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RESUMO

As concentragdes séricas de colesterol circulante sdo o produto do balanco entre o input da
absor¢do exdgena por via da alimentacdo, da sintese endégena das vias hepatica e extra-
hepdaticas e da excrecdo. A disrupcdao desse equilibrio pode causar a desregulacdo da
homeostasia do metabolismo do colesterol, com reflexo na patogénese e progressdo da

doenca cardiovascular aterosclerética.

Cada vez é maior o numero de individuos com terapéutica hipocolesterolemiante, mas nem
todos atingem o alvo terapéutico recomendado. Na variacdo do beneficio da terapéutica
(farmacolégica ou dietética) estara certamente implicita a intervariabilidade do metabolismo

do colesterol.

Para o estudo do metabolismo do colesterol pode recorrer-se a métodos absolutos e/ou
relativos. Face ao caracter invasivo, complexo e moroso dos métodos absolutos, sdo cada vez
mais utilizados os percursores da biossintese do colesterol e os fitoesterdis como marcadores
relativos da eficiéncia da sintese e da absorcao do colesterol, respetivamente, tanto mais que

esta abordagem permite uma aplicagdo a larga escala e em estudos epidemiolégicos.

Porém ainda nao existe um método analitico de referéncia, o que dificulta a comparabilidade
de resultados entre estudos e a utilizacdo em anadlises de rotina, estando contudo validada a
determinacdo desses marcadores em amostras séricas humanas por cromatografia gasosa

acoplada a espectrometria de massa ou a deteg¢do por ionizagdo de chama.

By

No nosso estudo do metabolismo do colesterol recorreu-se a cromatografia gasosa-
espectrometria de massa (com monitorizagdo seletiva de iGes) para a determinagdo dos
principais marcadores da sintese (latosterol e desmosterol) e da absorgdo (sitosterol,

campesterol e o colestanol).

Por recrutamento ao nivel dos cuidados de salde primdrios (regido Centro), 212 individuos
adultos (30-65 anos) hipercolesterolémicos (CT =200 mg/dL e/ou c-LDL =100 mg/dL), sem
terapéutica hipocolesterolemiante, foram incluidos no nosso estudo pioneiro de
caracterizacdo do metabolismo do colesterol, através da determinacdo dos referidos
marcadores séricos das vias da sintese e da absorgdo, complementado com a analise da ficha

lipidica e a caracterizacdo sociodemografica, clinica e de estilos de vida.

Foram observadas diferencas significativas em termos dos marcadores do metabolismo do

colesterol e do perfil lipidico, em fun¢do do sexo, apresentando as mulheres, concentracées
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mais baixas dos marcadores de sintese do colesterol e dos parametros lipidicos tradicionais (a

excec¢do do c-HDL) do que os homens.

Verificou-se uma associacao positiva significativa entre a idade e os marcadores da absorc¢do

do colesterol.

A categorizagdo em perfis de metabolismo do colesterol revelou diferengas significativas em
funcdo do sexo e da idade, com os individuos do sexo masculino a evidenciar tendéncia para
um perfil de absorcdo baixa/sintese elevada, o qual estd associado a maior prevaléncia de
obesidade, diabetes e sindrome metabdlica, caracterizado por valores elevados de indice de

massa corporal e de lipidos aterogénicos (e concentragdes baixas de c-HDL).

Mais ainda, o contributo dos marcadores do metabolismo do colesterol na terapéutica
hipocolesterolemiante foi avaliado em idosos hipercolesterolémicos (c-LDL <130 mg/dL)
tratados com estatinas, através do estudo do efeito aditivo da toma de um leite fermentado
suplementado com fitoesterdis (2 g/dia). A redu¢do maxima do c-LDL ocorreu ao fim do
segundo periodo de trés semanas da intervencdo dietética. Observou-se um aumento dos
niveis séricos dos fitoesterdis campesterol e sitosterol. A supressao da absorcdao do colesterol
pelos fitoesterdis traduziu-se por uma diminuicdo dos niveis de colestanol e por um aumento

reciproco da taxa de sintese de colesterol.

Individuos idosos tratados regularmente com o agente inibidor da sintese do colesterol, as
estatinas, ainda tém beneficio clinico através de intervengdo dietética hipocolesterolemiante
sobre a via da absor¢cdo do colesterol, um leite fermentado magro suplementado com

fitoesterais.

Este estudo pioneiro no nosso pais, de caracterizagdo do metabolismo do colesterol veio
disponibilizar gamas de concentragdes de esterdis ndo colesterolémicos usados como
marcadores relativos da sintese e da absor¢do do colesterol, tipicas da populagdo portuguesa,
e assim contribuir para a futura definicdo de intervalos de referéncia, em complementaridade

das classes de risco existentes para o perfil lipidico.

A categorizagdo em perfis de metabolismo do colesterol permite a identificagdo dos individuos
com uma taxa elevada, intermédia ou baixa de absorcdo (ou a inversa taxa de sintese) de

colesterol, podendo ser util na optimizacdo individual da terapéutica hipocolesterolemiante.
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ABSTRACT

Serum cholesterol concentrations reflect the balance between exogenous cholesterol derived
from absorption of dietary cholesterol, endogenous cholesterol from hepatic and extra-hepatic
synthesis, and excretion. The disruption of this equilibrium may lead to the dysregulation of
cholesterol homeostasis, which plays a crucial role in the pathogenesis and progression of the

atherogenic cardiovascular diseases.

There are a growing number of individuals treated for hypercholesterolemia, but most still fail
to attain the therapeutic LDL-C goal. The benefit resulting from a lifestyle/drug lipid-lowering

therapy certainly reflects the broad range of variability of the cholesterol metabolism.

Absolute and/or relative methods can be used for measuring human cholesterol metabolism.
However, absolute measurement is invasive, methodologically complicated and time
consuming. Therefore, the measurement of cholesterol biosynthesis precursors and of plant
sterols, as surrogate markers of cholesterol synthesis and absorption, respectively, is
increasingly being used, particularly because this approach is the only one that can be used for

large-scale trials or population based studies.

But there is still no reference method, which hampers the comparison of results between
studies and their widespread use in routine measurements, although analysis by gas
chromatography-mass spectrometry and gas chromatography-flame ionization detector has

been reported to be completely validated in human serum samples.

In our study of the cholesterol metabolism, gas chromatography-mass spectrometry (with
selective ion monitoring) was used for the determination of the surrogate markers of
cholesterol synthesis (lathosterol and desmosterol) and absorption (sitosterol, campesterol

and cholestanol).

After recruitment at primary health care units (Central region of Portugal), 212 adults (30-65
years old) with hypercholesterolemia (TC 2200 mg/dL and/or LDL-C 2100 mg/dL), none of
whom were on any lipid-lowering therapy, were enrolled in our pioneering study for the
characterization of the cholesterol metabolism, through the quantification of serum
cholesterol absorption and synthesis surrogate markers and classical lipid parameters. The

participants were also evaluated for socio-demographic, clinical and lifestyle characterization.

Overall, sex-specific significant differences were observed in the cholesterol metabolism

markers and lipid profiles; women had lower cholesterol synthesis marker concentrations and
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lipid parameters (except for HDL-C concentrations). Age-related significant differences were
also found, including higher concentrations of cholesterol absorption markers in association

with increasing age.

When categorized into cholesterol metabolism profiles, our study showed sex and age-specific
significant differences. Men had a higher tendency to be included in the low cholesterol
absorption/high cholesterol synthesis trait, which is associated with a higher prevalence of
obesity, diabetes and metabolic syndrome, as evidenced by their higher BMI, higher

atherogenic lipid concentrations and lower HDL-C.

In addition, these surrogate cholesterol markers were also assessed in elderly statin-treated
patients (LDL-C <130 mg/dL) to study the “add-on” effect of 2g/day plant sterol enriched-
fermented milk. Higher LDL-C reduction was obtained after the second 3-week period of
intervention. Serum plant sterols levels of campesterol and sitosterol increased from baseline.
Suppression in cholesterol absorption by plant sterols resulted in lower circulating cholestanol

concentrations and in a reciprocal rise of the synthesis rate.

Elderly patients treated regularly with statins, an inhibitor of the cholesterol biosynthesis, still
show clinical benefit through non-pharmacological lipid-lowering intervention on the intestinal

absorption, such as the association of a plant sterol enriched-low fat fermented milk.

This is the first study conducted in our country for the characterization of cholesterol
metabolism on the basis of non-cholesterol sterols used as surrogate markers of cholesterol
synthesis and absorption, thus, rendering available ranges of concentrations typical of the
Portuguese population, and also contributing for future definition of reference ranges,

complementing the existing risk classes of the classical lipid parameters.

The categorization into profiles of cholesterol metabolism allows the identification of
individuals as having high, intermediate or low rates of gastrointestinal cholesterol absorption
(and the inverse rates of hepatic synthesis), and extends the basis for phenotype-driven clinical

assessments to guide lipid-lowering therapy.
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1.1 ATEROSCLEROSE E O METABOLISMO LIPIDICO

A aterosclerose é uma das principais manifesta¢cdes da doencga cardiovascular (DCV) e a DCV
aterosclerdtica continua a ser a causa major de morte e incapacidade. Na sua patogénese
estdo identificados como componentes-chave, a inflamacdo da parede vascular e a
desregulacdo do metabolismo dos lipidos (Libby et al., 2009). Nos estadios precoces da
aterogénese, a oxidacdo da lipoproteina de baixa densidade (LDL, low-density lipoprotein) e o
desequilibrio do balango das lipoproteinas despoletam a expressdao de citocinas proé-
inflamatérias, tendo como consequéncias a disfuncdo e o dano do endotélio arterial. Por sua
vez, a disfuncdo endotelial leva a acumulacdo sub-endotelial de lipoproteinas aterogénicas e a
adesdo leucocitdria no endotélio (den Dekker et al., 2010). O dano endotelial promove a
formacdo de placas ateromatosas associadas a deposicdo de colesterol e de outros produtos
de excrecdo celular. A acumulacdo de metabolitos de natureza lipidica em tecidos nao
adiposos induz um estado inflamatdrio crénico e promove a infiltracdo e a ativacdo de
macrofagos (Prieur et al., 2010). Através da modulacdo da funcdo macrofagocitaria, os
compostos lipidicos, como por exemplo lipoproteinas oxidadas, acidos gordos livres e o
colesterol, entre outros, propiciam a instabilidade da placa ateromatosa na parede arterial e
contribuem para o desenvolvimento da doenca inflamatéria hepdtica, renal e muscular.

Na interface entre o metabolismo lipidico e a inflamacdo pode ainda destacar-se o papel de
recetores nucleares, tais como o recetor ativado por proliferadores de peroxissoma (PPAR,
peroxisome-proliferated activated receptor) e o recetor X hepatico (LXR, liver X receptor) que
desempenham a fungdo de sensores lipidicos (Prieur et al., 2010).

Em suma, a aterosclerose é reconhecida como uma doenga inflamatdria, onde o sistema
imune desempenha um papel crucial na sua iniciagdo e progressao, tendo na sua patogénese a
desregulacdo da homeostasia dos lipidos, pelo que os niveis circulantes de colesterol
plasmatico tém sido um alvo primario da terapéutica na preven¢do e tratamento da DCV

aterosclerotica (Liu et al., 2006; Libby et al., 2009).

1.2 REGULAGAO DA HOMEOSTASIA DO COLESTEROL

A homeostasia do colesterol corresponde a um processo no qual os niveis de colesterol sdo
regulados de forma controlada, por diversos fatores enddgenos e exdgenos. Para garantir a

homeostasia, o organismo tem de integrar a sintese de novo do colesterol, a captacgdo
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(mediada por recetores) do colesterol da circulacdo, a incorporagdo do colesterol nas
membranas bioldgicas e a secrecdo nas lipoproteinas, assim como a acumulacdo intracelular
de ésteres de colesterol (EC) e o metabolismo dos oxiesterdis, sais biliares (SB) e hormonas
esterodides (Rezen et al., 2011).

Numa primeira instancia, a regulacdo do conteldo intracelular de colesterol livre é feita
através da modificacdo covalente de enzimas, por exemplo por reacbes de
fosforilagdo/desfosforilagdo, sendo, se necessario, posteriormente coadjuvada pela regulagdo
de longo prazo, que pode envolver a transcricdo de enzimas, a degradacdo e a captacao do
colesterol pelos recetores da LDL (LDLR). Se o conteddo em colesterol no figado for baixo
(inferior a 5% do total ao nivel do reticulo endoplasmatico) ocorre a modulagao da expressao
génica, resultando em aumento da captacao do colesterol circulante, reducao do efluxo para o
plasma, elevagdo da sintese de colesterol, diminuicdo da sintese de SB e exportacdo do
colesterol esterificado armazenado. Em situagdo de abundancia de colesterol (acima de 5%)
diminui a biossintese de colesterol, aumenta o efluxo de colesterol para a circulagdo, assim
como a sintese de SB e a esterificacdo (Radhakrishnan et al., 2008). Estes processos sdo
regulados maioritariamente por dois fatores de transcricdo, a proteina ligante do elemento
regulador de esterdis 2 (SREBP2, sterol regulatory element-binding protein 2) e o LXR que
funcionam como sensores lipidicos em resposta aos niveis celulares de esterdis (Rezen et al.,
2011). Estas proteinas envolvidas nesta regulacdo ciclica por retroalimentagdo sdo codificadas
por diversos genes, nomeadamente os genes insulino-induzidos INSIG 1 e 2, o gene da
proteina de ativacdo da clivagem (proteolitica) da SREBP (SCAP, SREBP cleavage-activating
protein) e os genes das proteases dos SREBPs do sitio 1 e 2 (S1P e S2P) (Fink et al., 2005).

Para além desta regulacdo, a sintese do colesterol esta ainda sob o controlo do ritmo

circadiano (Acimovic et al., 2009).

