes ABCAT (em heterozigotia) e no gene APOAT. Individu-
0s com deficiéncia em HDL apresentam sintomas muito seme-
lhantes aos com a doenca de Tangier embora os valores de
HDL-C n&o sejam tao baixos. Estes individuos pelo facto de
apresentarem valores de HDL-C muito baixo podem ter doenca
cardiovascular prematura (3).

Ha ainda uma forma combinada de hipolipidemia denomi-
nada Hipolipidemia Familiar Combinada (FCH), uma patolo-
gia autossomica recessiva causada por mutagdes no gene
ANGPTLS (angiopoietin like 3). Alteragdes que causam perda
de fungéo neste gene originam um aumento da atividade da
lipoproteina lipase, podendo diminuir os valores de HDL-C
pelo aumento da lipase endotelial. Em condigdes fisiologicas
normais estas duas enzimas sao catabolizadas pela acdo
da ANGPTL3 (7). O efeito na aterosclerose ¢ desconhecido,
no entanto tém sido relatados casos de esteatose hepatica
(figado gordo) (3).

Esta descrita também uma forma benigna de hipocolesterole-
mia associada a mutagdes que originam perda de funcdo do
gene PCSK9 (proprotein convertase subtilisin/kexin type 9).
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Tabela 1:

Patologia genética

Abetalipoproteinemia (ABL)
(OMIM - 200100)

Hipobetalipoproteinemia
familiar (FHBL)
(OMIM - 615558)

Doenga de retengao de
quilomicras
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Hipolipidemias primdrias: fenétipo, genes e prevaléncia.

Fenétipo
Colesterol total, LDL-C e triglicéridos

inferior do percentil 5

Colesterol total, LDL-C e triglicéridos
inferior do percentil 5

Colesterol total, LDL-C e triglicéridos
inferior do percentil 5
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Genes e hereditariedade

MTTP (proteina de transferéncia
microssomal);

Hereditariedade - autossémica
recessiva

APOB (apolipoproteina B);
Hereditariedade — autossémica
co-dominante

SAR1B (Secretion Associated, Ras
Related GTPase 1B);

A */\J\—\
Prevaléncia

Rara (cerca de 100 casos
descritos no mundo)

1/1 000 - 1/3 000

Rara (cerca de 50 casos
descritos no mundo)

(OMIM - 246700)

Deficiéncia em colesterol HDL-C
(OMIM - 604091)

Colesterol HDL-C inferior do
percentil 5

Doenca de Tangier
(OMIM - 205400)

Hipolipidemia familiar combinada
(OMIM - 605019)
percentil 5

_Objetivo

O objetivo deste trabalho é fazer uma revisdo das causas mo-
leculares de hipolipidemias e suas consequéncias clinicas.
Sao também apresentados casos com hipolipidemias raras
referenciados & Unidade de Investigacdo e Desenvolvimento
do Departamento de Promocdo da Saude e Doencas nao
Transmissiveis do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo
Jorge, ja estudados, ou com estudo em curso no nosso labo-
ratorio, descrevendo os dados clinicos e moleculares mais re-
levantes.

_Métodos

No ambito deste estudo foi determinado o perfil lipidico (CT,
LDL-C, HDL-C, TG, apoA1, apoB e Lp(a)) para cada caso index
e familiares, pelos métodos colorimétrico enzimatico e imuno-
turbidimétrico, recorrendo ao autoanalisador COBAS Integra
400 Plus (Roche).

O estudo molecular foi realizado por amplificagao de todos os
ex0es e juncdes exao/intrao, bem como, regides 5 e 3" UTR de

Colesterol HDL-C inferior do percentil 5

Colesterol LDL-C e HDL-C inferior do

Hereditariedade - autossémica
recessiva

ABCAT1 (ATP binding cassette A1) Desconhecida
APOAT (apolipoproteina At);
Hereditariedade - autossémica

dominante

ABCAT (ATP binding cassette AT;
Hereditariedade - autossémica
recessiva

Rara (cerca de 100 casos
descritos no mundo)

ANGPTL3 (Angiopoietin-Like 3); 1/1 000 000

Hereditariedade - autossémica
recessiva

cada gene indicado na tabela 1, por PCR e sequenciagao pelo
método de Sanger, ou, mais recentemente, por sequenciagao
de nova geracao (NGS), seguido de sequenciagao de Sanger
para confirmacao do resultado obtido por NGS.

