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esterdis em amostras de liquido amniético

ANEXO B
Avaliacao da aplicabilidade de um método de HPLC-DAD na

quantificacao de colestanol em amostras biologicas

B.1. Objectivos do trabalho

1. Identificar e quantificar os niveis de colestanol em amostras de soros, utilizando o
método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com detector “diode-
array” (DAD), optimizado para a identificacdo e quantificacdo de diversos esterois
(método descrito na tese e anexo A).

2. Estabelecer valores de referéncia para o colestanol, numa populagdo Portuguesa
controlo e para diferentes faixas etarias.

3. Dosear o colestanol sérico em doentes Portugueses com Xantomatose

Cerebrotendinosa (CTX).

B.2. Introducao

A Xantomatose Cerebrotendinosa (MIM 213700) ¢ uma doenga metabolica, de
transmissdo autossémica recessiva, da via da biossintese dos acidos biliares e armazenamento
lipidico. E caracterizada por niveis aumentados de colestanol nos tecidos e fluidos biologicos
(Smithard et al., 2007). Foi pela primeira vez descrita em 1937 por Van Bogaert em dois
primos (Bel et al., 2001).

A CTX ¢ causada por mutagdes no gene CYP27A1, que codifica a enzima
mitocondrial esterol 27-hidroxilase (CYP27A1) (E.C. 1.14.13.15) (Bel et al., 2001; Burnett et
al., 2001). Esta enzima pertence a familia do citocromo P-450 e catalisa o passo inicial da via
de biossintese dos acidos biliares a nivel mitocondrial, nomeadamente a oxidagdo da cadeia
lateral do colesterol produzindo os acidos biliares: colico e quenodesoxicolico (CDCA) (Bel
et al., 2001; Dubrac et al., 2005). Também desempenha um papel importante na clivagem das
cadeias laterais dos intermediarios sintéticos dos acidos biliares e, nos tecidos periféricos,
catalisa a conversdo de colesterol a 27-hidroxicolesterol e acido 3B-hidroxi-5-colestanoico,

compostos que podem ser transportados para o figado (via transporte reverso do colesterol)

Cristina Amaral UBI 2008 206



Estudo dos défices da via de biossintese de colesterol: implementagdo de uma metodologia e determinagado de valores de referéncia de

esterdis em amostras de liquido amniético

para serem convertidos a acidos biliares (Dubrac ef al., 2005). Esta enzima tem também um
papel importante na homeostase do colesterol nas células endoteliais e macréfagos humanos

(Bahr et al., 2002).
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Figura B.2.1. Conversdo hepatica de colesterol a acidos biliares. A amarelo estdo representadas as
enzimas, a azul estdo representados os substratos ¢ produtos das reac¢des enzimaticas ¢ a verde esta representado

o mecanismo de feedback negativo (Adaptado de Smithard et al., 2007).

Nos individuos normais, os 4cidos biliares primdrios inibem por mecanismo de
feedback negativo, o passo limitante da sua biossintese ao nivel da enzima 7a-hidroxilase
(Lange et al., 2004). Na CTX, o défice na enzima CYP27A1, provoca uma sintese reduzida
de 4cidos biliares, uma vez que o colesterol ndo ¢ oxidado a 4cidos biliares, especialmente
CDCA, e por consequéncia ndo ha inibi¢do por feedback da produgdo de acidos biliares (Bel
et al., 2001). A auséncia do mecanismo de feedback pelo acido colico e CDCA na 7a-
hidroxilase (enzima limitante da via de sintese de &cidos biliares) conduz a um aumento da
sua actividade enzimatica, e consequentemente a acumulagdo de precursores biliares, tais
como, colestanol (derivado 5a-dihidro do colesterol) no sangue e tecidos € um aumento da
concentracdo de alcoois biliares urinarios, com concentracdes elevadas a moderadas de

colesterol no soro (Bel et al., 2001; Dubrac et al., 2005).
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Figura B.2.2. Metabolismo dos 4cidos biliares nos individuos com CTX. A amarelo estdo representadas
as enzimas, a azul estdo representados os substratos e produtos das reac¢des enzimadticas, a verde estd
representado o mecanismo de feedback negativo e a vermelho os efeitos de um défice na CYP27A1 (Adaptado

de Smithard et al., 2007 e Lange et al., 2004).

O colestanol ¢ produzido a partir de derivados 7a-hidroxilados: 7a-hidroxicolesterol e
7a-hidroxi-4-colesten-3-ona, intermediarios e precursores biliares da via de biossintese de
acidos biliares, que se acumulam com a redugdo da sintese de acidos biliares devido ao
aumento da actividade da 7a-hidroxilase e ao défice enzimatico da CYP27A1 (Panzenboeck

et al., 2007).
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Figura B.2.3. Sequéncia de reac¢des de conversdo de 7a-Hidroxi-4-colesten-3-ona a colestanol

(Adaptado de Panzenboeck et al., 2007).

Como o colestanol também ¢ um substrato para a CYP27A1, um défice nesta enzima
na CTX, contribui para o efeito de acumulacao de colestanol nos fluidos e tecidos bioldgicos

(Panzenboeck et al., 2007).
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Virios estudos indicam que uma deficiéncia na enzima CYP27A1 afecta trés vias do
metabolismo hepatico: a via de biossintese do colesterol, a dos 4cidos gordos e a dos acidos
biliares. Assim, compostos especificos, formados directamente pela actividade da CYP27A1,
ou seus metabolitos, tal como mecanismos compensatorios induzidos por deficiéncia em
CYP27A1, desempenham um papel importante na regulagdo hepética e do organismo e na

integracao destas trés vias (Dubrac et al., 2005).

