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de 25 casos em Portugal
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_Resumo

Os esterois desempenham um papel fundamental nos processos fisio-
l6gicos de praticamente todos os organismos vivos. O esterol mais
abundante nos seres humanos é o colesterol, o qual desempenha uma
multiplicidade de fungdes desde a estrutural & sinalizagdo. A extracéo e
analise de esterdis no plasma é complexa devido a sua insolubilidade,
sequestragao dentro das lipoprotefnas e a grande diferenga entre cada
tipo de esterol. Os autores apresentam a casuistica referentes a anélise
de 13 esterdis e fitosterdis em plasma e liquido amnidtico.

_Abstract

Sterols play essential roles in the physiological processes of virtually all
living organisms. In Man, the most abundant sterol is cholesterol, which
has a myriad of functions in biology, ranging from structural to signal-
ing. The extraction and analysis of sterols in human plasma present a
unique challenge due to their virtual insolubility, sequestration within li-
poproteins, and dramatic differences in the levels of individual sterols.
We present our positive results of the analysis of 13 sterols and phyto-
sterols from human plasma and amniotic fluid in a single GC-MS run.

_Introdugéo

O colesterol é o principal lipido encontrado nas células de ma-
miferos (). Para além de desempenhar um papel estrutural
nas membranas celulares e na bainha de mielina é também um
precursor de varios compostos tais como acidos biliares, oxies-
terdis, neuroesterois, glucocorticoides, mineralocorticoides e
hormonas sexuais (testosterona e estrogénio). O colesterol en-
contra-se igualmente envolvido no ciclo celular, na sinalizagao
durante o desenvolvimento embrionario e, devido a variedade
de fungoes bioldgicas atribuidas ao colesterol, a sua deplegao
durante a gravidez provoca consequéncias graves no desenvol-
vimento fetal (2:3),

Na literatura, diferentes estudos tém demonstrado que vérias
sindromes malformativas humanas sdo devidas a mutagcdes
genéticas que envolvem enzimas da biossintese do coleste-
rol e sdo caraterizadas pela acumulacdo de niveis anormais
de esterdis nos fluidos bioldgicos e tecidos, nomeadamente:
sindrome de Smith-Lemli-Opitz; desmosterolose; sindrome de
Conradi-Hiinermann-Happle (Condrodisplasia puntacta tipo 2
dominante ligada ao X) e latosterolose. Outras Doencas Here-
ditarias do Metabolismo envolvidas nos defeitos de absorcéo e
catabolismo do colesterol estdo igualmente descritas, nomea-
damente a sitosterolinemia e a xantomatose cerebrotendinosa
(quadro 1) (4-9),

Sindrome de Smith-Lemli-Opitz (SLOS, MIM #270400): E a
doenga metabolica da biossintese do colesterol mais frequen-
te e melhor caraterizada, descrita pela primeira vez em 1964 e
com uma incidéncia estimada de 1/10.000 a 1/60.000 recém-
nascidos vivos (8).

Desmosterolose (MIM #602398): Desta patologia encontram-se
descritos na literatura apenas trés casos, todos com diferente
apresentacéo clinica (°-19). O quadro clinico & sobreponivel com
a SLOS e até a data ndo existe tratamento eficaz para a des-
mosterolose (9.

Sindrome de Conradi-Hinermann-Happle (CDPX2, MIM
#302960): A CDPX2 tem uma hereditariedade ligada ao cro-
mossoma X e é frequentemente letal nos individuos do sexo
masculino. O fendtipo nos doentes afetados do sexo feminino
é extremamente variado, podendo os casos mais graves ser
incompativeis com a vida devido a alteracoes esqueléticas
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Quadro 1:

Patologia

CDPX2

Desmosterolose

Latosterolose

SLO

CTX

B-sitosterolemia

Erros inatos da sintese, absorgéo e catabolismo do colesterol diagnosticados pela cromatografia de esteréis (5-10),

Enzima/proteina
deficitaria

3B-hidroxesterol
A8-A7 isomerase

3B-hidroxesterol
A24 redutase

3B-hidroxisterol
A5 insaturase

3B-hidroxisterol
A7 redutase

esterol 27-
hidroxilase

transportador
heterodimérico
ABCG5/G8

Gene, Cromossoma
e Modo transmissao

EBP
Xp11.22-23
AD, ligada ao X

DHCR24
1p3.1-33
AR

SCsD
11923.3
AR

DHCR7
11g12-13
AR

CTX
2935
AR

ABCG5/ ABCGS8
2p21
AR

Cromatografia
de esterois

18(9)-colestenol
18-DHC
N-{Colesterol

TDesmosterol
N-{Colesterol

TLatosterol
N-Colesterol

17-DHC
18-DHC
N-J{Colesterol

TColestanol
N-Colesterol

TB-sitosterol(nol),
TCampesterol(nol),
TEstigmasterol
N-TColesterol

Clinica

Alteragcdes cutaneas (eritrodermia ictiforme no recém-nascido, lesdes lineares,
atréficas e pigmentares em crianga e hiperqueratose estriada e alopecia em adultos),
cataratas e alteracdes esqueléticas (baixa estatura, encurtamento assimétrico dos
0ss0s longos, baixa estatura, escoliose, calcificacdes da traqueia, laringe e epifises
dos 0ssos longos e alteragdes cranio-faciais).