1.3 FISIOLOGIA DO COLESTEROL

1.3.1 Transporte do colesterol

O colesterol é uma molécula lipofilica e é transportado na corrente sanguinea através de
lipoproteinas, particulas complexas, constituidas por moléculas proteicas, as apoproteinas, e
lipidicas (a fragdo lipidica é formada por fosfolipidos (PL), triglicerideos (TG) e colesterol).

A nomenclatura das apoproteinas baseia-se na classificagdo proposta por Alaupovic (1971),
resumindo-se na Tabela 1.1 as principais apoproteinas, a sua funcdo primordial e o respetivo

peso molecular.
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Tabela 1.1 - Caracteristicas das principais apoproteinas (adaptado de Olson, 2000)

Peso molecular

Apoproteina (kDa) Fungao
A-l 29 Estrutural nas HDL; Ativagdo da LCAT
A-ll 17,5 Proteina estrutural nas HDL
B-100 >49 Prote:_r:ia:sc'lc?ufSr;TZe;s \rlsgi,l_lDDll_.’e LDL
B-48 264 Proteina estrutural das Qm
C-1 6,6 Ativagdo/Cofator da LCAT
C-ll 8,9 Ativagdo/Cofator da LPL
C-l 8,8 Proteina estrutural das HDL
E 34 Ligando do recetor das LDL

Legenda: HDL, High-density lipoprotein/Lipoproteina de alta densidade; IDL, Intermediate-density
lipoprotein/Lipoproteina de densidade intermédia; LCAT, lecithin-cholesterol acyltransferase/lecitina-
colesterol-acil-transferase; LDL, low-density lipoprotein/Lipoproteina de baixa densidade; LPL,
lipoprotein lipase/lipoproteina  lipase; Qm,  quilomicra;  VLDL, Very  low-density
lipoprotein/Lipoproteina de muito baixa densidade

Quanto as lipoproteinas consideram-se habitualmente seis grandes classes: quilomicra (Qm),
lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL, very low density lipoprotein), lipoproteinas de
densidade intermédia ou intermediaria (IDL, intermediate density lipoprotein), lipoproteinas de
baixa densidade (LDL, low density lipoprotein), lipoproteinas de alta densidade (HDL, high
density lipoprotein) e a lipoproteina A (Lp(a)). Na Tabela 1.2 estdo descritas as principais

caracteristicas destas lipoproteinas.

Tabela 1.2 - Caracteristicas das principais lipoproteinas (adaptado de Olson, 2000)

Classe Densidade Dimensdo Lipidos Apoproteinas
(g/mL) (nm) principais principais

Qm <0,93 100-500 TG exdgenos B-48, C-Il, E
VLDL 0,93-1,006 30-80 TG endégenos B-100, C-II, E

IDL 1,006-1,019 25-50 ECeTG B-100, E

LDL 1,063-1,210 18-28 EC B-100

HDL 1,063-1,210 5-15 EC A, C-Il, E

Lp(a) 1,090-1,400 25-30 EC B-100 e glicoproteinas

Legenda: EC, ésteres de colesterol; HDL, high-density lipoprotein/lipoproteina de alta densidade; IDL, intermediate-density
lipoprotein/lipoproteina de densidade intermédia; LDL, low-density lipoprotein/lipoproteina de baixa densidade; Lp(a), lipoprotein
(a)/lipoproteina (a); VLDL, very low-density lipoprotein/lipoproteina de muito baixa densidade; TG, triglicerideos; Qm, quilomicra

A fisiologia do metabolismo das lipoproteinas foi ja extensivamente alvo de revisdo (Silva,

2000; Tulenko e Sumner, 2002), pelo que ndo serd aqui incluida.
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1.3.2 Metabolismo do colesterol

A absorcdo, a sintese e a excrecdao do colesterol contribuem para manter a homeostasia do
metabolismo do colesterol, e dessa forma, os niveis de colesterol plasmatico.

O colesterol exégeno é absorvido no intestino enquanto o colesterol enddgeno é produzido
guer no figado quer nos tecidos periféricos.

O figado tem sido considerado o 6rgao major do controlo da manutencao da homeostasia do
colesterol: facilita a depuragdo das VLDL e do contelddo em colesterol dos remanescentes de
Qm, sintetiza colesterol, sintetiza e segrega as HDL (nascentes), segrega colesterol e SB para a
bilis e estd envolvido no transporte reverso do colesterol (TRC) (Tulenko e Sumner, 2002). O
TRC tem sido definido, de um ponto de vista classico, como o processo através do qual o
colesterol proveniente de tecidos periféricos é transportado ao figado, sendo excretado via
bilis para as fezes na forma de esterdis neutros e acidos biliares (AB).

Nos ultimos anos, o intestino tem vindo a ser alvo de reconhecida importancia em diversos
aspetos da fisiologia do colesterol, nomeadamente pelo grande impacte sobre a homeostasia

do colesterol ao nivel da (re)absorcéo, excrec¢ao fecal e sintese de novo (Kruit et al., 2006).

1.3.2.1 Sintese do colesterol

A sintese da molécula do colesterol (27C) inicia-se a partir da unidade percursora, a
acetilcoenzima A (Ac-CoA) através de uma complexa via metabdlica (esquematizada na Figura
1), que de certa forma pode ser interpretada como estando dividida em duas secgGes: a secg¢do

do esqualeno e a sec¢do do pds-esqualeno.
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Figura 1. Via da biossintese do colesterol
Reprodugdo com a permissdo do autor AK Groen (van der Wulp et al., 2013)
Seta continua: passo direto. Seta a tracejado: o produto é formado via etapas intermediarias.

Legenda: Ac-CoA/Acetil-coenzima A (Acetil-CoA); AcAc-CoA/Acetoacetil-CoA; Cholesterol/Colesterol;
Desmosterol/Desmosterol;  Farnesyl-PP/Farnesil  pirofosfato  (Farnesil-PP);  Geranyl-PP/Geranil
pirofosfato (Geranil-PP); HMG-CoA, 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA; HMG-CoA reductase/HMG-CoA
redutase; HMG-CoA synthase/HMG-CoA sintase; Isopentenyl-PP/Isopentenil pirofosfato (Isopentenil-
PP); Lanosterol/Lanosterol; Lathosterol/Latosterol; Mevalonate/Mevalonato; Squalene/Esqualeno;
Statins/Estatinas; Zymosterol/Zimosterol.

Na seccdo do esqualeno, duas unidades de Ac-CoA (2C) sofrem condensagdo, formando
acetoacetil-CoA (4C), a qual por jun¢do de uma terceira unidade de Ac-CoA (2C) é
transformada em 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA (HMG-CoA) (6C) por acdo da HMG-CoA sintase
(ou transferase). A molécula de HMG-CoA é convertida em mevalonato (6C) pela enzima HMG-
CoA redutase (uma glicoproteina membranar do reticulo endoplasmatico; principal enzima
limitante da sintese de colesterol, sujeita a um mecanismo de retroalimentacdo). A etapa
seguinte é a formacdo de unidades isoprendides (bases estruturais do esqueleto esterdide do
colesterol), cuja base é o isopentenil pirofosfato (isopentenil-PP) (5C), a partir do mevalonato,
por perda de didxido de carbono (CO,). Geranil-pirofosfato (geranil-PP) (10C) e farnesil-
pirofosfato (farnesil-PP) (15C) sdo formados a partir do isopentenil-PP. A combinac¢do de duas
subunidades de farnesil-PP da origem a formacdo de esqualeno (30C). Na seccdo do pds-
esqualeno da via da biossintese do colesterol, o esqualeno é convertido em lanosterol (30C), o

qual apds varios intermedidrios, tais como o zimosterol (27C), o desmosterol (27C) e o
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latosterol (27C), vai dar origem ao colesterol (27C). Na Figura 2 ilustra-se a estrutura quimica

da molécula do colesterol.

3 CH3

CH

Figura 2. Estrutura quimica do colesterol

Embora a HMG-CoA redutase seja considerada a enzima limitante da biossintese do colesterol,
a monooxigenase do esqualeno, enzima que cataliza o primeiro passo de oxigenacdo foi
apontada por Gill et al. (2011) como interveniente num possivel segundo ponto de controlo na
sintese do colesterol, assim como outras enzimas que intervém nos passos seguintes (Rozman
e Monostory, 2010; Trapani et al., 2011).

Relembrando, no que diz respeito a regulacdo da sintese do colesterol, o mecanismo envolve o
fator de transcricdo SREBP-2, que para ter acdo ativadora tem de ser primeiramente ativado
por protedlise, a qual é realizada pela proteina SCAP que é sensivel ao nivel de colesterol das
membranas celulares. A clivagem proteolitica e a consequente ativacdo do SREBP-2 estdo
aumentadas quando os niveis de colesterol baixam nas células. Quando os niveis de colesterol
celular estdo aumentados, este processo hidrolitico ndo acontece e ndao ocorre a ativa¢do da
transcri¢cdo dos genes codificadores da HMG-CoA sintase, da HMG-CoA redutase e dos LDLR.

O SREBP-2 é assim um componente de um mecanismo homeostatico que promove a sintese
de colesterol e a captacdo celular de colesterol plasmatico quando este baixa nas células. Ao
provocar o aumento da atividade dos LDLR, a diminuicdo do colesterol nas células faz baixar a
concentracao de LDL no plasma (van der Wulp et al., 2013).

Algumas hormonas também tém efeitos na sintese do colesterol: as hormonas tiroideias, por
exemplo, estimulam simultaneamente a sintese de colesterol (por via da inducdo do gene da

HMG-CoA redutase) e a sintese de LDLR.
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A importancia da sintese do colesterol para a sobrevivéncia estd ilustrada pelo facto de que
defeitos na via metabdlica da biossintese sdo geralmente letais (em ratos). A perda de funcdo
de enzimas colesterogénicas raramente tem sido descrita em humanos e deficiéncias destas

enzimas levam a graves malformacgdes e doenga (Horvat et al., 2011).

1.3.2.2 Absor¢ao do colesterol

No que respeita a absorcao do colesterol, o processo inicia-se com a digestao e a emulsificacao
das gorduras da dieta no estébmago por acdo enzimatica. O produto resultante é transportado
ao lumen duodenal, onde é misturado com a bilis e o suco pancredtico. No limen do intestino
o colesterol proveniente da dieta é associado aos TG e PL em emulsées lipidicas, designadas
por vesiculas ou micelas mistas (DMM, dietary mixed micelles). Nas DMM coexiste também o
colesterol sintetizado pelo figado e langado na bilis. Seguidamente, estas vesiculas sofrem uma
acdo enzimatica de lipases, quer na superficie quer no cerne, libertando o colesterol para
poder ser absorvido ao nivel das células da mucosa intestinal. O colesterol na forma
esterificada representa cerca de 20% do colesterol consumido diariamente. No lumen, os EC
sdo hidrolisados pela enzima pancredtica colesterol-esterase, pois sé na forma livre, o
colesterol pode ser absorvido pelos enterdécitos, as células da mucosa intestinal do duodeno e
no jejuno proximal (Trautwein et al., 2003). Segundo lkeda et al. (2002), esta enzima promove
a absorcdo do colesterol mediando uma alteracdo na estrutura das micelas através da hidrélise
efetiva dos PL e consequente libertagao do colesterol.

A absor¢do do colesterol ocorre nos enterdcitos, sendo este entdo proveniente de diversas
fontes, incluindo a via exdgena (dieta), a via enddgena (sintese) e a captagdo da circulagao.

Em individuos que consomem uma dieta tipica ocidental, cerca de 300-500 mg de colesterol
exogeno chega diariamente ao lUmen intestinal, enquanto a contribuicdo do colesterol de
origem biliar foi estimada em aproximadamente 800-1200 mg/dia. Em individuos saudaveis
normalmente aproximadamente 30-60% do colesterol intestinal é absorvido. O restante é
excretado sob a forma de produtos de degradacdo bacteriana, principalmente coprostanol e
colestanol (Sudhop et al., 2002a).

Adicionalmente ao colesterol, uma dieta tipica ocidental contém também esterdis vegetais
(PS) (aproximadamente 95% de fitoesterdis e 5% de fitoestandis), compostos de estrutura
qguimica similar a do colesterol, e que inibem a absor¢do deste, por mecanismos ainda ndo
totalmente esclarecidos (e que serdo apresentados adiante no sub-capitulo intitulado

“Mecanismos de agao hipocolesterolemiante dos fitoesterdis”).
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1.3.2.3 Recetores, transportadores, enzimas e lipoproteinas envolvidas no metabolismo do

colesterol ao nivel do enterdcito

A absorcdo intestinal do colesterol requer a sua emulsificacdo, hidrdlise (do colesterol
esterificado da dieta/exdgeno), solubilizacdo micelar e captacdo pelos enterdcitos. O colesterol
de origem biliar ndo é esterificado, enquanto o colesterol de origem exdgena estd
parcialmente esterificado, pelo que os EC tém entdo de ser hidrolisados antes de poderem ser

transportados para os enterdcitos.

A HDL
Lymph =

Apical
membrane

De novo

7 thesis
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membrane

Intestinal lumen

Figura 3. Transportadores do colesterol, lipoproteinas e enzimas envolvidas
Reprodugdo com a permissdo do autor AK Groen (van der Wulp et al., 2013)

Legenda: ABCA1, ATP-binding cassette Al; ABCG5/G8, ATP-binding cassette G5/G8; ACAT2, Acil CoA-
colesterol aciltransferase; Apical membrane/Membrana apical; ApoAl, Apoproteina Al; ApoB4S,
Apoproteina B48; ApoB100, Apoproteina B100; Basolateral membrane/Membrana basolateral; BS, Bile
salts/Sais biliares; BSEP, Bile salt export pump/Bomba de transporte de sais biliares; CE, Cholesterol
esters/Esteres de colesterol; Chol/Colesterol; CM, Chylomicron/Quilomicra; CR,Chylomicron
remnants/Remanescentes de quilomicra; De novo synthesis/Sintese de novo; HDL, High-density
lipoprotein/Lipoproteina de alta densidade; IDL, Intermediate-density lipoprotein/Lipoproteina de
densidade intermédia; Intestinal lumen/Lumen intestinal; LDL, Low-density lipoprotein/Lipoproteina de
baixa densidade; LDLR, LDL receptor/Recetor da LDL; Limph/Linfa; LRP1, LDL receptor-related protein
1/Proteina 1 relacionada ao recetor da LDL; MTP, Microssomal transfer protein/Proteina de
transferéncia microssomal; NPC1L1, Nieman-Pick C1 Likel; PS, Plant sterols/Fitoesterdis; VLDL, Very
low-density lipoprotein/Lipoproteina de muito baixa densidade.