B.2.1. Sinais Clinicos

Os principais sinais clinicos da CTX sdo: a presenca de cataratas bilaterais na
juventude, xantomas nos tenddes (especialmente no tenddo de Aquiles), aterosclerose
prematura, distirbios neurologicos progressivos como deméncia, ataxia, epilepsia,
convulsdes, alteragdes psiquicas, incapacidade cognitiva e neuropatia periférica (Lorincz et
al., 2005; Bel et al., 2001; Smithard et al., 2007; Gallus et al., 2006; Burnett et al., 2001).

A nivel do SNC a patologia inclui xantomas no hemisfério do cerebelo, degeneracgao
axonal, desmielinizacao e re-mielinizagdo, sinais piramidais e cerebelosos, gliose e depdsitos
de lipidos nas células Schwann (Gallus et al., 2006; Geraldes et al., 2007).

A CTX pode também apresentar-se com outras manifestagdes clinicas como
osteoartrites, osteoporose e aumento de fracturas Oésseas, insuficiéncia pulmonar,
endocrinopatia, calculo renal e hepatico e diarreia cronica desde a infancia (Lorincz ef al.,
2005; Gallus et al., 2006; Lange et al., 2004). A doenca cardiovascular e enfarte do miocardio
também tém sido descritos, como causa frequente de morte prematura na CTX (Burnett et al.,
2001). Os doentes com esta patologia por vezes apresentam disturbios no comportamento,
depressao, mudancas de humor, irritabilidade, reducdo do apetite, insonias e fadiga (Lange et

al., 2004). O Parkinsonismo ¢ raro mas também se pode manifestar nalguns doentes (Gallus et

al., 2006).
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Tabela B.1.1. Quadro resumo das caracteristicas clinicas descritas em casos com diagnoéstico de CTX
(Smithard et al., 2007; Gallus et al., 2006; Okuma et al., 2007).

Sinais Clinicos N.° de casos descritos (%)
Cataratas 86% - 97%
Xantomas bilaterais principalmente
no tenddo de Aquiles 20-95%
Atraso mental 83.3%
Sinais piramidais 82.7%
Sinais na zona do cerebelo 71-73%
Diarreia cronica durante a infincia 50%
Convulsoes 50%
Neuropatia periférica 31%
Parkinsonismo 3%

A idade de aparecimento da sintomatologia ¢ variavel, embora a maioria das
manifestagdes clinicas apareca na primeira ou na segunda década de vida. As cataratas
normalmente surgem durante a adolescéncia e os xantomas, situados maioritariamente nos
tendoes de Aquiles, geralmente aparecem na infdncia como nddulos inflamatorios (Bel et al.,
2001). Os xantomas estao depositados na pele ou no tecido subcutaneo e assemelham-se a
péapulas amarelas, nddulos e pseudo-tumores (Smithard et al, 2007). Sdo constituidos por
tecido conjuntivo que contém colesterol, ésteres de colesterol, colestanol, triglicerideos,
fosfolipidos e numerosos macrofagos carregados de lipidos (Smithard et al., 2007; Bahr et al.,

2002).
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Figura B.2.4. Dois Xantomas no tenddo Figura B.2.5. Xantoma no Tenddo de Aquiles

junto aos joelhos (Retirado de Bel ef al., (os limites estdo definidos com linhas em azul)

2001). (Retirado de Geraldes et al., 2007).

Uma das explicagdes para a acumulacdo de colesterol juntamente com colestanol nos
xantomas ¢ que na CTX, devido ao défice na enzima CYP27A1, esta para além de ndo ser
capaz de reduzir por supressdo a biossintese de colesterol, ndo é capaz de converter o
colesterol a 27-hidroxicolesterol, logo o colesterol ou se acumula ou ¢ convertido em
intermediarios, como o colestanol (Panzenboeck et al., 2007; Bahr et al., 2002). Desta forma,
a CYP27A1, desempenha um importante papel no efluxo de colesterol e colestanol nos
tenddes, uma vez que, nos individuos normais, converte colesterol em 27-hidroxicolesterol e
desta forma impede a acumulagdo de colesterol nos tenddes (Bahr ef al., 2002).

A polineuropatia, frequente nos doentes com CTX, pode ser explicada pelo depdsito
de colestanol e colesterol neuro-tdxicos, no sistema nervoso central e periférico (Wang et al.,
2007). O mecanismo para as manifestacdes neurologicas, como ataxia cerebelosa, ainda ndo ¢
bem conhecido, embora um aumento de produgdo de colestanol no fluido cérebro-espinhal
(LCR), induza a apoptose de células neuronais (Bel et al., 2001; Lange et al., 2004;
Moghadasianl et al., 2002). Por outro lado, Philippart e Van Bogaert, sugerem que uma parte
do colesterol habitualmente presente nas membranas plasmaticas das células da mielina e do
l6bulo frontal do cérebro ¢ substituida pelo colestanol, o que altera a estrutura membranar das
células, produzindo disfungdes neuroldgicas caracteristicas de CTX (Bhattacharyya et al.,
2007). Contudo, o mecanismo pelo qual o colestanol se acumula no cérebro ainda ndo ¢ bem
conhecido, uma vez que este ndo atravessa a barreira hematoencefalica. No entanto, alguns
estudos sugerem que os intermedidrios 7a-hidroxilados podem atravessar esta barreira e
serem convertidos a colestanol no cérebro (Bhattacharyya et al,, 2007; Panzenboeck et al.,

2007).
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O aparecimento de doenga da artéria coronaria em doentes CTX pode ser devido a
aterosclerose precoce (Bel ef al., 2001).
A morte normalmente acontece entre a quarta ¢ a sexta décadas de vida e deve-se a

deterioragdo neuroldgica progressiva, paralisia ou enfarte do miocérdio (Bel et al., 2001).