Malformacgdes congénitas multiplas esqueléticas e do SNC (macrocefalia, ponte
nasal hipoplastica, nédulos gengivais, fenda palatina, ambiguidade sexual, encor-
tamento dos membros e osteoclerose generalizada, dismoria facial, microcefalia,
e atraso de desenvolvimento profundo).

Microcefalia grave, testa ampla, narinas antevertidas, micrognatia, labio superior
proeminente, palato arqueado, hexadactilia pés-axial do pé direito e sindactilia
entre 0 2° e 4° dedo e entre 0 5° e um extra. Desde a infancia com doenga hepatica
colestatica e atraso de desenvolvimento psicomotor grave.

Microcefalia, narinas antevertidas, queixo pequeno, micrognatia, fenda palatina
ou uvula bifida, esteatose do piloro, cataratas, ptose, estrabismo, nistagmo,
fotossensibilidade, rizomelia e polidactilia pdés-axial das méos ou dos pés,
sindactilia dos 2° e 3° dedos dos pés e polegares de implantagcéo proximal e
curtos. Anomalias genitais, cardiovasculares, gastrointestinais, pulmonares
e renais. Atraso de desenvolvimento profundo pré e pdés-natal, atraso mental,
ascite neonatal, ictericia colestatica, fotosensibilidade, multiplos tragos autistas,
hiperatividade, comportamento auto-agressivo e pertubagdes do sono.

Ictericia colestatica, cataratas, atraso mental na infancia. Alteragdes motoras e
xantomas tendinosos na 22 ou 3% década de vida. Arteriosclerose prematura que
pode levar & morte de alguns doentes devido a enfarte do miocardio. Noutros
casos a doenga neurolégica progressiva torna-se letal.

Xantomas tuberosos e tendinosos, doenga cardiovascular, arterosclerose precoce.
Alteragdes hemoliticas (anemia, hemolise esporadica, reticulatose, estomatose e
macrotrombocitopenia). Artrite, esplenomegalia e dor abdominal

AD- transmissé@o autossomica dominante; AR- transmissao autossémica recessiva, CDPX- sindrome de Conradi-Hlnermann-Happle ligada ao X dominante;
CTX- xantomatose cerebrotendinosa; N- Normal; SLO- sindrome de Smith-Lemli-Opitz; T- aumento; |- diminuigao

e internas graves. Com uma incidéncia estimada inferior a

1/400.000 nados-vivos a qual poderé estar subestimada devido

a dificuldade de diagnostico dos casos mais ligeiros bem como

aos possiveis diagnosticos incorretos (19,

Latosterolose (MIM #607330): O primeiro caso a ser diagnosti-
cado foi em 2002 por Burnetti-Pierri e colaboradores, e apenas
se encontram descritos na literatura quatro casos (8). A apre-
sentacao clinica assemelha-se a SLOS podendo, por vezes,
levar a erros de diagndstico.
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Sitosterolinemia (fitosterolinemia, MIM #210250): E uma doenca
rara da captacéo e armazenamento de esterdis originando um
aumento da absorgao dietética de colesterol e esterdis vege-
tais, associado a incapacidade hepatica em excretar esses
esterdis pela bilis (5:6). Estudos recentes demonstraram que
as alteracdes hematoldgicas carateristicas da sitosteroline-
mia podem estar subvalorizadas, podendo até esta doenca
ser confundida com outros tipos de trombocitopenia créni-
ca, corroborando o conceito de que a fitosterolinemia pode
nao ser tdo rara quanto se estima (5). A terapéutica disponi-
vel passa por uma restricao alimentar em fitosterois e marisco,
compostos sequestrantes de acidos biliares (colesteramina)
e inibidores da absorcao de esterdis (ezemitibe), esta Ultima
tem-se revelado bastante promissora (5:6).

Xantomatose cerebrotendinosa (CTX, MIM #213700): A CTX,
doenca rara do metabolismo dos sais biliares, ¢ caraterizada
pela acumulagao de colesterol e colestanol nos fluidos biold-
gicos e tecidos (7).