O transporte do colesterol (e de PS) do limen intestinal para o enterdcito é facilitado pelo

transportador Niemann-Pick C1 Like 1 (NPC1L1), localizado na membrana apical dos
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enterdcitos, no intestino proximal e jejuno (Davis et al., 2008; Davis e Altmann, 2009) (Figura
3A). Altmann et al. (2004) e Davis et al. (2004) verificaram em estudos em ratos null NPC1L1,
70% e 90% de reducdo da absorcdao do colesterol e de PS respetivamente, em comparacao
com os controles.

O transportador NPC1L1 encontra-se co-localizado na membrana apical do enterécito com o
conjunto de semi-transportadores do tipo ATP binding cassette (ABC) G5/G8 (ABCG5 e ABCGS),
que promovem o efluxo de colesterol (e de PS ndo esterificados) de volta para o [Umen, assim
como facilitam a secrecdo de colesterol de origem biliar (Berge et al., 2000; Yu et al., 2002). O
colesterol intracelular que ndo é exportado através do heterodimero ABCG5/G8 é alvo de
esterificacdo pela enzima acil CoA: colesterol aciltransferase (ACAT2) no reticulo
endoplasmatico. Os EC sdo incorporados em Qm, juntando-se aos TG, PL e apoB48 para serem
lancados na corrente linfatica. Este processo é facilitado nos enterdcitos pela proteina
microssomal de transferéncia de triglicerideos (MTP, microssomal triglyceride transfer
protein), a qual também facilita a formacdo de VLDL nos hepatdcitos, apds a esterificacdo do
colesterol pela ACAT2. Apds distribuicdo na corrente linfatica, os Qm entram na circulagao
através do ducto toracico. Os TG, incorporados em Qm, sdo hidrolisados pela lipoproteina
lipase (LPL) localizada nas células endoteliais capilares, levando a formagdo de remanescentes
de Qm, que sdo depois capturados da circulacdo ao nivel do figado, juntamente com o
colesterol.

Alternativamente, o colesterol pode ser transferido para particulas HDL por via do
transportador ATP-binding cassette A1 (ABCA1) (Brunham et al., 2006).

A captacdo seletiva do colesterol (de diferentes origens) pode ser mediada por recetores
scavenger classe B tipo 1 (SR-B1) (recetores das HDL) e/ou LDLR (por reconhecimento da

apoB100), na membrana basolateral do enterdcito (Figura 3A).

1.3.2.4 Recetores, transportadores, enzimas e lipoproteinas envolvidas no metabolismo do

colesterol ao nivel do figado

A sintese de colesterol pode ocorrer em qualquer célula nucleada, porém a produgdo
maioritaria tem origem hepatica.

O figado desempenha um papel importante na homeostasia do colesterol através da regulacao
das lipoproteinas, da sintese e da secrecao do colesterol. O colesterol presente no figado pode
ter tido origem na dieta, mas também pode ter sido ai sintetizado (sintese de novo) ou resultar
da captagdo endocitica das IDL e LDL ou da captagdo do colesterol das HDL.

No hepatdcito (Figura 3B), a enzima ACAT2 esterifica o colesterol, sendo os EC incorporados

em particulas VLDL juntamente com outros produtos derivados dos remanescentes de Qm,
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sob acdo da MTP, por ligagdo da apoB100. O figado langa (a nivel basolateral) as particulas
VLDL (e também as HDL por via do transportador ABCA1) para a circulagdo para permitir a
distribuicdo de lipidos aos tecidos periféricos. A clearance das VLDL é em parte feita pelos
LDLR, enquanto o resto é transformado em IDL e LDL, que ainda contém apoB100, necessdria
para a re-captacdo pelo hepatécito via LDLR. Ao nivel apical o efluxo do colesterol do
hepatdcito para a bilis processa-se quer diretamente na forma de colesterol livre, através do
heterodimero ABCG5/ABCGS8 quer pela conversdo em sais biliares, que sdo exportados através
de uma bomba de transporte de sais biliares designada BSEP (bile salt export pump).

A captacdo do colesterol (LDL e VLDL) é facilitada primeiramente pelos LDLR na membrana
basolateral; também ocorre captacdo das HDL através dos recetores SR-B1 e pelo
reconhecimento da apoE de remanescentes de Qm pela proteina 1 relacionada com o LDLR
(LRP1). Na membrana apical o transportador hepatico NPC1L1 pode facilitar a recaptacdo do

colesterol de origem biliar (Figura 3B).

1.3.2.5 Excregdo do colesterol

O colesterol pode ser excretado do organismo sob a forma de esterdis neutros (colesterol e
metabolitos resultantes da degradacdo bacteriana intestinal) ou SB, principalmente por via
fecal.

O TRC tem sido considerado durante décadas, a Unica via de eliminacdo do colesterol. De um
ponto de vista classico, o TRC diz respeito ao fluxo do excesso de colesterol dos tecidos
periféricos para o figado (mediado principalmente pelas HDL) e a subsequente exportagdo
deste colesterol para a bilis (via hepatobiliar), que é transportada para o limen intestinal, para
excrec¢do por via fecal.

Na “via direta do transporte reverso do colesterol”, os EC incorporados nas HDL vado sendo
captados no figado, processo em que participa o SR-B1. Apds verterem o colesterol no figado,
as HDL passam a ser pequenas particulas denominadas HDL pré- (contém apenas apoAl e
algumas moléculas de PL e de colesterol) (Figura 3B).

Na “via indireta do transporte reverso do colesterol” os EC das HDL sdo transferidos para as
LDL, VLDL e Qm em troca por TG destas particulas (por acdo da proteina de transferéncia de EC
— CETP, cholesteryl ester transfer protein), os quais serdo captados pelo figado aquando da
endocitose das LDL ou das VLDL e Qm remanescentes (via LDLR) (Figura 3B).

Brufau et al. (2011) defendem que a eliminagdo fecal do colesterol pode ndo ocorrer
maioritariamente pela via hepatobiliar classica (TRC), mas através de uma via alternativa

designada Excrec¢do Trans-Intestinal do Colesterol (TICE, Trans Intestinal Cholesterol Excretion).
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Foi evidenciado em modelos animais (ratos) (em dieta estavel de colesterol) com inativagdo
dos transportadores ABCG5/GS8 e sobreexpressdo do NPC1L1, que ndo houve alteracdo da taxa
de excrecdo de esterdis neutros, o que permitiu sugerir que o colesterol podia ser excretado
diretamente da circulagdo sanguinea para as fezes, via mucosa intestinal (Tang et al., 2009; van
der Veen et al., 2009).

A constatacdo da existéncia da TICE, em ratos, deriva de estudos de quantificacdo in vivo do
fluxo do colesterol do plasma e da bilis para as fezes, através da marcagao diferenciada do
colesterol com isétopos estaveis para seguir a sua distribuicdo ao longo do tempo, no sangue,
bilis e fezes, tendo sido estimada a sua contribuicdo em cerca de 1/3 da excregdo fecal (van
der Veen et al., 2009).

Embora a evidéncia existente sugira que a TICE possa estar presente em humanos, no
momento, ndo é possivel afirmar que a TICE ocorre num individuo saudavel e se pode ser
estimulada por via farmacoldgica ou dietética.

Mais ainda, os estudos de Temel et al. (2010) (em ratos com desvio biliar agudo, nos quais,
colesterol marcado injetado por via intraperitoneal, transportado em macroéfagos, chegou ao
[imen intestinal) contribuiram para a evidéncia de que a TICE pode ser quantitativamente
mais importante do que a secrecao hepatobiliar do colesterol, na eliminacado do colesterol por
via fecal, e nesse sentido, segundo os referidos autores, a estimulacdao da TICE em humanos
podera vir a representar uma nova abordagem hipocolesterolemiante.

Contudo, é certo que existe a necessidade de prosseguir a investigacdo neste dominio, pois até
a data, desconhece-se como é feita a mediacdo do transporte do colesterol na TICE, j.e. se é
facilitado por proteinas transportadoras, mediado por lipoproteinas ou se em alternativa

ocorre um aumento do aporte do colesterol em eritrdcitos, ao limen intestinal.

1.4 QUANTIFICAGAO DO METABOLISMO DO COLESTEROL

1.4.1 Métodos de quantificagdo da sintese do colesterol

A sintese de colesterol contribui substancialmente mais para os reservatérios de colesterol
circulante do que a via da absorc¢do. A sintese de colesterol exibe uma periodicidade diaria,
mantendo os niveis de colesterol durante o jejum (Santosa et al., 2007). Tendo em mente a
homeostasia do colesterol, torna-se assim relevante a necessidade da quantificacdo da via da
sintese no campo da investigacdo do metabolismo do colesterol.

Os métodos disponiveis para quantificar a sintese do colesterol in vivo baseiam-se no balan¢o

do colesterol, na conversao fracional do esqualeno, na incorporagdo de marcadores como o
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deutério (DI, deuterium incorporation), na andlise da distribuicdo de massa isotopomérica
(MIDA, mass isotopomer distribution analysis) e, ainda, na medicdo de percursores do
colesterol (no plasma ou soro). Mackay e Jones (2011) desenvolveram um estudo de revisdo
em que sumariaram todos os métodos disponiveis para o estudo do mecanismo de sintese (e
de absorcdo) do colesterol em humanos, destacando as forgas e as fraquezas de cada método,
assim como a sua aplicabilidade em diferentes tipos de ensaios. Segue-se uma breve descricdo

de cada método.

1.4.1.1 Balango do colesterol

O método baseado no balanco do colesterol pode ser usado quando estdo respeitados os
critérios de um estado metabdlico estavel, tais como niveis constantes de colesterol
plasmatico e de excrecdo fecal de colesterol, durante um periodo de composi¢do corporal
constante. Nestas condicGes, a sintese de colesterol pode ser estimada como a diferenca entre
a excrecao de colesterol (excrecdo fecal de esterdis neutros e de AB) e a ingestdo exdgena de
colesterol (dieta). A ingestdo de colesterol através da dieta pode ser quantificada e as fezes
podem ser recolhidas durante o periodo experimental. O fluxo fecal pode ainda ser
monitorizado através da administracdo oral de um marcador como o dxido crémico (Cr,03)
para garantir que as fezes recolhidas dizem respeito ao periodo de estudo. Os esterdis neutros
e os AB fecais sao quantificados habitualmente por cromatografia gasosa-detetor de ionizacdo
de chama (CG-FID, gas chromatography-flame ionization detector) ou cromatografia gasosa-
espectrometria de massa (GC-MS, gas chromatography-mass spectrometry), permitindo
estimar a sintese do colesterol relativamente a um determinado periodo de tempo. Embora
este método seja o “gold standard”, ndo é isento de erros na estimativa quer da excrecao fecal
quer da ingestdo de colesterol da dieta.

O método do balango do colesterol permite determinar a massa de colesterol sintetizada
durante um dado periodo de tempo, em condicdes metabdlicas estaveis, porém ndo se adequa

a realizacdo de ensaios de grande escala (Mackay e Jones, 2011).

1.4.1.2 Conversao fracional do esqualeno

A taxa de sintese didria de colesterol também pode ser estimada a partir da conversdo do
.. . . ~ . 14
mevalonato (marcado radioisotopicamente) em esqualeno, por infusdo intravenosa de ["C]-
mevalonato. Apds o mevalonato marcado ter atingido o valor maximo de enriquecimento no
reservatdrio plasmatico de esqualeno, estima-se a sintese de colesterol por medicdo da sintese
de esqualeno. Neste método assume-se assim que a sintese de esqualeno é equivalente a

sintese de colesterol, o que poderd nem sempre corresponder a verdade.
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Em termos de vantagens, a execugao do protocolo deste método demora apenas cerca de uma
hora, podendo ser repetido cada trés semanas; porém, implica a administracdo intravenosa de

radioisdtopos (Mackay e Jones, 2011).
1.4.1.3 Incorporagdo de deutério

O método DI implica o consumo de agua enriquecida com deutério (D,0) para determinar a
taxa de sintese de colesterol livre, tendo em conta que a D,0 vai entrar em equilibrio com o
restante conteudo total em agua e com o fosfato de dinucleotideo de nicotinamida-adenina
(NADPH). Assim pode efetuar-se a determinagdo do enriquecimento em deutério da 4gua
circulante no plasma (representativa do reservatdrio percursor) e do enriquecimento em
deutério do colesterol, quer no plasma quer na membrana dos gldbulos vermelhos, por
espectrometria de massa. Se num periodo de 24 horas, nenhum atomo de deutério for
incorporado em percursores do reservatorio citosélico de Ac-CoA e se o H do NADPH for
oriundo unicamente de fontes ndo marcadas, apenas 7 atomos de deutério seriam
encontrados em cada nova molécula de colesterol sintetizada (a razdo de incorporagdo teodrica
minima de deutério seria de 7/27 carbonos). Alternativamente se a molécula de NADPH entrar
em equilibrio total com a agua enriquecida, nesse caso, a razdo de incorporacdo de deutério/C
seria de 22/27C. Teoricamente torna-se dificil prever exatamente quantos dtomos de deutério
seriam incorporados em cada molécula de colesterol. Também n3o estd definida a razdo H/C
para todos os drgdos, dificultando assim a quantificacdo da taxa absoluta de sintese do

colesterol (van der Wulp et al., 2013).