B.2.2. Caracteristicas Bioquimicas

Bioquimicamente a CTX caracteriza-se por niveis elevados a moderados de colesterol
no soro, niveis normais de triglicerideos no soro, perfil de lipoproteinas plasmaticas normal,
hipoalfalipoproteinémia, baixos niveis de glucose no soro e LCR, mas elevados niveis de
colestanol no soro e tecidos, elevados niveis de proteina no LCR e aumento da excre¢do
urinaria de alcoois biliares e da excre¢do fecal de acidos gordos e colesterol (Smithard et al.,
2007; Bel et al., 2001; Dubrac et al., 2005; Wang et al., 2007).

Ha estudos que indicam que um doente homozigoético para CTX tem um aumento na
biossintese de colesterol, por aumento da actividade da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-coA
reductase (HMGR), uma vez que uma deficiéncia homozigética em CYP2741 provoca uma
desregulacdao dos mecanismos de regulacdo do metabolismo hepatico do colesterol (Dubrac et
al., 2005).

No estudo de Bhattacharyya ef al. (2007), observou-se que a absor¢ao intestinal de
colestanol também se encontra aumentada nos doentes com CTX.

Estudos recentes demonstram que para além de elevados niveis de colestanol no soro,
os doentes com CTX apresentam concentragdes elevadas no plasma de 7a-hidroxicolesterol,
7B-hidroxicolesterol e 7-cetocolesterol (Burnett et al., 2001), além disso, tém sido observados
em alguns doentes com CTX, niveis baixos de 25-hidroxi vitamina D assim como de 1,25-
hidroxi vitamina D (Burnett et al., 2001).

O diagnostico bioquimico de CTX ¢ feito pela quantificagao de colestanol no soro e

pela determinagdo dos alcoois biliares excretados pela urina (Verrips et al., 2000).

B.2.3. Estrutura do Gene e da Proteina

A estrutura do gene CYP27A41 humano foi elucidada por Leitersdorf et al. (Gallus et
al., 2006). O gene CYP27A1 (citocromo P450, familia 27, sub-familia A, polipéptido 1) esta
localizado na por¢ao distal do brago longo do cromossoma 2, locus 2q35, entre os marcadores

D2S1371 e D2S424 (Bel et al., 2001; Gallus et al., 2006; Verrips et al., 2000). O gene
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CYP27A41 ¢ constituido por nove exdes e oito introes e estende-se ao longo de 18.6 kb
(Verrips et al., 2000). A regido promotora do gene ¢ rica em residuos de guanina e citosina e
contém trés possiveis locais de ligacdo do factor de transcricdo SP1 e um para o factor de
transcricao hepatico LF-B1 (Gallus et al., 2006).

O transcrito tem um tamanho de 1966 pb e codifica uma proteina de 531 aminoécidos.
A clonagem do cDNA humano da esterol 27-hidroxilase demonstrou que a proteina consiste
numa enzima nativa com 498 aa e uma sequéncia mitocondrial de 33 aa. A enzima contém um
local que liga adrenodoxina (residuos 351-365) e um local que liga o grupo heme (residuos
435-464). Estas regides sao a parte conservada do gene e interagem com dois cofactores da
proteina, adrenodoxina e adrenodoxina reductase (Gallus et al., 2006).

A enzima esterol 27-hidroxilase ¢ expressa em diferentes tecidos como SNC, figado,
pulmdes, duodeno e células endoteliais (Lange et al., 2004). Esta enzima para além de
catalisar os passos iniciais da oxidacdo da cadeia lateral do colesterol produzindo acidos
biliares, pode também hidrolisar uma variedade de substratos esterdis na posi¢do C-27, como

a 25-hidroxilacdo da vitamina D3 (Gallus ef al., 2006; Burnett et al., 2001).

B.2.4. Mutacdes no gene CYP27A1
Em 1991, foi descrita a primeira mutagdo no gene CYP27A41 (Verrips et al., 2000).

Uma revisao da literatura mostrou que ha 49 mutagdes diferentes descritas no gene CYP27A41
em doentes CTX de diferentes origens étnicas. Encontram-se distribuidas ao longo dos 8
exdes do gene CYP27A41, embora, cerca de 50% destas mutagdes estejam localizadas entre os
exoes 6-8. Das 49 mutagdes identificadas, 45% sao mutagdes missense, 20% sdo mutagdes
nonsense, 18% sdo mutagdes de splicing, 14% sdo delec¢des e 2% sao insercdes (Gallus ef al.,
2006).

Algumas destas mutacdes tém uma frequéncia relativamente alta em alguns grupos
étnicos como T339M nos doentes com CTX Holandeses, R474 (Q-W) nos doentes Japoneses
e A216P em doentes Italianos (Gallus et al., 2006).

Nao foi observada qualquer correlacdo genotipo fenotipo, o que indica a presenca de

outros factores que modificam o fendtipo (Lorincz et al., 2005).
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B.2.5. Incidéncia

Na maioria dos grupos étnicos, a CTX ¢ considerada uma doenga rara, contudo, nos
judeus de origem marroquina a CTX tém uma incidéncia de 1:108 (Lorincz et al., 2005). No
entanto, tendo em conta que a mutagcdo mais comum no CYP27A41 ¢ R362C e tendo em conta
estudos que referem que 25% dos individuos que desenvolvem CTX sdo homozigéticos para
a mutagdo e considerando que possam existir outros tipos de mutagdes no CYP27A41, isto
indica que CTX ¢ mais comum do que diagnosticada. Assim, a prevaléncia estimada de CTX
¢ de 3 a 5 por 100.000, o que prevé que nos Estados Unidos (populacdo> 280 milhdes)
existam 8400 a 14.000 individuos com CTX (Lorincz et al., 2005), e em Portugal
provavelmente 5 novos casos ano.