Estudos apontam que a idade média de doentes diagnostica-
dos com CTX é de 35 anos e o diagndéstico definitivo demora
cerca de 16 anos. O diagndéstico precoce e o tratamento a
longo prazo com acido quenodeoxicolico (750 mg/d) podem
trazer melhorias a nivel dos sintomas neurolégicos e contri-
buir para um prognéstico favoravel (7).

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
(GC-MS) tem sido a técnica de eleicao na anélise de esterois
plasmaticos. A sua aplicabilidade ao liquido amniético (LA) e
as vilosidades coriénicas permite o diagnostico pré-natal de
SLOS (@),

_Objetivo

No presente trabalho é evidenciada a importancia da croma-
tografia de esterdis no diagndstico pré e pos-natal de Doen-
cas Hereditarias do Metabolismo que afetam a biossintese,
absorcao e catabolismo do colesterol, sendo apresentada a
casuistica referentes a andlise de 13 esterois e fitosterdis em
plasma e liquido amnidtico.
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_Material e métodos

A anadlise é efetuada sobre amostras de sangue (plasma ou
soro) e de LA proveniente de diferentes hospitais distribui-
dos em Portugal. O sangue é colhido para tubos contendo
EDTA/heparina de litio e posteriormente é centrifugado 10
min a 3500 rpm. O LA é centrifugado 10 min a 2000 rpm
para remover todo o material celular e o respetivo sobrena-
dante é conservado a -20°C para posterior analise.

O método de extracdo e andlise utilizado foi previamente
descrito (211, O equipamento usado é um GC-MS-Fast
QP2010Plus (Shimadzu Co., Duisburg, Alemanha) para a
analise simultanea de sete produtos da biossintese do coles-
terol (8-dehidrocolesterol (8-DHC), 7-DHC, 8(9)-colestenal,
desmosterol, lanosterol, latosterol e colesterol), um produto
do catabolismo do colesterol (colestanol) e varios fitosterois
e fitostanois (b-sitosterol, campesterol, estigmasterol, sitos-
tanol e campestanol) (figura 1).

_Resultados e discussédo

Desde a implementacdo da cromatografia de esterdis para
diagnostico de doencas da biossintese do colesterol, em
2002, foram identificados 25 doentes: 17 doentes com SLOS
(15 diagnosticos pos-natal e dois de pré-natal), dois casos
de CDPX2, sendo um deles do sexo masculino, cinco doen-
tes com CTX e um caso de sitosterolinemia.

Para além das patologias descritas anteriormente, outro
défice da sintese do colesterol foi também diagnosticado
mas recorrendo a estudos moleculares como é o caso da
sindrome de CHILD (Hemidisplasia Congénita com Eritroder-
mia Ictiosiforme) (4). Nas restantes doengas do metabolismo
do colesterol que nao dispdem de um marcador bioguimico
patognomonico recorre-se a estudos genéticos de forma a
confirmar/excluir a suspeita clinica como é o caso do sindro-
me de Antley-Bixley, sindrome CK, displasia de Greenberg,
défice da oxidase dos C4-metilesterois, para além do sindro-
me de CHILD.




Instituto Nacional de Satide Doutor Ricardo Jorge, IP

( , nsttuto_Nacional de Saude Observagbes_ Boletim Epidemiolégico

Doutor Ricardo Jorge

2016
4

artigos breves_ n. 8

Figura 1: [ Cromatografia de esteréis plasmaticos por CG-MS-Fast.
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Epicoprostanol- padréo interno; 7-DHC- 7-dehidrocolesterol; 8-DHC- dehidrocolesterol.

A- Cromatograma de uma solugdo padrdo de esterois (10 pmol/L); B- Cromatograma de doente com sitosterolinemia; C- Comparacao de perfis cromatograficos: tragado
preto - perfil normal, tragado vermelho - perfil de doente com CDPX2.
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_Conclusdes

A Unidade de Rastreio Neonatal, Metabolismo e Genética do
Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge disponibili-
za, a nivel nacional, o diagnostico bioguimico e molecular dos
erros inatos da sintese, absorgao (fitosterois) e catabolismo
(via metabdlica dos sais biliares) do colesterol.

A alta sensibilidade, que permite 0 uso de pequenos volumes
de amostra, bem como um reduzido tempo de analise, corrobo-
ram o facto de a cromatografia de esterois ser a abordagem pre-
ferencial na anélise destes metabolitos em amostras bioldgicas.

Nestas doencas, a heterogeniedade fenotipica dificulta o seu
reconhecimento pelo clinico, o que contribui para o subdiag-
nostico deste grupo de patologias raras.
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