1.4.1.4 Analise da distribuicdo de massa isotopomérica

Com o método MIDA, o enriquecimento do reservatério da unidade percursora, a sintese
fracional e a sintese absoluta do colesterol (total) sdo calculados com base no padrdo de
enriguecimento por excesso, da massa de isotopdmeros de colesterol presente no plasma,
apds administracdo de moléculas de acetato marcadas com *C. A distribuicdo das abundancias
isotopoméricas em novas moléculas de colesterol, medida por GC-MS, permite calcular a
abundancia do percursor. Conhecido o nivel de enriquecimento em termos do reservatério da
unidade percursora podem calcular-se as taxas de sintese de colesterol, fracional e absoluta.

Di Buono et al. (2000) demonstraram a obtencdo de resultados equivalentes pelos métodos DI
e MIDA, na estimativa da taxa de sintese do colesterol (fracional e absoluta), medida ao longo

de 24 horas.
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Neese et al. (1993) e Jones et al. (1996) evidenciaram que a taxa de sintese do colesterol
medida quer pelo método DI quer pelo MIDA era comparavel aquela determinada pelo
método classico do balango do colesterol.

Van der Wulp et al. (2013) efetuaram uma revisdo de todos os estudos em que foram
utilizados os métodos DI e MIDA para a quantificacdo da sintese do colesterol (colesterol
sintetizado de novo total e por érgdo). Concluiram que o trato gastrointestinal contribui com
cerca de 15-35% para a sintese total de colesterol em animais experimentais (as taxas mais
baixas de sintese local de colesterol, em ratos, foram observadas nas glandulas supra-renais,
baco, pulmdes e rins), correspondendo nos humanos, o contributo do figado, a cerca de 10%

da taxa de sintese total de colesterol.

1.4.1.5 Quantificagao de percursores da sintese do colesterol

A determinagdo da concentracdo sérica de intermediarios da via da biossintese do colesterol
constitui outra abordagem para quantificar a sintese do colesterol. O mevalonato, o
esqualeno, o lanosterol, o desmosterol e o latosterol sdo exemplos desses percursores que
tém sido usados como marcadores relativos da eficiéncia da sintese do colesterol. Os niveis
séricos destes percursores correlacionam-se fortemente com a estimativa da sintese do
colesterol quando sdo normalizados para o nivel de colesterol sérico, sendo assim expressos
comumente em mmol/mol de colesterol (Nissinen et al., 2008).

Os niveis séricos destes percursores flutuam em fungao dos padrdes de sintese do colesterol,
sofrem influéncia do ritmo circadiano, assim como em condicGes em que a sintese do
colesterol estd aumentada ou diminuida (Santosa et al., 2007).

A quantificacdo sérica destes percursores do colesterol é habitualmente realizada por GC-FID,
GC-MS ou cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC, high pressure liquid chromatography),
remetendo-se a sua descricdo adiante para o capitulo intitulado “Métodos combinados de
quantificacdo da absorcdo e da sintese do colesterol”.

A determinagdo de percursores da sintese do colesterol requer apenas a colheita de uma
amostra de sangue, pelo que se revelam ideais para a determinagdo da sintese do colesterol
em estudos epidemioldgicos. Na revisdo desenvolvida por Mackay e Jones (2011), este método
foi o Unico a ser apontado para poder ser usado na determinac¢do da sintese do colesterol em

estudos de grande escala/escala populacional.
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1.4.2 Métodos de quantificacdo da absorg¢ao do colesterol

Mathan e Lichtenstein (2004) fizeram a revisdo dos principais métodos existentes para a
medicdo da absorcao absoluta do colesterol, destacando as vantagens, as limitacGes técnicas e
de interpretacdo, bem como a aplicabilidade em estudos a diferentes escalas. Todas as
revisdes anteriores tinham focado apenas os métodos baseados em radioisétopos ou aqueles
adequados ao uso em modelos animais.

Mais recentemente, Mackay e Jones (2011) atualizaram a referida revisdo de 2004,
adicionando os métodos disponiveis para a determinagao da sintese do colesterol, tal como
atras referido.

Assim, os métodos disponiveis para medir a absor¢do do colesterol dividem-se em métodos
diretos (perfusdo intestinal) e indiretos (balanco do colesterol, utilizacdo de radioisétopos ou

de isétopos estaveis, niveis séricos de PS exégenos).

1.4.2.1 Perfusdo intestinal

Os métodos diretos para determinar a absorcdo do colesterol medem o fluxo do colesterol do
intestino a linfa. Sdo classificados como métodos diretos porque é medida diretamente a
quantidade de colesterol absorvida (os niveis fecais ou plasmaticos) através de uma seccdo do
intestino.

O Unico método direto disponivel, a perfusdo intestinal, foi introduzido por Grundy e Mok
(1977) e baseia-se na infusdo, no duodeno, de uma férmula liquida contendo uma quantidade
conhecida de colesterol e de B-sitosterol. A analise do aspirado intestinal permite estimar a
absorgdo absoluta do colesterol (por hora) ao longo de um segmento do intestino de 100 cm.
A diferenciagdo entre colesterol exégeno e enddgeno pode fazer-se pela infusdo de colesterol
marcado.

Porém, no intestino, o colesterol é transformado por a¢ao de bactérias noutros produtos e
essa perda ndo é tida em conta neste método, constituindo uma limitagdo. Deve destacar-se,
contudo, como maior limitagdo, o facto de se tratar de um método bastante invasivo
(necessidade de intubagdo e de exposicdo a radiagdo), ndo obstante, serem apenas os
métodos diretos aqueles que permitem obter medidas absolutas da absor¢do do colesterol

(total, exégeno ou enddgeno) ao nivel do intestino (Mackay e Jones, 2011).

1.4.2.2 Balango do colesterol

Os métodos baseados no balango do colesterol permitem quantificar a absor¢do do colesterol

pela diferenca entre a ingestdo de esterdis da dieta e a eliminagdo de colesterol por via fecal,
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excluindo o colesterol de origem enddgena. A técnica baseia-se na administracdo de colesterol
marcado com radioisétopos para permitir distinguir o colesterol enddégeno do exégeno, nos
reservatodrios de colesterol fecal e plasmatico.

Mackay e Jones (2011) reviram e detalharam quer a técnica quer o processo de cdlculo

necessario a aplicacdo deste método para a quantificacdo da absorcao do colesterol.

1.4.2.3 Razdo de radioisétopos

Os métodos baseados na razdao de radioisétopos permitem calcular a percentagem, mas nao
um valor absoluto, de absor¢do do colesterol. A semelhanca do método do balango do
colesterol é necessdrio registar a ingestdo didria de colesterol para poder estimar o colesterol
exdgeno consumido.

Dividem-se basicamente em trés tipos: a razao fecal (faecal isotope ratio method), a razao
plasmatica (plasma isotope ratio method) e a administracdo continua de radioisétopos
(continuous isotope feeding method).

No método da razdo fecal de radioisdtopos (colesterol e B-sitosterol marcados com
radioisdtopos), a absor¢do do colesterol é calculada como a percentagem da dose oral de
colesterol marcado com radioisdtopos ndo recuperada nas fezes.

O método da razdo plasmatica de radioisétopos implica a administracdo simultanea por via
oral e intravenosa de colesterol marcado com [**C] e [’H] e a colheita de uma Unica amostra de
sangue 3 a 4 dias depois. A absorcdo do colesterol é calculada com base na razdo entre a
percentagem do marcador oral e do marcador intravenoso. Este método apresenta vantagens
relativamente ao anterior, nomeadamente: a) a colheita de uma Unica amostra de sangue; b)
uma baixa dose de radioisétopos; c) a ndo necessidade de recolha de fezes; d) a ndo
necessidade de uso de marcadores (como o -sitosterol) para corrigir as perdas fecais.

No terceiro método, na administracdo continua de radioisétopos, sdo administrados [14C]-
colesterol e [3H]-B-sitosterol, trés vezes ao dia, ao longo de dez dias, recolhidas as fezes do 42
ao 109 dia (a partir do 32 dia a razdo de is6topos torna-se constante), sendo calculada a média
da absorgdo do colesterol com base na diferenga entre a razdo de colesterol marcado fecal e
exdgeno e a razdo para o 3-sitosterol.

Os 3 métodos anteriormente descritos para a quantificacdo da absorcdo do colesterol foram
introduzidos essencialmente nos anos 70 e 80 (século XX). Posteriormente foi investigado por
Lin et al. (2005) um quarto método, a radioactividade especifica do colesterol plasmatico.
Estes autores calcularam a radioactividade especifica do colesterol no plasma, por colheita de

uma amostra de sangue as 24 horas e as 48 horas apds a administracdo de uma refeicdo-teste
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contendo colesterol marcado com radioisdtopos, a individuos com a sindrome de Smith-Lemli-
Opitz (uma patologia do foro da sintese do colesterol).

Na opinido de Mackay e Jones (2011) resta, porém, ainda, validar a robustez da relagdo entre a
radioactividade especifica do colesterol plasmatico e a absorcao do colesterol, especialmente

em individuos saudaveis.

1.4.2.4 Isétopos estaveis

N3o obstante o avango na investigacdo da absor¢do do colesterol conseguido com os
radioisdtopos, o advento das técnicas laboratoriais com recurso a isétopos estaveis veio
permitir progredir ainda mais, porque diminuiu as dificuldades logisticas relacionadas com o
armazenamento, manuseamento, destino final e seguranca em geral associadas aos
radioisdtopos (Pouteau et al., 2003). Dessa forma veio a tornar-se possivel a investigacdo da
absor¢do do colesterol em populagdes especificas que até ai tinham estado excluidas, por
razoes éticas, tais como as criancgas, as gravidas e lactantes (Mackay e Jones, 2011).

Vdrios autores quantificaram a absorcdo do colesterol usando isétopos estaveis em versoes
optimizadas dos métodos com radioisétopos (maioritariamente por adaptacdo do método da
razdo plasmatica de radioisétopos e do método da administracdo continua de radioisdtopos).
Foram usados o colesterol e o sitostanol (este ultimo como marcador da perdas fecais de
colesterol, por ser menos absorvido que o B-sitosterol) marcados com isétopos estdveis tal
como o [*H], tendo sido demonstrada uma cinética idéntica a de métodos com radioisétopos,
sem o risco associado a exposicdo a radioactividade (Mackay e Jones, 2011).

Jones et al. (2000) foram os primeiros autores a usar a espectrometria de massa da razido
isotopica (IRMS, isotope ratio mass spectrometry) para a determinagdo da absorcdo do
colesterol através do enriquecimento isotdpico, com o método da razdo plasmatica de
isdtopos (adaptado do método da razdo plasmatica de radioisdtopos). Posteriormente foi
acoplada a pirdlise por cromatografia gasosa a IRMS (GC/P/IRMS) que muito veio contribuir
para a precisdo do método na determinacdo da absorcdo do colesterol (Gremaud et al., 2001;

Wang et al., 2004).

1.4.2.5 Quantificagao sérica de fitoesterdis

Para a quantificacdo da absor¢do do colesterol resta falar da quantificagdo dos niveis séricos
dos esterdis vegetais exdgenos (ndo colesterolémicos), vulgarmente designados por

fitoesterdis (PS), apesar de incluirem esterdis (campesterol, B-sitosterol, estigmasterol,
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fucosterol, entre outros) e estandis (analogos saturados dos fitoesterdis, como por exemplo o

campestanol e o sitostanol) vegetais (Figura 4).

Cholesterol
HO
Saturation
Plant sterols * Plant stanols

HO HO'

Campesterol Campestanol
HO' HO

Sitosterol Sitostanol

HO
Stigmasterol

Figura 4. Estrutura quimica dos esterois e estandis vegetais
(Kerckhoffs et al., 2002)

Legenda: Cholesterol/Colesterol; Campestanol/Campestanol; Campesterol/Campesterol; Plant
stanols/Estandis vegetais; Plant sterols/Esterdis vegetais; Saturation/Saturacdo; Sitostanol/Sitostanol;
Sitosterol/Sitosterol; Stigmasterol/Estigmasterol

Os niveis séricos de fitoesterdis e de fitoestandis tipicamente ascendem até 30 umol/L e 0,3
umol/L respetivamente (Gylling e Miettinen, 2010).

Tilvis e Miettinen propuseram pela primeira vez, em 1986, a determinag¢do dos niveis séricos
do campesterol e do B-sitosterol, ou ainda do colestanol, um derivado do colesterol, como
medida de quantificacdo da absor¢do do colesterol. Demonstraram que existia uma correlagao

positiva entre os niveis séricos de campesterol (normalizados para o valor de colesterol sérico
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total) e a absorgdo do colesterol, por comparacdo com o método da administracdo continua de
isdtopos (anteriormente descrito).

Em determinadas circunstancias, os PS ndo devem ser usados como marcadores da absorcao
do colesterol, como por exemplo em estudos de intervencdao com a toma de PS, pois nessa
situacao os niveis de PS refletem ndo sé a absor¢do de colesterol mas também o consumo dos
PS (Vanstone e Jones, 2004; Miettinen et al., 2011; Mackay e Jones, 2012). Durante a toma de
PS, o colestanol pode ser usado como um marcador da absor¢do do colesterol, dado que nao
faz parte da composicdo dos alimentos suplementados com PS. Miettinen et al. (1989)
apontaram que apesar do colestanol derivar da sintese de AB e algum poder advir do consumo
de carne vermelha, existe uma correlagao significativa entre os niveis de colestanol sérico e a
absorcdo intestinal do colesterol.

Correntemente, os niveis séricos dos PS sdo reportados como um racio em funcdo do
colesterol total para normalizar as diferencas causadas por diferentes niveis de lipoproteinas
gue transportam o colesterol e os esterdis ndo colesterolémicos (NCS, noncholesterol sterols).
A quantificacdo sérica dos PS implica uma preparacao prévia de extracao lipidica da amostra
de soro ou plasma, a que se segue a determinacdo dos niveis de PS e do colesterol,
habitualmente por GC-FID, GC-MS ou HPLC.

Nissinen et al. (2008) mostraram existir uma correlagdo mais forte entre a razdo [-
sitosterol/colesterol total e a absorcdo do colesterol do que no caso da razdo do
campesterol/colesterol.