Até a0 momento estao publicados cerca de 200 casos clinicos (Smithard et al., 2007).

Cristina Amaral UBI 2008 214



Estudo dos défices da via de biossintese de colesterol: implementagdo de uma metodologia e determinagado de valores de referéncia de

esterdis em amostras de liquido amniético

Tabela B.2.2. Levantamento de casos descritos de doentes portugueses com CTX.

Niveis de
Doentes Hospitais Idade Sexo Sinais clinicos colestanol Genotipo Referéncias
(anos) no soro
(pg/ml)
Cataratas Bilaterais; Marcha
ataxica; Xantomas nos tendoes
de Aquiles; Perda de memoria;
Diminui¢éo da iniciativa motora
Hospital Santa e Ver.ba.ll, Sinais piramidais; [T339M] (Geraldes
1 .. 47 3 Espasticidade nos membros 32 [R395C]
Maria, Lisboa - L Carvalho, 2004)
inferiores; Hipostesia tactil e
dolorosa nos dedos dos pés;
Polineuropatia sensivo-motora,
axonal, Desmielinizagao
corticoespinhal.
Hospital Santa Catarz}tqs Bilaterais; Quedas (Geraldes e
2 R 39 Q esporadicas;  Xantomas  no ND
Maria, Lisboa - . Carvalho, 2004)
Tendao de Aquiles.
Sinais Piramidais Bilaterais;
Hospitais da Marcha ataxica; Xantomas nos (Matos et al
3 Universidade 66 48 tendGes de Aquiles; - ND 2004) ”
de Coimbra Deterioragdo cognitiva; Enfarte
que provocou a morte.
Défice cognitivo ligeiro;
Cataratas bilaterais; Xantomas
nos Tenddes de Aquiles,
Hospital Geral tenddes da roétula, nas maos e (Dias et al
4 de Santo 43 Q nas  palpebras;  Dificuldade - ND v
. . 2005)
Antoénio, Porto progressiva de marcha;
Debilidade  ligeira;  Défice
Visual; Sindrome
Tetrapiramidal.
Xantomas no Tenddo de
Universidade Aquiles;  Diarreia  Cronica;
Cataratas  bilaterais; Marcha (Viana-Baptista
5 Nova de 23 Q L . e - ND
. ataxica; Espasticidade; Sinais et al., 2002)
Lisboa R . .
piramidais; Mioclonias da face;
Alteragdes na zona do cerebelo.
Xantomas no Tenddo de
Aquiles; Cataratas bilaterais;
Universidade Alter.ac;oes no e~qu111br10; . .
Apatia; Lentificagao do (Viana-Baptista
6 Nova de 27 Q Lo . o - ND
Lisboa raciocinio; Qpelxas depr.es.swas, et al., 2002)
Marcha ataxica; Espasticidade;
Sinais piramidais; alteracdes na
zona do cerebelo.
Legenda: Q@ Mullher; & Homem.
B.2.6. Tratamento

A CTX ¢ uma doenga tratavel com suplementos orais de acido quenodesoxicolico

(CDCA), o que permite controlar a evolugdo da doenga e conduz a recuperacdo neurologica
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significativa (Bel et al,, 2001). Estudos indicam que a associagdo de suplementos orais de
CDCA com inibidores da 3-hidroxi-3-metilglutaril-coA reductase (pravastatina e
simvastatina) ¢ mais eficiente na redugao dos niveis de colestanol sérico, sugerindo um efeito
sinergético desta combinagdo (Geraldes et al., 2007; Burnett et al., 2001).

A CTX ¢ uma doenga progressiva havendo um agravamento com a idade, devido a
maior deposicdo de colestanol nos tecidos e por serem os danos fisicos e neurologicos mais
graves, dai a importancia de um diagnostico precoce para o inicio atempado do tratamento
(Bhattacharyya et al.,, 2007). Contudo, o reconhecimento de CTX ¢ dificil dada a
heterogeneidade clinica e porque os sinais classicos de CTX (cataratas juvenis € xantomas nos
tenddes) podem estar ausentes ou aparecerem somente apds os sinais neurologicos (Lorincz et
al., 2005). Desta forma, o diagnostico de CTX deve ser considerado em jovens adultos com
xantomas no tendao, cataratas, dificuldades cognitivas e alteracdes no cerebelo (Burnett et al.,

2001).

B.3. Material e Métodos

B.3.1. Metodologia

O método cromatografico de fase reversa HPLC-DAD desenvolvido e previamente
aferido para a identificagdo e quantificagdo de esterdis, foi aplicado a quantificacdo dos niveis
de colestanol em amostras biologicas (soro).

As condigdes para a deteccdo e quantificagdo de colestanol pelo HPLC-DAD nao
variaram muito das condi¢des optimizadas, excepto no volume de injec¢do que neste caso foi

de 200 l.

