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ColesterolColesterol

� Lípido neutro. Molécula de 27 carbonos;

� Componente importante:

1. das membranas plasmáticas e mitocondriais (fluidez da membrana);

2. das bainhas de mielina do SNC e periférico;

�� Precursor de uma vasta gama de moléculas: hormonas esteróides, sais

biliares, oxiesteróides e neuroesteróides.

� Função na embriogénese e morfogénese.

� Alguns esteróis (precursores do colesterol), são compostos

biologicamente activos e de importância fisiológica – marcadoresmarcadores

bioquímicosbioquímicos dada biossíntesebiossíntese dede colesterolcolesterol..



Erros  Hereditários na Biossíntese de ColesterolErros  Hereditários na Biossíntese de Colesterol

Síndromes polimalformativas que provocam uma diminuição
da biossíntese endógena de colesterol e a acumulação de

SíndromeSíndrome SmithSmith--LemliLemli--OpitzOpitz
(SLO)(SLO)

DesmosteroloseDesmosteroloseLatosteroloseLatosterolose

da biossíntese endógena de colesterol e a acumulação de
precursores esteróis.



Dihidrolanosterol

8(9)-Colestenol

DéficesDéfices dada Biossíntese de Biossíntese de ColesterolColesterol

Acetato

3-Hidroxi-3-metilglutaril - CoA

Mevalonato

Esqualeno

Lanosterol

Vitamina D

8-dehidrocolesterol
3β-hidroxiesterol-∆∆∆∆7 reductase

Ácidos biliares Hormonas esteróides

8(9)-Colestenol

Latosterol

7-dehidrocolesterol

Colesterol

NADPH

NADP+

Desmosterol

Zimosterol

Colesta-7,24-dien-3β-ol

7-dehidrodesmosterol

3β-hidroxiesterol-∆∆∆∆5 reductase

3β-hidroxiesterol-∆∆∆∆24 reductase
SLOSLO

LatosteroloseLatosterolose

DesmosteroloseDesmosterolose



� Transmissão autossómica recessiva;

� Défice da enzima 33ββ--hidroxiesterolhidroxiesterol--∆∆∆∆∆∆∆∆55 reductasereductase;

� Apenas 2 casos descritos na literatura;

Latosterolose (MIM 607330)Latosterolose (MIM 607330)

� Apenas 2 casos descritos na literatura;

� Características bioquímicas:

• ↓ Colesterol

•• ↑ Latosterol↑ Latosterol

(Porter, 2002)



� Transmissão autossómica recessiva;

� Défice da enzima 33ββ--hidroxiesterolhidroxiesterol--∆∆∆∆∆∆∆∆24 24 reductase (DHCR24)reductase (DHCR24);

� Apenas 2 casos descritos na literatura;

Desmosterolose (MIM 602398)Desmosterolose (MIM 602398)

� Apenas 2 casos descritos na literatura;

� Características bioquímicas:
• ↓ Colesterol;
•• ↑ Desmosterol↑ Desmosterol

(Herman, 2003; Clayton, 1998; Porter, 2002)



� Transmissão autossómica recessiva;

� Défice da enzima 77--dehidrocolesterol reductase (DHCR7)dehidrocolesterol reductase (DHCR7);

� Incidência: 1/10.000 – 60.000 indíviduos;

Síndrome de SmithSíndrome de Smith--LemliLemli--Opitz (MIM 270400)Opitz (MIM 270400)

� Incidência: 1/10.000 – 60.000 indíviduos;

�Características bioquímicas:

•• ↑ 7↑ 7--Dehidrocolesterol (7Dehidrocolesterol (7--DHC)DHC);

• ↓ Colesterol;

•• ↑ 8↑ 8--Dehidrocolesterol (8Dehidrocolesterol (8--DHC)DHC).