A razao entre um PS e o colesterol total tem vindo a ser subsequentemente utilizada em
varios estudos como marcador da absor¢do do colesterol. Alguma variabilidade tem sido
apontada no que toca aos niveis séricos de PS em diferentes populagdes, porém
maioritariamente atribuida ao método utilizado na determinagdo (Chan et al., 2006).

A determinagdo dos niveis séricos de PS da dieta como marcadores relativos da eficiéncia da
absorg¢do do colesterol caracteriza-se por uma relativa simplicidade e rapidez, para além de ser
a Unica abordagem aplicavel a estudos de larga escala, comparativamente aos métodos

anteriormente referidos (Mackay e Jones, 2011).

1.4.3 Métodos combinados de quantificacao da absorgdo e da sintese do colesterol

A absorcdo e a sintese do colesterol contribuem para a manutengdo da homeostasia do
colesterol. Varios fatores, fisioldgicos e terapéuticos, afetam o metabolismo do colesterol e
uma alteracdo num dos vetores, a absor¢do ou a sintese, tem revelado uma alteracdo
compensatéria e oposta no outro (Santosa et al., 2007). Torna-se portanto indispensavel o

desenvolvimento de metodologias analiticas combinadas que permitam a quantificagao
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simultdnea da absor¢do e da sintese do colesterol, tendo em vista uma maior eficacia nas
intervengdes hipocolesterolemiantes.

E possivel medir simultaneamente a absorc3o e a sintese do colesterol usando uma técnica
tripla de isétopos estdveis que combina o método plasmatico de isétopos com o método DI.
Nesta técnica combinada é administrado colesterol marcado diferencialmente ([**0] ou [**C]-
colesterol) por via intravenosa e por via oral, enquanto D,O é administrada oralmente
(Gremaud et al., 2001; Gremaud et al., 2002). Enquanto esta abordagem isotépica constitui
uma medida absoluta do metabolismo do colesterol, a determinacao sérica de NCS, como por
exemplo a quantificagao simultanea de percursores da sintese do colesterol, de fitoesterodis
exdgenos e de metabolitos do colesterol, tem vindo a ser usada como medida da eficiéncia
relativa do metabolismo do colesterol (Kuksis, 2001).

Os NCS podem referir-se a todos os esterdis exceto o colesterol, porém, essa designacao tem
sido usada para incluir a) os percursores da biossintese do colesterol (por exemplo o
desmosterol e o latosterol) vistos como biomarcadores da sintese do colesterol; b) os
fitoesterdis (campesterol, B-sitosterol, estigmasterol, fucosterol, entre outros) tidos como
biomarcadores da absorcdo do colesterol; c) derivados do colesterol, como é o caso do
colestanol (o qual deve preferencialmente ser utilizado no caso de interven¢des com
suplementacdo de PS).

A razdo entre os marcadores da sintese e da absor¢do do colesterol pode ser utilizada como
uma estimativa do metabolismo/homeostasia do colesterol.

Miettinen et al. (2011) numa revisdo recente acautelaram que quando a escolha da
metodologia de quantificacdo do metabolismo do colesterol recair sobre os NCS, devem ser
medidos varios NCS e usadas também medidas absolutas sempre que possivel. Contudo,
comparativamente aos métodos absolutos de quantificacdo da sintese e da absorcdo do
colesterol, a determinacdo dos NCS é muito mais simples, menos invasiva, menos onerosa,
permite poupanca de tempo e pode ser aplicada em ensaios clinicos de larga escala e em
estudos epidemioldgicos, o que tem aumentado o potencial de utilizacdo destes marcadores
do metabolismo do colesterol em diversas doengas e condi¢bes, quer em estudos genéticos
qguer na monitoriza¢dao de intervengdes hipocolesterolemiantes, dietéticas ou farmacoldgicas

(Mackay e Jones, 2012; Mackay et al., 2014).

1.4.3.1 Métodos analiticos de determinagao de esterdis nao colesterolémicos

Os métodos analiticos disponiveis e os respetivos avangos mais recentes para a quantificagao
dos NCS foram alvo de revisdo por Andrade et al. (2013) (ver Anexo 3.1). Importa desde ja

destacar que ndo existe ainda um método analitico de referéncia para a quantificagdo dos NCS
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em amostras bioldgicas (soro, plasma ou liquido amnidtico sdo as matrizes mais utilizadas),
embora estejam em curso ensaios interlaboratoriais (round robin testing) para ultrapassar esta
guestdo, nos quais Portugal tem participado, representado pelo grupo de investigacdo no seio
do qual foi desenvolvido o presente projeto de doutoramento.

Por outro lado tem sido detetada alguma variabilidade na apresentacao dos niveis de NCS:
alguns autores reportam os valores exatos/absolutos, enquanto outros reportam os valores
normalizados relativamente ao colesterol total, pelo que se impde a necessidade de
harmonizacdo a este nivel. Neste Ultimo caso, do racio para o colesterol, alguns investigadores
utilizam o colesterol medido na mesma corrida cromatografica que os NCS, enquanto outros
utilizam o colesterol medido por métodos enzimaticos (por exemplo da determinacdo clinica
da ficha lipidica). Na populagdo em geral, as concentragdes séricas dos NCS circulantes sdo
cerca de 200-1000 vezes inferiores as do colesterol, razdao pela qual alguns investigadores
optaram pela utilizacdo do valor do colesterol medido pelos métodos enzimaticos. Na maior
parte dos estudos, os niveis de NCS sdo determinados por GC, no entanto, em métodos
rapidos de separacdo cromatografica, a grande quantidade de colesterol presente na amostra,
pode exceder o limite maximo de detecdo ou interferir com a separacao de alguns NCS, e,
deste modo, levar a alguma incerteza na quantificacdo de alguns esterdis.

Torna-se assim urgente a aposta na padronizacdo das metodologias analiticas, essencial em
analises clinicas de rotina com fins de diagndstico (Mackay e Jones, 2012; Andrade et al., 2013;
Mackay et al., 2014).

Na pratica laboratorial, a determinacdo de NCS, sumariamente, envolve etapas de preparacao
e caracterizacdo da amostra (extracdo lipidica; saponificacdo alcalina e/ou hidrdlise acida;
extracdo dos componentes insaponificaveis; limpeza do extrato; derivatizacdo dos esterdis),
antes da quantificacdo final (técnicas de separagao e detecdo).

Os métodos analiticos para a determinacdo dos niveis séricos de NCS tém revelado alguma
evolugdo, quer ao nivel da preparacdo da amostra (pré-tratamento e derivatizacdo), quer das
técnicas de separagdo e detec¢do (Andrade et al., 2013).

Na preparagao da amostra, no que diz respeito a extracdao dos esterdis, a evolugdo técnica
tem-se traduzido essencialmente por aspetos tais como a miniaturizacdo da amostra, a
automatizacdo do método, a redugdo ou auséncia do uso de solventes liquidos. Diversas
técnicas de extragao sdo utilizadas desde a cldssica extragdo por solventes ou liquido-liquido, a
extracdo e a microextragao em fase sdlida, a extragdo em fluido supercritico, a extragdo com
particulas magnéticas (magMIPs, magnetic molecular imprinted polymers).

No diagnéstico de defeitos metabdlicos da biosintese do colesterol tem-se verificado o recurso

a anadlise direta de um “borrdo” de sangue/plasma em papel (blood spot), sem necessidade de
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preparacdo da amostra (Paglia et al., 2010), o que oferece vantagens tais como a facilidade e a
natureza menos invasiva da obtencdao da amostra, bem como a reducao do tempo de andlise.
No que diz respeito a derivatizacdo, um passo critico na determinacao dos esterdis por GC
(para diminuir a polaridade do esterol, aumentando assim a volatilidade e melhorando a
definicdo do pico cromatografico, a resolucdo e a sensibilidade), os agentes mais comumente
utilizados tém sido o N,O-bis(trimetilsilil) trifluoroacetamida (BSTFA) e as misturas N,O-
bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida/trimetilclorosina (BSTFA:TMCS); N-metil-N-(tert-
butildimetilsilil) trifluoroacetamida/iodeto de amodnio (MTBSTFA:NH,l); N-metil-N-(tert-
butildimetilsilil)  trifluoroacetamida-1,4-ditioeritritol-trimetiliodosilano  (MSTFA:DTE:TMIS).
Saraiva et al. (2011) compararam estas misturas e concluiram que a mistura MSTFA:DTE:TMIS
¢ a mais eficiente em termos de especificidade/sensibilidade.

Quanto a determinagdo/quantificacio dos esterdis propriamente dita, as técnicas
cromatograficas (GC e LC) tém sido as mais populares, embora haja que referir que apenas foi
feita a validagdo do método por GC-FID (Phillips et al., 1999), GC-MS (Garcia-Llatas et al., 2012)
e GC-MS em modo seletivo de monitorizacao de ides [(GC-MS (SIM)] (Ahmida et al., 2006;
Saraiva et al., 2011).

A LC, em geral, tem sido alvo de grande evolugdo com a introducdo de técnicas de ionizagdo e
dessorcdo, o que poderd vir a contribuir para avangos na determinacao dos NCS (Andrade et
al., 2013).

Em conclusdo, a determinacdo dos NCS constitui uma ferramenta valiosa que oferece o
potencial de estudar o metabolismo do colesterol, através de uma Unica amostra de sangue e
de instrumentacdo de uso relativamente simples. Porém, a variabilidade/falta de
harmonizagdo nos métodos usados tem dificultado a definigdo de um método de referéncia,

essencial em analises de rotina.

1.5 TERAPEUTICA HIPOCOLESTEROLEMIANTE

Na abordagem terapéutica do doente dislipidémico, a dieta e mudangas individualizadas no
estilo de vida (procura e manutengdo de uma composicdo corporal ideal, exercicio fisico
aerdbico regular, combate ao tabagismo e promocdo do equilibrio fisico-emocional) nem
sempre sdo medidas suficientes para proporcionar a normalizacdo do perfil lipidico. Caso, apds
a instituicdo progressiva destas medidas ndo haja correcdo das alteracbes lipidicas, o

tratamento farmacoldgico encontra-se indicado.
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1.5.1 Abordagem nao farmacoldgica

1.5.1.1 Estilos de vida

Na sociedade atual, a alimentacdo desregrada e o sedentarismo resultam em agressao
oxidativa e a maior ingestdo de alimentos lipidicos acarreta consequéncias nos niveis dos
lipidos séricos, sobretudo de particulas LDL oxidadas que sdo extremamente aterogénicas e
pro-inflamatdrias, condicionando o processo ateromatoso e a lesdao endotelial, logo, risco de
acidentes ou eventos vasculares trombéticos/isquémicos.

A DCV aterosclerética estd fortemente associada aos estilos de vida, especialmente ao
tabagismo, dieta pouco saudavel, inatividade fisica e stresse psicossocial. Mais de 75% da
mortalidade associada a DCV poderia ser evitada com mudangas adequadas nos estilos de vida
(Organizag¢do Mundial de Saude, 2002).

Os estilos de vida saudaveis (adesdo a uma dieta sauddvel, pratica regular de exercicio fisico,
evitacdo do tabagismo e manutencdo de uma composicao corporal adequada) continuam a ser
um componente chave da promocédo da salde e da reducdo do risco cardiovascular (RCV), tal
como vem descrito no mais recente documento orientador "2013 American College of
Cardiology (ACC)/American Heart Association (AHA) Guideline on the treatment of blood
cholesterol to reduce atherosclerotic cardiovascular risk in adults” (Stone et al., 2014). Em
consonancia, o grupo de trabalho dedicado aos estilos de vida (LSWgroup, Lifestyle Work
group) da ACC/AHA desenvolveu guidelines relativas a gestdo dos estilos de vida com o
objetivo de reduzir o RCV, tendo por base a evidéncia cientifica existente da mais elevada
qualidade, tais como ensaios clinicos randomizados (RCTs, randomized clinical trials), meta-
analises, revisOes sistematicas de estudos em adultos, e ainda estudos observacionais sujeitos
a avaliacdo de qualidade (Eckel et al., 2013).

Especificamente, o objetivo geral do LSWgroup foi avaliar com base na evidéncia existente, o
papel que o padrdo de dieta e o nivel e tipo de atividade fisica podem desempenhar na
prevencdo e tratamento da DCV, através da acdo sobre fatores de risco modificaveis, tais como
a pressao arterial e os lipidos. A evidéncia cientifica e as recomendag¢bes emanadas nestas
guidelines podem igualmente ser usadas, se aplicdvel, na gestdao da hipercolesterolémia e da
hipertensdo (Eckel et al., 2013). O LSWgroup efetuou uma avalia¢gdo do impacte do padrdo de
dieta e da composi¢cdo em macronutrientes sobre os niveis plasmaticos de c-LDL, c-HDLe TG e
sobre a pressdo sistolica e diastélica, estabelecendo como pressupostos, um més como
periodo minimo numa intervengao RCT, em qualquer localizagao geografica e numa qualquer

infraestrutura de investigacao cientifica.
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Destacam-se assim seguidamente as recomendacgdes sobre estilos de vida saudaveis surtidas
da revisdao sistematica desenvolvida pelo LSWgroup, em termos de abordagem dietética
(baseada no elevado nivel de evidéncia existente) e de atividade fisica (baseada no nivel
moderado de evidéncia existente), com vista a reducdo dos lipidos e da pressdo arterial

(aplicaveis a adultos com idade inferior a 80 anos com ou sem DCV) (Eckel et al., 2013):

Recomendacgdes para a adogao de estilos de vida saudaveis

Dieta
O Adopcdo de um padrdo de dieta que privilegie o consumo de vegetais, frutos e cereais
integrais; a inclusdo de lacticinios com baixo teor de gordura, carne branca (aves), peixe,
legumes, dleos vegetais (ndo tropicais) e sementes oleaginosas; a limitacdo do consumo de
produtos alimentares doces, de bebidas agucaradas e de carnes vermelhas;
* Adesdo a um padrao de dieta com um aporte caldrico reduzido proveniente de gordura
saturada e de gordura trans (em que apenas 5% a 6% das calorias seja proveniente de
gordura saturada);
¢ Aconselhamento para a reducdo da ingestdo de sal (sodio) face aos beneficios em termos
de reducdo da pressao arterial;
O Adaptacdo deste padrdo de dieta a necessidades caldricas especificas, as preferéncias
individuais e culturais e a terapias nutricionais para outras condi¢Ges de saude (incluindo a
diabetes mellitus);
O Implementacdo deste padrao de dieta seguindo planos dietéticos como por exemplo a dieta
DASH (DASH, Dietary Approaches to Stop Hypertension), a dieta USDA (USDA, United States
Department of Agriculture), a dieta da AHA (American Heart Association) ou a dieta

mediterranica.