B.3.2. Amostras
v" Soros e misturas de soros de varios individuos com suspeitas clinicas de sindromes
metabolicos ndo confirmados.

v Amostra de soro controlo normal (fornecido por mim).
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B.3.3. Material e equipamento
» Material
v' Adaptadores de pequeno volume, “insert”;
v Filtros millipore® de 4mm (0.45um) (Millex®-LH, ref. SLLHRO4NL) e 2mm
(0.22um) (Millex®-LH, ref. SLLHRO4NL);
Micropipetas de 100, 200 e 1000pl;
Pipetas de vido;
Tetinas;
Recipiente para gelo;
Seringas de 2ml com agulha;
Suportes;
Tubos de vidro de 10ml com rolha para extrac¢do de lipidos;

Tubos de vidro de 10ml de fundo cénico;

NS NI N N N N SR NN

“Vials” (frascos de colocagdao da amostra no injector automatico).

Equipamento

Agitador automatico (Multi Tube Vortexer , modelo VX-2500);
Banho de agua (Memmert, modelo WNB 7-45);

Centrifuga (Heraeus Instruments, Labofuge 400¢);

Coluna Lichrospher® RP-18, 250/4 cm, Sum;

Evaporador com fluxo de azoto (7Techne, modelo FSC 4000);

SN N N N N %

Aparelho HPLC (Lachrom, Merck Hitashi) e computador com software de controlo
(HSM-system 1),

Detector “diode-array” (DAD) (Hitachi, modelo L-7455);

Sistema de filtragem da fase movel (E.M.G., modelo 63/2);

v Vortex (Heidolph, modelo Deax 2000).

ANEEN

B.3.4. Reagentes e solucoes
v' Etanol absoluto (Panreac, ref. 121086.1212): fornecido em frascos de 2.5L;
v Etanol 96%: mediu-se 4mL de H,0 destilada e adicionou-se 96mL de etanol absoluto,

de modo a fazer um volume final de 100mL;

v' KOH (Merck, ref. 6498): fornecido em pastilhas e em frasco de 1kg;
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v" Solugio 0.6M de KOH em etanol a 90%: Pesou-se 3.37g de KOH e dissolveu-se em
10mL de H,O destilada, sob agitacdo. Adicionou-se lentamente ¢ em volumes
reduzidos etanol a 90% até se perfazer o volume final de 100mL;

v' n-Hexano (Merck, ref. 1.04367): fornecido em frascos de 1L;

v Metanol para HPLC (VWR, ref.0502679) (J. T. Baker, ref. 8404): fornecido em frascos
de 2,5L;

v" H,0 destilada;

v" H,0 para HPLC (VWR, ref. 0604270): fornecida em frascos de 2.5L;

v' Brassicasterol (Sigma, ref. B4936): fornecido em frascos de 5mg e armazenado a 2-
8°C;

v" Solugio de Brassicasterol 500uM: adicionou-se 1.99mg de brassicasterol a um volume
de 10ml de etanol a 96% e deixou-se a agitar lentamente até dissolver. Armazenar a -
20°C;

v" Colestanol (Dihidrocolesterol) (Sigma, ref. D-6128): fornecido em frascos de 10g e
armazenado a temperatura ambiente;

v Solugdo de Colestanol 1mM: adicionou-se 38.9mg de colestanol a um volume de
100ml de etanol a 90% e deixou-se a agitar lentamente até dissolver. Armazenar a -
20°C;

v Fase movel 100:4 de metanol/H,O (filtrada e desgaseificada).

B.3.4.1. Preparacio dos padroes

Com a solugdo de colestanol de concentracio 1mM, preparam-se padroes de
concentracdes de 500, 200, 100, 50, 25 e 12.5UM para a curva de calibragao e para os ensaios
de determinacdo da sensibilidade do método. Com a solu¢do de brassicasterol de S00uM,

prepararam-se padrdes de 50 e 25UM, para serem utilizados como padrdo interno.

B.3.5. Procedimento

O procedimento para a identificagdo e quantificacdo de colestanol no soro pode ser
dividido em 4 fases:

1. Hidrolise, extracdo de lipidos e obtencdo de extracto seco;

2. Preparagdo das amostras e padrdes;

3. Andlise por HPLC.
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B.3.5.1. Hidrolise, extracao de lipidos e obtencao de extracto seco

1))
2)

3)
4)
5)
6)
7)

8)
9)

10)

Descongelaram-se os soros a temperatura ambiente (T.A.)

Com a ajuda de uma micropipeta adicionaram-se 1000pl de soro a cada tubo de
extragdo de lipidos (tubos de fundo redondo com rolha).

A cada tubo de extragdo de lipidos foram também adicionados 1000pl de KOH 0.6M e
100pl de padrao interno (brassicasterol 25uM).

Os tubos foram colocados no banho de 4dgua durante 30 min. a 55°C, de forma a
promover o corte das ligagdes éster.

Retiraram-se os tubos e colocaram-se a arrefecer a T.A.

A cada tubo adicionou-se 4ml de n-hexano e 1ml de H,0 destilada.

Os tubos de extrac¢do foram colocados num agitador automatico durante 10 minutos.
Depois foram centrifugados durante 5 minutos a 3500 rpm.

Com a ajuda de uma pipeta de vidro, transferiu-se o sobrenadante (fase organica) de
cada tubo de extrac¢do para tubos de fundo conico (sem tocar na interfase). A fase
aquosa foi rejeitada.

A fase organica foi levada a secura total em corrente de azoto.

B.3.5.2. Preparaciao das amostras e padroes

1)

2)

3)

4)

S)

O extracto seco foi retomado com 600ul de fase modvel filtrada e dissolvido por
agitacdo no vortex.

Seguidamente, foram filtradas directamente para um “insert”, utilizando filtros de
reduzido volume morto (0.22 e 0.45um). De modo a minorar as perdas de amostra
durante a filtragem, montou-se um sistema composto por uma seringa, uma ponta de
micropipetas, um filtro e um “insert”.

