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No ambito deste trabalho, foram descritos dois métodos cromatograficos, a
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector “diode-array” (HPLC-DAD) e a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS), para a andlise simultanea
de diversos esterdis em amostras bioldgicas. O objectivo principal da optimizagdo e
implementag¢do destes métodos foi a sua aplicacdo no diagnostico bioquimico pré-natal de

défices da via de biossintese de colesterol.

O método HPLC-DAD optimizado, embora possa ser aplicado a avaliagdo da actividade
enzimatica da 7-dehidrocolesterol reductase em tecidos biologicos, como descrito no Anexo
A, ndo se mostrou adequado a separagdo, identificagdo e quantificacdo dos diversos esterois
em amostras complexas. Para tal e como alternativa, recorreu-se a optimizacao de um método
de GC-MS, com base na bibliografia disponivel e no método j4 em uso na UBC do CGMIM
para a quantificagdo do 7-DHC, uma vez que, este ¢ um dos métodos mais utilizados pela
literatura na quantifica¢do de ester6is em amostras bioldgicas.

O método GC-MS implementado, operando num modo de ido selectivo (SIM), mostrou
ser linear, ter uma boa repetibilidade e reprodutibilidade, ter boas taxas de recuperacao e boa
sensibilidade, pois permitiu limites de detec¢cdo e quantificagdo muito baixos, para todos os
esterois em estudo. O uso do modo SIM aumenta a especificidade da analise, minimizando o
risco de quantificagdes erradas para os esterois, devido a co-elui¢des com impurezas. Desta
forma, o método GC-MS ¢ sensivel e preciso, permitindo a identificagdo, separacdo e
quantificagdo do colesterol, 7-DHC, desmosterol, latosterol e [-sitosterol nos fluidos
bioldgicos. O desenvolvimento do método permitiu diminuir em cerca de 60% o tempo de
analise de cada amostra, quando comparado com a metodologia previamente utilizada na

UBC do CGMJM.

Através do método GC-MS, foram aferidos valores de referéncia para o colesterol, 7-
DHC, desmosterol, latosterol e B-sitosterol, em amostras de liquidos amniéticos de fetos sem
patologia e em funcao da idade gestacional. Verificou-se que (1) com o avanco da gravidez, a
concentra¢do de colesterol, respectivos precursores e [3-sitosterol aumenta, (2) que existe uma

relagdo de proporcionalidade directa entre a concentracao de todos os esterdis e o aumento da
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gestacdo, (3) que existe uma crescente necessidade de colesterol para o desenvolvimento fetal
e um aumento da via de biossintese de colesterol, com consequente aumento dos precursores
de colesterol, a medida que aumenta o nimero de semanas de gestacao.

O teste de hipoteses — teste das medianas, corrobora a existéncia de uma relacdo de
proporcionalidade directa e de dependéncia entre a concentragdo de esterol e a semana de
gestacdo, o que estd relacionado com a crescente necessidade de colesterol para o
desenvolvimento fetal.

Os valores de referéncia determinados para cada esterol no LA, nas diferentes semanas
de gestacdo, sdo uteis para a validagdo dos resultados no diagndstico bioquimico pré-natal de
erros inatos da biossintese de colesterol, principalmente para o diagnostico de SLO, podendo

também aplicar-se a situacdes de Latosterolose e Desmosterolose.

A analise por GC-MS de uma amostra LA de um feto com SLO, permitiu verificar que
a concentragdo de colesterol era inferior a dos valores de referéncia definidos e, que as
concentragdes de 7-DHC, latosterol e B-sitosterol sdo maiores no feto SLO do que nos fetos
sem patologia. O mesmo aconteceu em relagdo a razao esterol/esterdis totais da via de
biossintese de colesterol. Como a sindrome SLO se caracteriza bioquimicamente por niveis
baixos de colesterol e niveis elevados de 7-DHC nas amostras biologicas, constatou-se que

este método permite o diagnostico de casos de sindrome SLO.

Em conclusdao, o método GC-MS implementado permitiu estabelecer valores de
referéncia para os esterdis no LA e ¢ aplicavel no diagndstico bioquimico pré-natal de défices

da via de biossintese de colesterol.
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