Atividade fisica

O Adesdo a pratica de exercicio fisico de intensidade moderada por 150 minutos/semana, ou
75 minutos/semana de intensidade vigorosa-atividade aerdbica intensa, ou uma combinacdo
de ambas. A atividade aerdbica deve ser realizada em periodos de pelo menos 10 minutos,

preferencialmente distribuidos ao longo da semana.

Manutencdo de composicdo corporal

Adicionalmente é recomendada a manutenc¢do da composicdo corporal (adequada ao sexo e

idade).
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A adocdo de estilos de vida saudaveis conduzird a manutencdo ou a modulagdo da composicido
corporal através da reducdo da deposicao de gordura central, intervisceral, altamente prejucial
do ponto de vista metabdlico ou de lesdo endotelial por conter adipdcitos ativos produtores de

hormonas e fatores proinflamatérios.

Pressupostos

A reducdo da ingestdo de gordura saturada diminui o c-LDL e c-HDL e dado que o efeito é mais
significativo sobre o c-LDL do que o c-HDL, o menor consumo de gordura saturada é benéfico
em termos do perfil lipidico. No entanto, esse beneficio é ainda maior quando a gordura
saturada é substituida por &cidos gordos polinsaturados, ou por acidos gordos
monoinsaturados, ou ainda hidratos de carbono (sendo preferivel a substituicdo da gordura
saturada por cereais integrais em vez de aglcares refinados).

Relativamente aos acidos gordos polinsaturados, ha que destacar os dmega-3 e os 6mega-6,
mas principalmente o balango entre ambos, revelando-se este um importante determinante
de saude ao influenciar a expressao génica, a homeostasia, bem como o desenvolvimento
normal. Uma razdo émega-6/6mega-3 alta (15/1 a 16,7/1), tal como é encontrada hoje em dia
em muitas dietas ocidentais, promove a patogénese de vdrias condicdes crénicas, incluindo
DCV, diabetes, cancro, obesidade, doencas auto-imunes, asma e depressdo, as quais estao
associadas a um aumento de producdo de marcadores proé-inflamatérios, tais como o
tromboxano A,, leucotrieno B,, interleucina-1pB, interleucina-6, factor de necrose tumoral e
proteina C-reativa, enquanto niveis superiores de 6mega-3 (uma razdo baixa dmega-6/6mega-
3) parecem exercer efeitos supressores (Simopoulos, 2006).

A redugdo da ingestdo de gordura trans também leva a diminuicao do c-LDL, sem efeito ou
com pouco efeito sobre o c-HDL ou os TG. A adesdo a recomendacgdo da redugao do consumo
de fontes de gordura saturada (carne e lacticinios) resultarda numa redugdo adicional da
ingestdo de gordura trans.

No que diz respeito ao sal (sédio) existe evidéncia clinica de que a redugdo do seu consumo se
traduz numa diminuicdo da pressdo arterial independentemente da variacdo de peso corporal.
Estudos observacionais sugerem que a reducdo do consumo de sal (sddio) estd associada a um
menor risco de eventos cardiovasculares em individuos com ou sem hipertensdo, devendo-se
essa condicdo a diminuicdo da pressdo arterial.

Relativamente a associacdo entre niveis de atividade fisica e menor taxa de DCV (e de outras
doencgas crénicas como a diabetes mellitus tipo 2), existe evidéncia cientifica substancial de
que se trata de uma relagdo dose-dependente. Os mecanismos propostos para a referida

associacdo passam por efeitos benéficos ao nivel dos lipidos, das lipoproteinas, da pressao
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arterial e da diabetes mellitus, para além da importancia da perda e manutencdo de peso

corporal, para a prevencado e controlo dos fatores de RCV (Eckel et al., 2013).

Existem outras intervengdes de interesse, quer ao nivel da dieta quer da atividade fisica, que
ndo foram abordadas pelo LSWgroup neste documento orientador, devido a limitagcdes de
tempo e de recursos, nomeadamente, o calcio, o magnésio, o dalcool, o treino cardio-
respiratdrio, a combinacdo das intervencdes sobre os estilos de vida com a farmacoterapia, e o
tabaco. Dada a sua importancia como fatores de RCV e porque sdo focados neste trabalho de

investigacdo, serdo ainda enquadrados neste capitulo o tabaco e o alcool.

Tabaco

Outros autores dedicaram-se ao estudo da associacdo entre o tabaco e o risco aumentado de
todos os tipos de DCV. Segundo as estimativas do SCORE (Systematic Coronary Risk
Evaluation), o RCV a 10 anos de eventos fatais duplica em fumadores, sendo
proporcionalmente maior o risco em mulheres do que em homens (Mucha et al., 2006).
Embora ainda ndo estejam totalmente esclarecidos os mecanismos associados ao tabagismo e
o aumento do risco da doenca aterosclerdtica, estes apontam para um efeito sobre a funcao
endotelial, envolvendo processos oxidativos, a funcdo plaquetdria, fibrindlise, inflamacdo e
modificacdo de lipidos e da funcdo vasomotora. As espécies reativas de oxigénio (radicais
livres) presentes no fumo inalado causam a oxidagdo do c-LDL e por sua vez a forma oxidada
despoleta um processo inflamatério na tunica intima das artérias através da estimulagdo da
adesdo dos mondcitos a parede dos vasos, potenciando a aterosclerose (Rahman e Laher,

2007).

Alcool

Quanto ao consumo de alcool, este apresenta-se como um fator de RCV com um cardcter dual,
benéfico ou nocivo, sobre a aterosclerose. O consumo leve a moderado de alcool é geralmente
tido como cardioprotetor em termos da redugao do risco de DCV, particularmente na doenga
coronaria e no enfarte isquémico. Acredita-se existir um efeito favordvel no caso do vinho
tinto, devido a composicdo em polifendis e em especial em resveratrol. Cho et al. (2008)
demonstraram em estudos in vivo (em animais) que o resveratrol reduz a sintese de colesterol
através da inibicdo da atividade da HMG-CoA redutase (similar a inibicdo pela atorvastatina) e
da atenuacgado da expressdao do mRNA, minimizando a progressdo aterosclerdtica.

Por outro lado, o consumo excessivo de alcool incrementa o risco de DCV (Corrao et al., 2004).

De acordo com Briasoulis et al. (2012), o metabolismo aumentado de utilizacdo da glucose e
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efeitos anti-inflamatérios sdo mediadores potenciais do efeito cardioprotetor do consumo
moderado de dlcool, enquanto a pressdao arterial elevada, niveis elevados de TG e
hiperglicemia sao tidos como responsaveis pelo RCV aumentado em grandes consumidores de
alcool.

As guidelines europeias sobre prevencado cardiovascular indicam que os consumidores devem
limitar o consumo de bebidas alcodlicas a um maximo de um copo/dia para as mulheres (10 g
de dalcool) ou dois copos/dia (20 g de alcool) para os homens, para assim garantir o nivel mais

baixo de risco de doenca crénica (Perk et al., 2012).

Ao concluir este sub-capitulo dedicado aos estilos de vida saudaveis, ndo poderiamos deixar de
referir o padrdao de vida mediterranico, um estilo de vida que promove a salde e bem-estar
dos individuos e populagdes e ndo apenas um padrdo de dieta/modelo nutricional (a dieta
mediterranica), pois combina ingredientes da agricultura local, receitas e formas de cozinhar
proprias de cada lugar, refeicdes partilhadas e tradicGes (modelo cultural), que, juntamente
com o exercicio fisico moderado diariamente, traduzem um modelo multidisciplinar de vida
saudavel.

A dieta mediterranica, a qual representa, atualmente, o paradigma da alimentacdo saudavel
(considerada pela UNESCO como Patrimdnio Imaterial da Humanidade para alguns paises, aos
quais Portugal se associou em 2013), consiste num consumo abundante de produtos de
origem vegetal (cereais, arroz, hortalicas, legumes, fruta fresca e frutos oleaginosos); utilizacdo
do azeite como principal fonte de gordura; consumo moderado de peixe, carne branca,
lacticinios, ovos; pequenas quantidades de carne vermelha e vinho com moderacgdo, as
refeicGes.

A dieta mediterranica tem sido associada a efeitos benéficos sobre fatores de RCV tais como os
niveis de lipoproteinas, a vasodilatacdo endotelial, a resisténcia insulinica, a prevaléncia da
sindrome metabdlica, a capacidade antioxidativa, a incidéncia de enfarte agudo do miocardio e
a mortalidade cardiovascular.

As conclusdes de dois grandes estudos europeus de seguimento da coorte grega EPIC
(Trichopoulou et al., 2003; Dilis et al., 2012) e da coorte HALE (Knoops et al., 2004), assim
como de dois outros grandes estudos americanos, o NIH-AARP Diet and Health (Mitrou et al.,
2007) e um estudo de follow-up da coorte do Nurse Health Study (Fung et al., 2009)
evidenciam a associacdo entre a adesdo ao padrdo de dieta mediterranico e a reducdo da
mortalidade devida a doenca coronaria cardiaca e mortalidade por todas as causas.

Shai et al. (2008) no estudo de intervencdo DIRECT (Dietary Intervention Randomized

Controlled Trial) demonstraram que a dieta mediterranica é mais eficaz na promocao da
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manutenc¢do da composicdo corporal adequada e na reducdo do racio lipidico aterogénico
CT/c-HDL (em individuos obesos) do que uma dieta de baixo teor de gordura.

Tem assim sido demonstrada uma associacdo inversa entre a adesdao ao padrdao de dieta
mediterranico e a mortalidade por causa cardiovascular ou por outras causas, embora limitada
no que respeita os eventos cardiovasculares ndo fatais (Fung et al., 2009; Sofi et al., 2010;
Hoevenaar-Blom et al., 2012).

O estudo PREDIMED (PREvencion con Dleta MEDiterranea), um ensaio clinico randomizado de
prevencdo primdria veio evidenciar a associacdo entre a adesdo a uma dieta de padrdo
mediterranico (enriquecida com azeite extra-virgem ou com frutos oleaginosos) e a reducdo da
mortalidade cardiovascular, bem como em eventos ndo fatais (enfarte do miocardio ou AVC
nao fatais), em comparacdo com uma dieta com baixo teor de gordura, complementada por
uma melhoria do perfil lipidico, reducdo da pressdo arterial e dos niveis de glucose em jejum, e
por diminuicdo dos marcadores de inflamagcdo (embora neste ultimo caso sem significado
estatistico) (Estruch et al., 2013).

Martinez-Gonzalez e Bes-Rastrollo (2014) reviram os resultados da ultima meta-analise
existente desenvolvida por Sofi et al. (2010) e incluiram sete novos estudos observacionais
publicados a posteriori; apés remover da meta-andlise os estudos que apenas incluiam os
eventos cardiovasculares fatais, os autores observaram ndo apenas uma associa¢do inversa
mais forte entre a adesdo a dieta mediterranica e a incidéncia de DCV, mas também auséncia
de heterogeneidade.

Também existe evidéncia consideravel, ndo apenas em paises da bacia mediterranica, mas
igualmente em outros paises, que a ado¢do de um padrdo de dieta mediterrdnica esta
associada a maior longevidade, para além de adiar o inicio da deterioracdo da saude.

A medicina moderna tem tido sucesso ao adicionar anos de vida a popula¢do, mas ndo tem de
igual modo conseguido adiar o surgimento de doengas crdnicas. Existe evidéncia
epidemioldgica de que a prevaléncia de uma doenga crdénica constitui um fator de risco
significativo para a incidéncia de multiplas doengas degenerativas associadas ao
envelhecimento. Multimorbidade, fragilidade e mortalidade nos idosos estdo associadas a
marcadores de inflamagdo cronica sistémica (Collerton et al., 2012; Fontana et al., 2013). Os
resultados do estudo de Jurk et al. (2014) apontam no sentido de que uma intervengdo anti-
inflamatéria de longo termo (farmacolégica ou de modificagdo dos estilos de vida) em idosos
com doencas degenerativas associadas a idade poderia ter um potencial de “anti-
envelhecimento”, podendo apontar-se o padrdao de dieta mediterranica por favorecer a

expetativa de vida.
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1.5.1.2 Alimentos suplementados com fitoesterdis

N3do obstante a recomendacdo da adesdo a uma dieta saudavel e a pratica regular de exercicio
fisico tendo em vista a reducao do RCV, podem ainda ser introduzidas outras terapéuticas
dietéticas hipocolesterolemiantes adjuvantes tais como a toma de PS, concomitantemente as
referidas intervencdes nos estilos de vida.

Nas ultimas duas décadas, mais de 200 ensaios clinicos e numerosas meta-andlises
corroboraram a eficacia, beneficio e seguranca do consumo de PS como terapéutica
hipocolesterolemiante, a qual pode traduzir-se por uma reduc¢do da concentragdo do c-LDL até
0,30 mmol/L ou 10 —-12% (AbuMweis et al., 2008; Demonty et al., 2009).