Quando as amostras ¢ adicionada sobrecarga de um padrao de colestanol, pipeta-se
para um “insert” 150l de amostra filtrada e 150l de padrao de colestanol.

O “insert” foi colocado num vial, foi rolhado e colocado no prato do injector
automatico do HPLC.

Os padroes de colestanol, para as diferentes concentragdes, foram filtrados
directamente para um “insert”, utilizando filtros de reduzido volume morto (0.45um).
O “insert” foi colocado num vial, foi rolhado e colocado no prato do injector

automatico do HPLC.
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B.3.5.3. Analise por HPLC
Antes de efectuar uma analise por HPLC, a coluna C-18, 5 um, foi deixada a
equilibrar com fase movel de um dia para o outro.
A analise foi efectuada com as seguintes condi¢des de detecgdo:
* Eluicdo isocratica (fase mével de metanol/agua 100:4);
* Tempo de corrida 40 minutos;
e Temperatura 30°C;
e Taxa de fluxo: 1 ml/min.;
*  Volume de injeccao da amostra: 200Ul
e Detector DAD com variacdo do comprimento de onda entre 200-400nm e com

comprimento de onda fixo nos 210nm.

A série de andlises iniciou-se quando se registou estabilidade na linha de base. Foi
feita uma lista de injec¢@o no menu correspondente do Software HSM-system 1 e dada ordem
de arranque. Os cromatogramas obtidos foram analisados recorrendo-se a integracdo manual e

automatica do Software, para se determinar as areas dos picos cromatograficos.

B.3.6. Plano de trabalho

As amostras de soro foram sujeitas a diferentes condi¢des de analise. A tabela seguinte

sumaria as varias estratégias de trabalho.
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Tabela B.3.1. Tabela com o plano de trabalho de todos os ensaios com amostras de soro realizados

(ensaios efectuados em duplicado).

Ensaio Amostras
Extrac¢des da amostra A*, com e sem a sobrecarga.
1
2 Extracc¢des das amostras A* e B¥*, com sobrecarga.
2
3 Extrac¢ao de 2 amostras A*, com e sem sobrecarga.
4 Extraccdo de 2 amostras B** com sobrecarga.
5 Extracgdes para a amostra A*, com e sem a sobrecarga.
5
10 Extracgdes para a amostra A*.
As primeiras 5 extracgdes foram feitas com sobrecarga e
6
as ultimas 5 sem sobrecarga.
3 Extrac¢des para a amostra A*. Amostras filtradas com
7 filtro de 0.22 pm e com sobrecarga.
4 ExtraccOes para a amostra C*, com sobrecarga.
8
9 Repeticao do ensaio 8.

Nota: Para a sobrecarga ¢ utilizado um padrdo de colestanol de 100uM.
Legenda: A* - “Pool” de soros controlo negativo para défices da biossintese de colesterol;
B** - “Pool” de soros controlo negativo para CDT;

C" - Soro fornecido por mim.

B.4. Resultados e Discussao dos Resultados

B.4.1. Linearidade do método

Foi feita uma curva de calibracdo para o colestanol, de forma a verificar a linearidade

do método.
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Tabela B.4.1. Areas dos picos cromatograficos para as diferentes concentragdes do padrio de

colestanol.
Padrao de Colestanol
Concentrac¢io (UM) Area
200 19023
100 9411
50 3740
25 1790
20000
13000 v =93.69x
R:=0,992 “olests
L0000 S ——("olestanol

7
/ Linear {(Colestanol)
SO /

(’ T T 1
G 100 200 300

Areas dospicos

Cloncentracio (uMh)

Figura B.4.1. Recta de Calibragdo do colestanol. A linha em azul corresponde aos resultados obtidos com a
solu¢do padrdo de colestanol e a linha amarela corresponde a linha de tendéncia. A equagdo da recta é y =

93,69.x ¢ 0 R*=0.992.

A curva de calibragio do padrio de colestanol apresentou um valor de R? muito
proximo de um (R*=0.992), pelo que a recta de calibragio ¢ linear como se comprova pela
linha de tendéncia. Desta forma, pode-se concluir que o método ¢ linear e variacdo da

concentragdo segue um padrdo linear.

B.4.2. Repetibilidade do método

A determinacdo da repetibilidade foi feita repetindo 10 vezes o doseamento da mesma
“amostra” (padrao de colestanol com concentragao de 100uM), no mesmo dia e sob as
mesmas condi¢cdes de ensaio. Para avaliar a repetibilidade calculou-se o coeficiente de

variagao (%) intra-série.

Coeficiente de variagdo (%) = (desvio padrao/média) x 100
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Nota: quanto menor for o valor do coeficiente de variagdo em %, maior ¢ a reprodutibilidade.

O célculo das concentragdes do padrdo de colestanol foi feito por interpolagdo a recta
de calibracdo, utilizando a respectiva equacdo. Dado a linearidade do método, pode-se
determinar a concentragao dos compostos, utilizando uma férmula e fazendo sempre correr

em cada série o padrdo de colestanol com concentragdo conhecida.

Formula para o calculo das concentracdes do composto:

Concentragiio (uM) = Areaamostra x Concentragio do padrio (uM)
Area do Padrao

Os valores para a determinagdo da repetibilidade do método estdo apresentados na

tabela B.4.2.

Tabela B.4.2. Valores obtidos no ensaio do proprio dia.

. o ‘ . Concentracgoes
Repeti¢oes Area dos picos calcula dgs

1 10004 106.78

2 9258 98.82

3 9257 98.80

4 9062 96.72

5 9159 97.76

6 9760 104.17

7 9062 96.72

8 9194 98.13

9 9437 100.73

10 9681 103.33

Parametros

Média 9387 100.20
Desvio Padrao 323 3.45
Coef. Variacao (%) - 3.44

Legenda: Coef. Variagdo = Coeficiente de Variagdo.