(Herman, 2003; Clayton, 1998; Porter, 2008)



� Características fenotípicas:

• Microcefalia; 

• Narinas antevertidas;

• Polidactilia;

• Síndrome de malformação;

Síndrome de SmithSíndrome de Smith--LemliLemli--Opitz (MIM 270400)Opitz (MIM 270400)

• Síndrome de malformação;

• Sindactilia dos 2º e 3º dedos dos pés;

• Ambiguidade genital no sexo masculino;

• Atraso mental. 
Características fenotípicas SLO 

(retirado de Porter, 2002)

(Herman, 2003; Clayton, 1998; Porter, 2008)



ObjectivoObjectivo

� Optimizar um método de Cromatografia Gasosa com Espectrometria
de Massa (GC/MS), que permita a identificação e quantificação em
simultâneo de diversos esteróis: colesterolcolesterol, 77--DHCDHC, desmosteroldesmosterol e
latosterollatosterol em diferentes amostras biológicas.

� Estabelecer valores de referência para os diversos esteróis em líquidos
amnióticos (LA) de fetos normais, com diferentes semanas de gestação
(13 – 22 semanas).



Metodologia para a quantificação dos esteróisMetodologia para a quantificação dos esteróis

(+ Banho a 55ºC)

Preparação das amostras e 
curva de calibração

Hidrólise dos ésteres

LA

(+ KOH + PI)

� Cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (GC/MS) (QP 2010

Plus®, Shimadzu com software Labsolutions –

GCMS solutions Shimadzu), operando num

� 100 amostras de LA, agrupadas por diferentes
idades gestacionais – das 13 às 22 semanas de
gestação.

Extracção e concentração dos lípidos

Derivatização

(+ n-Hexano); (+  N2)

(+ Piridina + BSTFA)

GC/MS

GCMS solutions Shimadzu), operando num
modo de ião selectivo (SIM).
Coluna apolar, de sílica (Coluna EquityTM-1,
Supelco) (15m x 0.1mm x 0.1µm).

Método adaptado de Ahmida et al., 2006; Chevy et al., 2005; Kelley, 1995; Kratz e Kelley, 1999; Irons e Tint, 1998.

� Utiliza-se como padrão interno o
epicoprostanol.



�� CondiçõesCondições dede detecçãodetecção nono GC/MSGC/MS::

• Volume de amostra: 1µl;
• Razão de split: 40;
• Gás de arrasto: Hélio com pressão 535.9 kPa (fluxo total de 25.7mL/min, fluxo da
coluna: 0.55mL/min);
• Temperatura do injector é de 300ºC e a da linha de transferência 290ºC;
• Programa: temperatura inicial de 250ºC durante 2 min. e 60s, subindo depois à
velocidade de 8º/min. até 300ºC;
• Duração da corrida: 11 min. e 5s.

� Os esteróis foram identificados pelos respectivos tempos de retenção, espectros de

CompostoComposto Iões (m/z)Iões (m/z) Tempos de retenção Tempos de retenção 
(minutos)(minutos)

Epicoprostanol 370 7.79

Colesterol 329 8.30

7-DHC 325 8.54

Desmosterol 343 8.52

Latosterol 255 8.66

� Os esteróis foram identificados pelos respectivos tempos de retenção, espectros de
massa e quantificados pelos iões (m/z) mais comuns.



Validação do métodoValidação do método
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O método é linear, tem uma boa repetibilidade e reprodutibilidade para todos os
esteróis.

CompostoComposto CoefCoef.. Variação (%) Variação (%) 
IntraIntra--série série 

((n=n= 5 ensaios no mesmo5 ensaios no mesmo dia)dia)

CoefCoef.. Variação (%)Variação (%)
InterInter--série série 
((n=n= 5 dias)5 dias)

Colesterol 1.8 2.8

7-DHC 0.5 3.5

Latosterol 2.2 2.6

Desmosterol 2.3 3.2

Concentração de Colesterol (µM) : 0, 5, 10, 20, 40 e 60 Concentração de cada composto (µM) : 0, 0.5, 1, 2, 5 e 10



Limite de detecção e quantificação dos esteróisLimite de detecção e quantificação dos esteróis

CompostoComposto Limite inferior de Limite inferior de 
detecção (LID) detecção (LID) 

((nnmolmol/L )/L )

Limite inferior de Limite inferior de 
quantificação (LIQ) quantificação (LIQ) 

((nnmolmol/L )/L )

Colesterol 10 50

7-DHC 0.8 1

Latosterol 1 5Latosterol 1 5

Desmosterol 5 10

Limite inferior de detecção (LID): razão sinal/ruído = 3.