Na dieta podemos encontrar os PS sobretudo nos Oleos vegetais, cereais e sementes
oleaginosas, mas as dietas omnivora e vegetariana apenas fornecem, em média, cerca de 250
mg e 500 mg de PS/dia, respetivamente (Law, 2000). Porém, para alcangar uma reducdo
significativa em termos clinicos dos niveis de c-LDL é necessaria uma dose de 2 g/dia, o que se
tornou possivel gracas ao consumo de alimentos enriquecidos ou suplementados com PS, ou a
toma de suplementos de PS. Dado que a esterificacdo com acidos gordos potencia a
liposolubilidade dos PS, passou a ser cada vez mais frequente a incorporacdao de PS
esterificados em matrizes alimentares com um teor consideravel de gordura, como a
margarina, o iogurte, os molhos/temperos de saladas, o queijo, a maionese, o leite, o
chocolate, os produtos de padaria/pastelaria e os produtos carneos, a que se seguiram ainda
outros exemplos, tais como as barras de cereais e os sumos (AbuMweis et al., 2008).

Numa meta-analise, AbuMweis et al. (2008) demonstraram que em comparagdo com outras
matrizes enriquecidas com PS, a margarina, o iogurte, o tempero para salada e o leite, quando
suplementados com PS, permitem uma maior reduc¢do dos niveis de c-LDL. Os mesmos autores
observaram ainda que os valores minimo (-0,25 mmol/L) e maximo (-0,42 mmol/L) de reducdo
da concentracdo de c-LDL sdo obtidos com a ingestdo de <1,5 g/dia e >2,5 g/dia PS
respetivamente, sendo a relacdo entre a dose de PS e as concentracdes séricas de colesterol
uma relagdo ndo linear dose-dependente. Katan et al. (2003), Demonty et al. (2009) e Musa-
Veloso et al. (2011) mostraram que a ag¢do hipocolesterolemiante dos PS atinge o efeito
“plateau” com a ingestdo de doses de PS >2 g/dia até 3 g/dia. Consequentemente a dose de 2
g/dia de PS foi reconhecida pelas autoridades competentes na matéria (NCEP, National
Cholesterol Education Program, Programa Nacional de Educa¢do do Colesterol; AHA,;
Sociedade Internacional de Aterosclerose), como sendo a dose indicada para garantir uma
reducdo significativa do ponto de vista clinico, do nivel circulante de c-LDL (AbuMweis e Jones,

2008).
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Ja no que diz respeito a frequéncia de consumo, multiplas doses diarias de PS facilitam uma
maior reducdo do c-LDL, do que uma Unica toma diaria. No entanto, com base na evidéncia
decorrente de uma meta-analise, Demonty et al. (2009) concluiram ser recomendavel o
consumo de produtos suplementados com PS em pelo menos duas tomas didrias.

Para além dos alimentos/produtos alimentares enriquecidos com PS, os PS também podem ser
consumidos sob a forma de suplementos, em capsulas ou comprimidos, com a mesma eficéacia.
Recentemente, em ensaios clinicos, Myrie et al. (2012) e Shaghaghi et al. (2013)
demonstraram que capsulas ou comprimidos de PS na dose de 0,8-3,0 g/dia durante 4-12
semanas contribuem para uma redugdo de 0,30 mmol/L da concentragdo de c-LDL,
equivalente a valores obtidos com alimentos enriquecidos com PS.

Diversos RCTs permitiram concluir que apesar da dose de 2 g/dia de PS ser bem tolerada sem
efeitos secundarios significativos, a reducao dos niveis circulantes de c-LDL é alcancada a custa
de uma elevacdo dos niveis séricos de PS (Perk et al., 2012). Ndo obstante o impacte positivo
na reducdao do RCV, surgiram preocupacdes de que os PS pudessem ser aterogénicos
(Baumgartner et al., 2011; Plat et al., 2012), nomeadamente por duas razbes: 1) o facto de os
individuos portadores de sitosterolemia, uma doenca hereditdria autossémica recessiva na
gual as concentracdes séricas de PS estdo cerca de 50-100 vezes mais elevadas, poderem vir a
desenvolver DCV prematuramente e de forma grave; 2) a associacdo reportada nalguns
estudos populacionais entre concentracées séricas elevadas de PS e DCV. A esse respeito,
Genser et al. (2012) conduziram a primeira revisdo sistematica com meta-andlise para
investigar se existia associacdo entre as concentracgdes séricas de PS (campesterol e sitosterol;
quer a concentracdo absoluta quer a razdo fitoesterol/colesterol total) e o risco de DCV, ndo
tendo sido encontrada qualquer evidéncia dessa associagao.

Em suma, foi demonstrado em animais e em humanos o efeito hipocolesterolemiante dos PS e
nao obstante os aspectos relacionados com a seguranga, as orientagdes existentes para a
gestdo do colesterol emanadas pelos organismos internacionais competentes na matéria
(NCEP-ATP IIl, 2001; Reiner et al., 2011; Perk et al., 2012) tém encorajado o consumo de PS
como uma opgao terapéutica dietética para diminuir o c-LDL. Contudo, ha que referir que no
documento orientador mais recentemente publicado, as guidelines de 2013 da ACC/AHA, ndo
é dado énfase ao consumo de PS devido ao facto de nao existirem estudos com endpoints
clinicos identificados para os PS, ésteres de fitoesterdis (PSE), estandis ou ésteres de estandis
(Stone et al., 2014).

Em geral, o desenvolvimento de RCTs para avaliar o efeito de alimentos ou de componentes
alimentares na morbilidade e mortalidade cardiovascular ndo sdo praticadveis devido ao

elevado custo e fraca adesdo. Assim, alternativamente, para o estudo de tais associacGes, tém
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sido realizados estudos de coorte observacionais de grande dimensao, incluindo uma avaliagdo
adequada do ponto de vista nutricional e dietético (Hu, 2011). Porém, ainda ndo foi feita a
avaliacdo do efeito hipocolesterolemiante a longo termo dos PS, nem avaliacdo de prova
cientifica (hard endpoints) associada com morbimortalidade cardiovascular. Face a esta falta
de evidéncia, até a data, a associacdo entre a reducdo dos niveis circulantes de c-LDL e um
menor risco de mortalidade cardiovascular permanece meramente especulativa (AbuMweis et

al., 2014).

1.5.1.2.1 Mecanismos de a¢ao hipocolesterolemiante dos fitoesteréis

O principal mecanismo responsavel pela acdo hipocolesterolemiante dos PS (e PSE) é a inibicao
da absorcdo intestinal do colesterol. Os PS sdo metabolizados de maneira similar ao colesterol.
As possiveis etapas ao longo das quais pode ocorrer a inibicdo da absorc¢do do colesterol pelos
PS sdo as seguintes: 1) Solubilizagcdo micelar; 2) Co-cristaliza¢cdo do colesterol e PS das micelas;
3) Inibicdo de lipases, esterases e outras enzimas envolvidas no processo absortivo; 4) Efeitos
sobre o trafico intracelular nos enterdcitos (Trautwein et al., 2003).

Trautwein et al. (2003) reviram os potenciais mecanismos envolvidos ao nivel gastroduodenal,
tais como a competicdo dos PS com o colesterol pela solubilizacgo nas DMM e a co-
cristalizacdo com formacdo de cristais mistos insoliveis. Como qualquer agregado de natureza
anfifilica, as DMM exibem uma capacidade limitada de solubilizagdo de moléculas lipofilicas.
Assim sendo, a introdugao dos PS na composicdo da dieta traduz-se por uma competicdo
dinamica pela solubilizacdo, e os estudos, quer in vitro quer in vivo, tém evidenciado que os PS
restringem a solubilizacdo micelar do colesterol. Os PS, moléculas hidrofébicas, exibem uma
maior afinidade pelas DMM e dai resulta a substituicio do colesterol, energeticamente
favoravel. No que se refere ao segundo possivel mecanismo, Mel’'nikov et al. (2004)
defenderam ser improvavel que a formacdo de cristais mistos (co-cristalizacdo) afetasse
significativamente a absorgdo intestinal do colesterol in vivo, devido a relativamente elevada
solubilidade do colesterol e PS em produtos da lipdlise das gorduras.

Dado que existe evidéncia de que os PS tomam o lugar do colesterol nas DMM durante a
digestdo, nalguns estudos tem sido avaliada a possibilidade de os PS poderem causar a
diminuigcdo da absorg¢do de vitaminas lipossoluveis (Richelle et al., 2004). Ndo obstante o facto
de que até 9 g/dia de PS n3o se verifica a modulagdo dos niveis circulantes (ajustados ao
colesterol) de vitaminas lipossoluveis (Raeini-Sarjaz et al., 2002; Mensik et al., 2002), outros

estudos demonstraram o efeito contrario (Hendriks et al., 2003; Gylling et al., 2010). Contudo,
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ndo deve haver motivo de preocupacdo se apesar de ocorrer uma diminuicdo dos niveis
circulantes de vitaminas lipossoluveis, estes niveis permanecerem dentro das concentracdes
normais. Noakes et al. (2002) mostraram que um ligeiro aumento no consumo didrio de frutos
e vegetais ricos em carotendides (1-2 por¢bes/dia ou 125-250 mL/dia) poderd mitigar
quaisquer efeitos nos niveis de carotendides circulantes, causados pela ingestdo de doses
terapéuticas de PS.

Ainda relativamente aos mecanismos de inibicdo da absorcdo do colesterol, outros estudos
permitiram sugerir que os PS podem exercer uma agao molecular no interior dos enterécitos e
hepatdcitos, reforcando a ideia de que o deslocamento do colesterol das DMM podera nado ser
0 Unico mecanismo de diminuicdo da absorg¢do do colesterol induzido pelos PS. Trautwein et
al. (2003) apontaram a interferéncia dos PS com o processo de hidrdlise do colesterol por
lipases e esterases, no local da absorcdo, levando a diminuicdo das concentracbes séricas de
colesterol. No limen, antes de serem absorvidos pelos enterdcitos, os EC (cerca de 20% do
colesterol consumido na dieta) tém de ser hidrolisados para a forma livre pela colesterol-
esterase. Esta enzima pancredtica promove, assim, a absorcdo do colesterol, ao mediar uma
alteracdo estrutural nas micelas, resultante da hidrélise dos PL e da libertacdo consequente do
colesterol (lkeda et al., 2002). Os PSE podem agir como substratos desta enzima devido a sua
grande semelhanca estrutural com os EC. Os PSE podem bloquear a enzima e diminuir a sua
atividade, uma explicacdo no entanto pouco provavel, pois a quantidade de EC na dieta é
muito baixa, ou, por outro lado, devido a rdpida hidrélise dos PSE, os PS podem substituir o
colesterol nas micelas, causando a acumulacdo do colesterol e dos EC na fase éleo da emulsdo
(Nissinen et al., 2002).

Mais ainda, outros mecanismos emergentes foram também apontados ao nivel do trafego
intracelular do colesterol, no transporte do colesterol do Iimen intestinal para a corrente
linfatica. Este processo pode ser dividido em 3 etapas que contribuem para a reducdo da
absorc¢do do colesterol: 1) passagem através do epitélio nas células da mucosa intestinal, por
competicdo entre PS e colesterol ao nivel dos transportadores membranares; 2) re-
esterificagdo nas células da mucosa, por via da inibicdo da atividade da enzima ACAT, e 3)
interferéncia com a montagem dos Qm, antes da exportagdo para a linfa (Trautwein et al.,

2003; Rozner e Garti, 2006; Calpe-Bardiel et al., 2009) (Figura 5).
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Figura 5. Mecanismos de acdo dos fitoesterois
(Charlton-Menys e Durrington, 2008)

Legenda: ABCA1, ATP-binding cassette Al; ABCG5/G8, ATP-binding cassette G5/G8; ACAT, Acil
CoA:colesterol acil transferase; ApoB48, Apoproteina B48; Capillary/Capilar; Cholesterol/Colesterol;
Cholesterol  esterase/Colesterol esterase; Chylomicrons/Quilomicra; Dietary and biliary
cholesterol/Colesterol da dieta e biliar; ER, Endoplasmic reticulum/Reticulo endoplasmatico; Golgi,
Complexo de Golgi; HDL, High-density lipoprotein/Lipoproteina de alta densidade; Lacteal/Lacteal;
Mixed micelle/Micela mista; MTP, Microssomal triglyceride transfer protein/Proteina microssomal de
transferéncia de triglicerideos; NPC1L1, Niemann-Pick C1 Like 1; Plant sterols/Fitoesterdis; RBC, Red
blood cells/Glébulos vermelhos; Sterols/Esterdis; TG, Triglyceride/Triglicerideos

Vejamos o primeiro destes mecanismos (Figura 5): o influxo intestinal do colesterol é regulado
por transportadores membranares da familia ABC, tais como os ABCG5 e ABCGS8 que exportam
esterdis dos enterdcitos de volta para o limen e o ABCA1 que tem a fungdo de transportar o
excesso de esterdis dos tecidos, na primeira etapa do TRC, para o lUmen. Assim, um aumento
da atividade do heterodimero ABCG5/G8 foi proposto como um possivel mecanismo
subjacente ao efeito hipocolesterolemiante dos PS. No entanto, pelo menos em ratos, estudos
conclusivos em que foram utilizados ratos deficientes em ABCA1 e em ABCG5/GS,
demonstraram que a inibicdo da absor¢do do colesterol mediada pelos PS é independente
destes transportadores ABC (Plosch et al., 2006; Calpe-Berdiel et al., 2006; Calpe-Berdiel et al.,
2007).

Quanto a outros potenciais mecanismos, outros estudos levantaram hipdteses quanto a
possivel regulagdo pelos PS do metabolismo do colesterol ao nivel intestinal e hepatico,
através de vias independentes do LXR. Vdrios autores propuseram uma agao dos PS sobre a
esterificagdo do colesterol e sobre a montagem de lipoproteinas (ACAT; apoB); a internalizagdo

do colesterol (NPC1L1; anexina, ANXA2); a sintese do colesterol (HMG-CoA redutase; C-24

55



INTRODUGAO

redutase) e ainda sobre a remoc¢do de apoB100-lipoproteinas. Porém, o impacte in vivo da
ingestdo de PS sobre estes processos fisioldgicos permanece por clarificar (Calpe-Berdiel et al.,
2009).