O coeficiente de variacdo apresenta um valor de 3.44%, valor este aceitavel para a

validacao de um método, tendo o método apresentado uma boa repetibilidade.
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B.4.3. Quantificacdo dos niveis de colestanol no soro

Foram analisados por HPLC-DAD, soros e “pools” de soros de varios controlos e uma

amostra de soro fornecida por mim.

O objectivo ¢ quantificar os niveis de colestanol em diferentes soros, calculando as

respectivas concentracdes, através da integra¢do dos valores das areas dos picos de colestanol

identificados nas amostras e pela curva de calibragdo do colestanol. As quantidades de

colestanol detectadas nos soros sao depois comparadas com os valores de referéncia descritos

na literatura e determinados por diferentes métodos (tabela B.4.3.).

Tabela B.4.3. Levantamento bibliografico de valores de referéncia dos niveis de colestanol no soro

descritos em doentes com Xantomatose Cerebrotendinosa e grupos controlo.

Valores de referéncia do

Concentracio de Colestanol em

Metodologia Colestanol Doentes CTX Referéncias
(LM) (pg/ml) (LM) (pg/ml)
HPLC
(com o uso de um
reagente 252-238 | 137-928 (Tsuruta et al., 1993)
fluorescente)
5 doentes: 5 doentes:
1.° 61 1.2 23.7
2° 19 2.° 738
- 33-125 1.28 —4.86 3.° 46 3° 179 (Verrips et al., 1999)
4° 63 4° 24.48
5.°100 5.° 389
HPLC - UV 3.86 - 14.7 1.5-5.7 - - (Halperin et al,, 2000)
54 doentes CTX >4 doentes
de 30 familias | C L% d¢30
- 33-125 1.28 —4.86 . ] familias varia (Verrips et al., 2000)
varia entre:
19-311 entre:
7.38 —120.86
GC-MS 15 5.8 82.35 3 (Burnett et al,, 2001)
2 doentes: 2 doentes:
- - - 1.° 102.42 1.° 39.8 (Lorincz et al., 2005)
2° 111.17 2° 432
HPLC-MS 8.03 —32.37 3.12-12.58 (Nagy et al., 2006)
(Siman-Tov et al.,
- 2.57-12.8 1.0-5.0 60.73 23.6 2006)
Gas liquid 2 doentes: 2 doentes:
chro;‘lsat:)q‘; N 1°90.01+0.15 1° 354006  (Bhattacharyya et al.,
gAY 5141543 20-60 | 2°9264+129 2°36%0.5 2007)
(GLC)
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- - - 22.9 8.9 (Okuma et al., 2007)

- <17 <6.6 82.35 32 (Geraldes et al., 2007)

i B (Panzenboeck et al.,
- - 33.45-128.67 13-150 2007)

B.4.3.1. Cromatogramas

A analise por HPLC de um padrao de colestanol de 100lM permite obter o seguinte

cromatograma:

0.010

0.008 —

0.006

0.o0z

ibsorbance (AT)

0.000 -~

-0.002

-0.004 -

-0.006 —

Colestanol

] 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Retention Time (minj

Figura B.4.2. Cromatograma obtido por andlise HPLC com detector DAD de um padrdo de colestanol

com concentra¢ao de 100uM. O tempo de retengdo do colestanol é de 27.02 minutos.

Os cromatogramas obtidos com as amostras de soro com sobrecarga de um padrao de

colestanol de 100pM, permitem uma melhor visualizacdo e identificagdo dos picos de

colestanol em cada analise (fig. B.4.3.), do que sem sobrecarrega (pico de colestanol muito

pequeno). O uso da sobrecarga permite a confirmacdo de que o pico identificado no

cromatograma corresponde ao de colestanol.
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Figura B.4.3. Cromatograma de HPLC de uma amostra de soro com sobrecarga de um padréo de

colestanol com concentragdo de 100 pM. O tempo de retencéo do colestanol € de 26,09 minutos.

B.4.3.2. Quantificacdo do colestanol

Recorrendo a formula empirica e a integracao das areas dos picos de colestanol
identificados, foram determinadas as concentracdoes de colestanol nas diferentes amostras,
embora, estas também possam ser determinadas por integracdo das areas na equacdo da recta

de calibragdo, quando o método ¢ linear.

A concentragao dada pela formula para o calculo das concentragdes do composto
(seccdo B.4.2.) apenas fornece a concentragdo de colestanol nos 200ul de extracto injectado
no aparelho e o que se pretende, ¢ o valor da concentragdo de colestanol no soro adicionado
inicialmente. Ha que atender a que depois da secura total em azoto os extractos sao retomadas
com 600ul de fase movel filtrada (correspondendo a quantidade existente em 1 ml de soro
submetido a andlise), pelo que, a formula anteriormente proposta, ¢ adicionado o factor de
dilui¢do 0.6, que corresponde a dilui¢ao de 600/1000 da retoma da amostra. A férmula toma

assim a seguinte estrutura:

Concentracio (uM) = Area amostra x Concentracdo do padrdo (uM) x factor de diluicao,cioma
Area do Padrao

Em que o factor de dilui¢do ¢ de 0.6, a area do padrdo corresponde a area do padrao de

colestanol de 100uM e a concentragdo padrao ¢ de 100uM.
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No caso, das amostras com sobrecarrega de um padrao de colestanol de 100uM, a

formula toma outra configuragao:

Concentrac¢io (uM) = j(Areaamostrambrecarg — Areapadrgm 50 um) X 2) x Concentragdo do padrdo (uM) x factor dilui¢a0;eioma
Area do Padrio

Em que a Area amostra = (Areaamostra+sobrecarga - Areapadrg10 s0 um) X factor dilui¢do, onde
o factor de diluigdo ¢ 2, uma vez que a diluigdo foi de 1/2.