Limite inferior de quantificação (LIQ) ): razão sinal/ruído = 10.



CromatogramasCromatogramas

PI Colesterol

Desmosterol

7-DHC

Latosterol Cromatograma de um
padrão de esteróis com
concentração de 40µM
para o colesterol e de
5µM para o latosterol, 7-
DHC e desmosterol.

PI

Colesterol

Desmosterol

7-DHC

Latosterol

Cromatograma de um
líquido amniótico com 16
semanas de gestação.



Valores de referência dos esteróisValores de referência dos esteróis

� QuantificaçãoQuantificação dosdos esteróisesteróis:: modo SIM (identificação dos compostos pelo iões
característicos (m/z)), através da integração das áreas dos respectivos compostos,
pelo método do padrão interno e utilizando curvas de calibração.

� “Range” de concentrações em µmol/L de cada esterol (média ± SD) :

IdadeIdade de gestação de gestação 
(semanas)(semanas) ColesterolColesterol 77--DHCDHC DesmosterolDesmosterol LatosterolLatosterol

1313 22.540 ± 2.304 0.004 ± 0.002 0.151 ± 0.049 0.025 ± 0.0077

26.016 ± 3.511 0.005 ± 0.002 0.201 ± 0.029 0.039 ± 0.02061414 26.016 ± 3.511 0.005 ± 0.002 0.201 ± 0.029 0.039 ± 0.0206

1515 31.595 ± 6.860 0.007 ± 0.005 0.223 ± 0.039 0.057 ± 0.023

1616 34.101 ± 4.390 0.009 ± 0.003 0.260 ± 0.043 0.059 ± 0.022

1717 37.103 ± 5.182 0.018 ± 0.006 0.272 ± 0.143 0.092 ± 0.038

1818 42.054 ± 3.441 0.020 ± 0.006 0.281 ± 0.078 0.137 ± 0.082

1919 47.703 ± 3.596 0.027 ± 0.007 0.309 ± 0.079 0.319 ± 0.097

2020 52.207 ± 5.890 0.099 ± 0.001 0.394 ± 0.034 0.586 ± 0.067

2121 54.466 ± 6.764 0.136 ± 0.019 0.666 ± 0.144 0.691 ± 0.073

2222 55.443 ± 2.593 0.152 ± 0.015 0.688 ± 0.046 0.812 ± 0.134



� Com o aumento da idade de gestação, a quantidade de esteróis no LA
também aumenta.
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� Há um acentuado aumento da concentração de colesterol com o aumento das
semanas de gestação.

Este aumento deve-se à crescente necessidade de colesterol para o
desenvolvimento do feto.

O aumento dos precursores é explicado pelo aumento da síntese endógena de
colesterol.



ConclusõesConclusões

� O método é sensível e preciso, permitindo a identificação, separação e
quantificação do colesterolcolesterol, 77--DHCDHC, desmosteroldesmosterol e latosterollatosterol nos fluídos
biológicos.

� Os resultados indicam que com o avanço da gravidez, a concentração de
colesterol e respectivos precursores aumenta. Este facto está relacionado com
a necessidade de colesterol para o desenvolvimento fetal.

� Os valores de referência determinados para cada esterol no LA nas diferentes
semanas de gestação são úteis para a validação dos resultados no diagnóstico
bioquímico pré-natal de erros inatos da biossíntese de
colesterol, principalmente para o diagnóstico da Síndrome Smith-Lemli-
Opitz, podendo também aplicar-se a situações de Latosterolose e
Desmosterolose.

� O desenvolvimento do método permitiu diminuir em cerca de 60% o tempo
de análise de cada amostra quando comparado com a metodologia previamente
utilizada.
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