_Resultados e discusséao

Foi realizado o estudo de 7 casos index. O fenotipo clinico de
cada caso index encontra-se resumido na tabela 2.

Seis dos 7 casos index recebidos tém um diagndstico clinico
de ABL ou FHBL. No caso index | foi possivel encontrar a muta-
cdo causadora da doenga, uma mutacao stop em homozigotia
no gene APOB (p.[(Trp1237* )]; [(Trp1237* ))) (12), confirmando
o diagnéstico clinico de FHBL. No caso index VIl com possivel
ABL/FHBL foi identificada uma alteracdo frameshift no gene
APOB em heterozigotia (p.(Gly1122Valfs*63)). Esta variante ex-
plica o fendtipo de hipolipidemia apresentado pelo doente, fe-
notipo este menos severo que o apresentado pelo caso | com
uma alteracdo em homozigotia.
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Nos casos index I, lll, IV e VI foram sequenciados 0s genes
APOB, MTTP, SAR1B, ANGPTL3 e PCSK9 e ndo foram encon-
tradas variantes que justifiquem o fendtipo. Estes doentes
encontram-se ainda em estudo de forma a identificar a causa
genética do seu fendtipo. No caso Il foi possivel obter amos-
tras dos pais e ira ser realizado o estudo do exoma desta
familia (em trio) de forma a tentar identificar um novo gene res-
ponséavel pelo fendtipo. O caso index VI foi referenciado para
estudo com um diagnéstico clinico de ABL/FHBL, apresentan-
do com 15 anos de idade, hepatomegalia, esteatose hepatica
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HDL-C e TG, similares ao caso index. Nesta familia, tal como
na anterior, s6 0 estudo do exoma podera levar a identificagdo
da causa do fendtipo apresentado pelo caso index.

No caso index V, referenciado com diagndstico clinico de de-
ficiéncia em HDL, identificou-se uma mutagéo stop em homo-
zigotia no gene ABCAT (p.[(Lys1154% )];[(Lys1154*)]) (tabela 2),
associada a doenca de Tangier. Ambos 0s progenitores séo
heterozigotos para esta variante, assim como 0s seus dois
descendentes. No entanto, ndo recebemos amostras para a

e neuropatia. Os progenitores deste caso index apresentam realizacdo de qualquer confirmacgéo laboratorial (figura 1).
fenotipos distintos, a mae com valores normais de CT, LDL-C,

HDL-C e TG, e o pai apresenta valores baixos de CT, LDL-C,

Tabela 2: 2 Caracteristicas clinicas e moleculares dos casos index apresentados.

ID Idade CT LDL  HDL TG Lp(a) ApoAl ApoB  Diagnéstico clinico  Diagnéstico molecular

| 16 22 * 24 6 - ** ** ABL/FHBL FHBL- gene APOB:
C.[3711G>A[; [3711G>A], p.[(Trp1237%); (Trp1237%)]

1l 14 24 * 22 5 9,0 49,0 10,0 ABL/FHBL Em estudo

1 14 83 39 33 53 17 94 34 ABL/FHBL Em estudo

I\ 15 44 15 12 46 8,3 53 21 ABL/FHBL Em estudo

\ 42 73 46 3 158 <8,3 10 91 Doenca de Tangier Doenca de Tangier - gene ABCAT:
C.[3460A>T];[3460AT], p.[(Lys1154*)];[(Lys1154%)]

\ 15 91 47 38 31 * > 40 FHBL Em estudo

Vil 28 69 18 52 13 o 1156 15 ABL/FHBL/HFC FHBL- gene APOB:

¢.3365_3366del, p.(Gly1122Valfs*63)

Idade (anos); CT - colesterol total (mg/dL); LDL - lipoproteina de baixa densidade (mg/dL); HDL - lipoproteina de alta densidade (mg/dL); TG - triglicé-
ridos (mg/dL); Lp(a) - lipoproteina (a) (mg/dL); ApoAl — apolipoproteina A1 (mg/dL); ApoB - apolipoproteina B (mg/dL); ABL - Abetalipoproteinemia;
FHBL - hipobetalipoproteinemia familiar; FCH - hipolipidemia familiar combinada; * impossivel determinar por motivos técnicos; ** Nao determinado.