O factor de diluicao da retoma ¢ de 0.6, a area do padrao corresponde a area do padrao
de colestanol de 100uM e a concentracao padrao ¢ de 100uM.

A area do padrdo da sobrecarga de colestanol na forma diluida corresponde a area do
padrao de colestanol de 50uM, uma vez que, com a adi¢ao do padrao de 100uM a amostra, a

sua concentracao ¢ diluida para 50uM.

A tabela B.4.4. que se segue sumaria os resultados das concentragdes de colestanol

obtidas nas diferentes amostras de soro, submetidas a varias condi¢des de analise.

Tabela B.4.4. Concentragdes de colestanol determinadas nas diferentes amostras de soro utilizadas nos

diferentes ensaios.

Ensaio Amostras Concentracio (uM) de Colestanol nas amostras
Média dos ensaios  Desvio padrao Intervalo

1 Amostra A* (n=4) 79.89 11.29 68.6-91.18
Amostra A* (n=4) 109.74 2.76 106.98 — 112.50

2 Amostra B** (n=4) 90.01 3.56 86.45 —93.57

1.° Amostra A* (n=4 40.35-63.45

3 20 Amostra A* En— 4; 4511.691 191.9565 31.65-51.57

1.° Amostra B** (n=4) 32.01 3.75 28.26 -35.76

! 2.° Amostra B** (n=4) 25.53 8.90 16.63 —34.43
5 Amostra A* (n=10) 8771 16.84 70.87 — 104.55
6 Amostra A* (n=20) 125.22 11.56 113.66 — 136.78
7 Amostra A* (n=6) 115.86 12.66 103.20 — 128.52
8 Amostra C* (n=8) 171.53 6.29 165.24 - 177.82
9 Amostra C* (n=8) 139.55 10.66 128.89 —150.21

Legenda: A* - Soros controlo negativo para défices da biossintese de colesterol;
B** - Soros controlo negativo para CDT;

C"* - Soro fornecido por mim.
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As concentragdes de colestanol obtidas nestas amostras sdo muito superiores as dos
valores de referéncia descritos na literatura, determinados por diferentes métodos. Além disso,
as concentragdes de colestanol nos diferentes ensaios oscilam de grandeza, mesmo quando ¢
utilizada a mesma amostra de origem. Esta observacdo sugere que possa existir uma
interferéncia, com o tempo de retencdo idéntico ao do colestanol, nomeadamente, outro
esterol presente na amostra com peso molecular idéntico ou proximo ao do colestanol e que
esteja a migrar e a ser identificado e quantificado no mesmo pico que o do colestanol. Esterdis
com pequenas diferengas na composi¢ao quimica, mais especificamente, no peso molecular,
podem interferir com o tempo de reten¢do dos compostos, o que influencia a quantificagdo
dos picos, 0 que no nosso caso, pode provocar valores anormais de colestanol (que ¢ o caso,
exageradamente elevados) em amostras de individuos normais.

Do ensaio 6 para o ensaio 7, mudou-se a marca de metanol utilizado na preparagao da
fase movel, para descartar possiveis influéncias que a fase movel teria nos resultados,
contudo, como se comprova com os resultados obtidos, as concentracdes de colestanol
determinadas nos dois ensaios ndo variaram significativamente.

Observando o cromatograma de uma das amostras de soro (fig. B.4.3.), verifica-se que
ao lado e com tempos de retengdo muito proximos ao do pico do colestanol, aparecem outros
picos de compostos ainda ndo identificados, que podem estar a ter alguma interferéncia na
quantificagdo do pico de colestanol, pois estdo a sobrepor-se ao pico ou a alterar a linha de
base do cromatograma, alterando o valor da érea.

Uma das alternativas ou solucdo para evitar a interferéncia de outros compostos na
identificacdo e quantificacdao de colestanol no soro, por este método, seria optimizar o método
para outras condi¢des, variando a temperatura, a pressdo € a constitui¢do da fase movel ou
alterar a preparacdao das amostras, fazendo uma derivatizagao para rejeitar outros compostos
contidos na amostra. No entanto, estas possiveis solugdes apenas aqui sao sugeridas, uma vez
que até a data, ainda ndo foram possiveis de ser praticadas face ao pouco tempo disponivel
para as realizar, a sobrecarga do aparelho em termos de utilizagdes diversas e face aos custos
de material que estas experiéncias acarretariam.

Embora se tenha determinado a linearidade e repetibilidade deste método nao foi feito
o ensaio da reprodutibilidade, dada a falta de especificidade do método, para a quantificagdo

do colestanol em amostras de soro, tal como explicado anteriormente.
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B.5. Conclusao

Este método HPLC-DAD apesar de ser bastante linear e repetivel, ndo apresenta
sensibilidade e especificidade suficiente para a quantificacdo dos niveis de colestanol em
amostras de soro, embora se tenha mostrado bastante sensivel na quantificacdo de outros
esterois.

Assim, o objectivo de utilizar o método HPLC-DAD, previamente optimizado, na
analise do colestanol em amostras de soros controlos e doentes com CTX, ndo foi atingido.
Contudo, esta experiéncia tem aspectos positivos, nomeadamente em termos de pratica
laboratorial € no conhecimento adquirido, na elaborag¢ao de hipoteses e sua eliminacao e em

procurar solugdes alternativas.
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