Figura 1: 1 Caso index V com diagndstico molecular de doenga de Tangier.
@
I:1 1:2 . Homozigoto para a variante p.(Lys1154*) no gene ABCA1
I:I Portador da variante p.(Lys1154*) no gene ABCAT
?| Sem informagao
G © @
11:3 I1:1 1.2

Caso index - identificado com uma seta

Os pais e filhos do caso index serao heterozigotos
obrigatérios.

|||:1R 1n:3

vV:2 1V IV:3
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Os doentes com as hipolipidemias raras apresentadas tém um
risco acrescido de ter outras manifestacdes clinicas graves:
ma progressao ponderal com desnutricéo, alteragdes hemato-
l6gicas, oftalmoldgicas ou neurolégicas, esteatose hepatica ou
mesmo doenca cardiaca. Por este motivo, deveriam ser identi-
ficados 0 mais precocemente possivel, de forma a minimizar
ou prevenir os efeitos nefastos destas condicoes. A caracteri-
zagao genética da patologia permite uma melhor e mais perso-
nalizada abordagem terapéutica com melhoria do prognéstico
do doente, bem como um aconselhamento genético adequa-
do, com identificacdo de outros familiares em risco.

Em 2013 a Diregao-Geral da Saude publicou a circular norma-
tiva n.° 010/2013, onde recomenda que todas as criancas
antes dos 10 anos de idade realizem um perfil lipidico. Uma vez
que estas dislipidemias manifestam-se na primeira década de
vida, se a circular normativa fosse aplicada na sua plenitude,
0 numero de individuos identificados precocemente poderia
ser maior, aumentando a possibilidade de prevenir as doencas
graves associadas a estas patologias.

Sendo a dislipidemia uma das areas de referéncia do Depar-
tamento de Promocao da Saude e Prevencao de Doencas
ndo Transmissiveis do Instituto Nacional de Saude Doutor
Ricardo Jorge, e na procura da melhoria constante, foram
recentemente implementados quatro painéis de genes asso-
ciados a dislipidemia, com recurso a sequenciacdo de nova
geracao (NGS). Esta nova abordagem permite uma resposta
mais rapida e com uma sensibilidade e especificidade mais
elevadas a qualquer pedido de diagnostico molecular na area
da dislipidemia (13-15). Esperamos com estes painéis conse-
quir identificar a mutacdo causadora da doenga nos casos
ainda em estudo e em todos os futuros casos que nos sejam
referenciados para diagnéstico; caso nao seja possivel por
esta metodologia chegar a um resultado, deveré ser equacio-
nado o estudo do exoma (como sera realizado no caso index
Il apresentado), como estudo exploratério, para identificagéo
de novos genes. Os respetivos estudos funcionais serdo im-
plementados, sempre que possivel, para a comprovagao do
efeito do defeito genético na via metabdlica afetada.
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_Concluséo

As dislipidemias de origem genética raras continuam sub-
diagnosticadas em Portugal. A identificac&o da etiologia de
cada dislipidemia é importante para a implementacéo da cor-
reta abordagem terapéutica uma vez que a mesma depende
da via metabdlica afetada. Habitualmente s6 sdo valorizadas
e tratadas as situacdes com hiperlipidemias.

Em relagdo as doengas que causam hipolipidemias ndo ha
muitos casos descritos, talvez por serem muito raras. Os valo-
res de referéncia apresentados pelos laboratérios sao normal-
mente baseados em valores recomendados pelas sociedades
cientificas e nao apresentam os limites inferiores saudaveis,
tornando-se assim dificil o diagndstico destes casos.

O cumprimento da circular normativa n.° 010/2013 sobre 0
rastreio da dislipidemia na crianga deveria ser incentivado
para poder identificar atempadamente criancas com hiper
e hipolipidemias que requerem aconselhamento e tratamen-
to adequado atempado e prevenir complicacoes. A reformu-
lagéo dos boletins de analises, com a introdugao de valores
com intervalos de valores de referéncia, iria também ajudar
a alertar para valores abaixo dos recomendados, permitindo
identificar mais individuos em risco.

A caracterizagao bioguimica e genética determinada no labo-
ratério do INSA enquadra-se num esforgo de estratificacdo
do risco associado a cada patologia contribuindo para a im-
plementacdo de uma medicina mais personalizada.
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