Em conclusado, os PS inibem a absor¢do do colesterol ao afetarem a sua solubilizagdo no lumen
intestinal, interferindo com a difusdo luminal do colesterol para o epitélio e/ou inibindo os
mecanismos moleculares responsdveis pela captacdao do colesterol para o enterdcito. Deste
modo, o conteddo em colesterol das Qm é reduzido, menos colesterol é transportado para o
figado nos Qm remanescentes, a atividade dos LDLR hepaticos estd aumentada, reduzindo os
niveis plasmaticos de c-LDL. A diminui¢do da producdo hepatica de VLDL e da conversdo de

VLDL em LDL também contribuem para o abaixamento dos niveis de c-LDL (Cohn et al., 2010).

1.5.2 Abordagem farmacoldgica

O tratamento farmacolégico das dislipidemias e em particular da hipercolesterolemia reveste-
se de grande importancia, ndo sé pela possibilidade de regressdo e/ou estabilizacdo de placas
ateromatosas, como também de diminuicdo da morbimortalidade com comprometimento
aterosclerotico.

A inibicdo da sintese de novo do colesterol (cerca de 2/3 do total de colesterol) tem sido a
principal estratégia terapéutica para a reducao dos niveis de colesterol. Qutras estratégias tém
sido identificadas devido a grandes avangos no estudo da relagao entre algumas das enzimas-
chave, recetores e transportadores envolvidos na biossintese e na transferéncia do colesterol e
o desenvolvimento de farmacos para a regulacdo do metabolismo do colesterol. Por exemplo a
descoberta do LDLR permitiu concluir que os niveis de colesterol circulante podiam ser
reduzidos por estimulacdo da expressdo do LDLR hepatico em consequéncia da diminuicdo da
concentragao intracelular de colesterol. A primeira classe de fdrmacos que atua desta forma
sdo as resinas sequestrantes de acidos biliares, as quais ao interromperem a circulagdo entero-
hepatica dos SB, diminuem o colesterol intra-hepatico que seria utilizado na formacdo dos SB.
Por sua vez, o ezetimibe atua bloqueando seletivamente a absorc¢do intestinal do colesterol, ao
nivel do transportador de esterdis NPC1L1, expresso a nivel apical no enterdcito e na interface
(canalicular) hepatobiliar.

As estatinas, largamente prescritas para a prevengao da DCV, sdo metabolitos de fungos,
capazes de inibir a HMG-CoA redutase, a enzima-chave limitante da sintese hepatica do
colesterol. Outras enzimas intervenientes na via da biossintese do colesterol podem constituir-

se como potenciais alvos da terapéutica hipocolesterolemiante (ja disponiveis ho mercado),
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como por exemplo as enzimas envolvidas na via do mevalonato, tais como a mevalonato-
cinase e a fosfomevalonato-cinase, seguidas da esqualeno-sintase, esqualeno-epoxidase,
lanosterol-sintase e lanosterol 14a-demetilase, e ainda as enzimas esterol delta-redutases,
demetilases, isomerases e dessaturases. Alguns destes farmacos, tais como os inibidores da
esqualeno-sintase, estdo em fase clinica de investigacdo (Rozman e Monostory, 2010). Outras
terapéuticas emergentes incluem os inibidores da CETP (uma enzima-chave do TRC envolvida
na transferéncia dos EC da HDL para a LDL), da MTP (que interferem com a montagem das
VLDL no figado), dos oligonucleotideos antisense apoB (inibem a sintese de apoB, componente
essencial das lipoproteinas aterogénicas — VLDL, LDL, IDL e Lp(a)) e da pré-proteina convertase
subtilisina/kexina tipo 9 (PCSK9) (que promove a degradagdo endossomal e lisossomal dos
LDLR hepaticos) (Charlton-Menys e Durrington, 2008; Noto et al., 2014).

Num estudo de revisdo, Noto et al. (2014) avaliaram os dados clinicos e de seguranca destes
agentes emergentes para a reducdo do c-LDL. Todos os agentes referidos produzem reducdes
potentes da concentracio de c-LDL e apoB, superiores as das estatinas e/ou outras
terapéuticas hipolipemiantes, em individuos de alto risco com hipercolesterolémia e em
doentes com hipercolesterolémia familiar. Contudo, estdo ainda sob investigacdo, a eficacia a
longo termo, tolerabilidade e impacte na reducdo de eventos cardiovasculares, em ensaios de
larga escala.

Existem também outros farmacos hipolipemiantes que estdo disponiveis comercialmente mas
gue ndo serdo aqui abordados por terem uma acdo preferencial sobre os TG (fibratos, niacina)
e deste modo, serdo enquadrados apenas os farmacos com agcdo predominante na
hipercolesterolémia e relevantes face aos objetivos do estudo, nomeadamente as estatinas,

guer em monoterapia quer em terapéutica combinada.

1.5.2.1 Estatinas

As estatinas sdo usadas em larga escala para reduzir os niveis aterogénicos de colesterol em
individuos em risco de desenvolver DCV ou em alto risco. Existe evidéncia clinica de que a
terapéutica com estatinas permite a redugdo de endpoints clinicos, tendo Preiss e Sattar
(2009) demonstrado a redugdo de 12% na mortalidade de qualquer causa, de 19% por doenga
arterial corondria e de 23% por enfarte do miocardio. De acordo com as mais recentes
guidelines de tratamento do colesterol para a redu¢do do RCV aterosclerético (Stone et al.,
2014) sdo maioritariamente quatro os grupos de individuos que podem beneficiar do
tratamento com estatinas, nos quais o potencial de reducdo do RCV aterosclerédtico

claramente excede o potencial de efeitos adversos, nomeadamente: 1) Individuos com
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diagnostico clinico de DCV aterosclerdtica; 2) Individuos com c-LDL > 190 mg/dL; 3) Individuos
entre 40 e 75 anos de idade com diabetes e c-LDL entre 70 e 189 mg/dL; 4) Individuos com
diagndstico clinico de DCV aterosclerética ou diabetes, com idade entre 40 e 75 anos, c-LDL
entre 70 e 189 mg/dL e um risco estimado a 10 anos de desenvolver DCV aterosclerdtica igual
a 7,5% ou superior.

As estatinas sdo indicadas para o tratamento da hipercolesterolémia comum, da
hipercolesterolémia familiar (forma heterozigdtica ou combinada familiar), da hiperlipidemia
mista e das dislipidemias secundarias.

Do ponto de vista farmacoldgico, a inibi¢cdo (parcial) competitiva da HMG-CoA redutase pelas
estatinas reduz a conversao da HMG-CoA em mevalonato, a etapa limitante da biossintese do
colesterol. A redugdo a jusante dos intermedidrios metabdlicos subsequentes traduz-se pelo
aumento da expressdo dos LDLR na superficie dos hepatdcitos e da captagdo de c-LDL da
circulacdo (Goldstein e Brown, 2009).

De entre as varias estatinas (Figura 6), a lovastatina e a sinvastatina inibem a HMG-CoA
redutase somente apds hidrélise no figado e, por isso, sdo consideradas prd-farmacos; as
restantes estatinas ndo necessitam daquela transformacdo sendo consideradas farmacos
ativos. A absorcdo é intestinal, a metabolizacdo processa-se no figado e a excre¢ao ocorre por
via intestinal (a maior parte) e renal. Diferem em relagdo a percentagem de absor¢do, ao efeito
da alimentacdo sobre a sua biodisponibilidade, a ligacdo com as proteinas plasmaticas, a
extracdo hepatica e a meia-vida plasmatica (Vaughan e Gotto, 2004).

Todas as estatinas sdo metabolizadas no citocromo P 450 (CYP P 450) por diferentes sistemas
enzimaticos: a atorvastatina, a lovastatina e a sinvastatina sdo substratos e inibidores da
isoenzima CYP3A4, responsavel pelo metabolismo de mais de 60% dos farmacos no figado
(Beaird, 2000; Neuvonen, 2006); a fluvastatina, maioritariamente do CYP2C9; enquanto a

pravastatina, a rosuvastatina e a pitavastatina utilizam pouco o CYP P 450.
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Figura 6. Estrutura quimica das estatinas, inibidores da HMG-CoA redutase

(Charlton-Menys e Durrington, 2008)

Legenda: Atorvastatin/Atorvastatina; Fluvastatin/Fluvastatina; HMG-CoA, 3-hidroxi-metilglutaril-
Coenzima A; Lovastatin/Lovastatina; Mevastatin/Mevastatina; Pravastatin/Pravastatina;
Rosuvastatin/Rosuvastatina; Simvastatin/Sinvastatina

O uso concomitante de outros farmacos que dependem dos mesmos sistemas enzimaticos, ou
que sdo capazes de inibir a agdo destes, pode causar elevagdo dos niveis séricos das estatinas,
aumentando o risco de efeitos indesejaveis. Por outro lado, farmacos que aumentam a
atividade enzimatica podem levar ao abaixamento dos niveis circulantes das estatinas,
reduzindo a sua eficacia (Bottorff e Hansten, 2000). Contudo, muitas das intera¢des sdo dificeis
de prever dado que quer a homeostasia do colesterol quer o metabolismo dos farmacos
dependem ndo sé do gendtipo de cada individuo, como também do estado nutricional e
fisiolégico, ser normo ou hiperlipidémico e ainda do ritmo circadiano (Rozman e Monostory,
2011).

As estatinas, além de inibirem parcialmente a HMG-CoA redutase, reduzindo a sintese
intracelular do colesterol, aumentam o nimero de LDLR, principalmente no figado, levando
assim a uma maior depuragdo e consequente diminuicdo dos seus niveis plasmaticos.
Adicionalmente interferem na secregao das VLDL, IDL e apo B, o que também contribui para a

reducdao de c-LDL circulante. Induzem um aumento discreto de c-HDL, possivelmente por
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diminuir a atividade da CETP e por potenciar a sintese de apo Al. Ndo estimulam a remocdo
dos Qm e praticamente ndo tém efeito sobre os niveis plasmaticos da Lp (a) (Genest et al.,
2005).

Paralelamente a acdo no perfil lipidico, as estatinas possuem efeitos pleiotrépicos (embora
variaveis e ndo comuns a todas as estatinas), tais como: 1) aumento da atividade da oxido
nitrico (NO) sintase e inibicdo da endotelina, com melhoria da fun¢do endotelial; 2) efeito
antioxidante sobre a LDL e a HDL; 3) efeito anti-inflamatdrio traduzindo-se por uma diminuicao
dos valores da proteina C-reativa; 4) inibicdo da migracao e proliferacdo das células musculares
lisas e da formacdo de células espumosas; 5) diminuicdo do fator tecidual e da agregacdo
plaquetdria; 6) estabilizacdo da placa aterosclerdtica; 7) diminuicdo da formacdo de
osteoclastos e estimulagdo da formacgdo de osteoblastos; e 8) modulagado da fung¢do imune (em
alguns animais) (Forti e Diament, 2004). Estes efeitos pleiotropicos e a diminuicio do
colesterol atuam sinergicamente na redugdo do RCV.

Na prdtica, as estatinas reduzem os valores de CT de 15% a 60%, do c-LDL entre 20% a 60%,
dos TG de 10% a 20% e aumentam o c-HDL entre 5% a 10%, com variacGes entre as diferentes
estatinas e dependentes da dose empregue. Os beneficios do tratamento da
hipercolesterolemia com estatinas tém sendo evidenciados em estudos controlados com
recurso a angiografia, ressonancia magnética, ultra-sonografia e estudos clinicos prospetivos
de longa duracao, tendo sido avaliados nestes ultimos grandes populacGes e grupos especiais,
tais como idosos, criangas, mulheres, hipertensos, renais, diabéticos, doentes em fase aguda

do miocdrdio e apds transplante renal e cardiaco (Baigent et al., 2005).

1.5.3 Abordagem combinada com estatinas

Apesar de nas mais recentes guidelines (Stone et al., 2014) ser recomendada a prescricdo das
estatinas de intensidade moderada a todos os doentes com RCV aterosclerdtico moderado ou
elevado, independentemente da concentracdo de c-LDL, e ser crescente o numero de
individuos tratados com estatinas, cresce também o numero de doentes com efeitos
secunddrios ou que ndo respondem bem a esta terapéutica, particularmente aqueles com DCV
pré-existente, diabetes ou individuos assintomaticos de alto risco com respostas individuais
sub-6ptimas. As estatinas podem ser associadas a outros farmacos com mecanismo de agao
hipocolesterolemiante diferente (Rozman e Monostory, 2010; Gudzune et al., 2014), ndo
obstante as estatinas deverem ser usadas na dose mais alta toleravel, antes de qualquer
terapéutica combinada (Stone et al., 2014). Porém, alguns doentes ndo toleram ou ndo

respondem a monoterapia com estatinas de poténcia elevada e este regime tem sido
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associado a um risco aumentado significativo de eventos adversos e a descontinuacdo ou ndo
adesdo a terapéutica. A combinacdo de estatinas de poténcia baixa ou moderada com outros
farmacos antidislipidémicos pode ser uma alternativa, mas os beneficios e os riscos quando em
comparacdo com a monoterapia com estatinas de poténcia elevada ainda sdo pouco
conhecidos (Gudzune et al., 2014).

No Estudo Internacional da Dislipidémia (DYSIS, Dyslipidemia International Study), um estudo
epidemioldgico, multicéntrico e transversal, foi avaliada a prevaléncia e o tipo de alteragbes
lipidicas persistentes em doentes a fazer terapéutica com estatinas. Publicado em 2011, o
estudo DYSIS-Portugal mostrou que mesmo medicados com estatinas, a maioria dos doentes
continuava a nao atingir os objetivos terapéuticos recomendados para o c-LDL, estando
vulnerdveis ao desenvolvimento de complicagbes cardiovasculares (66,7% dos doentes
recrutados apresentava risco elevado de desenvolver complicagdes cardiovasculares; 30% com
DCV pré-existente). A estatina mais frequentemente usada era a sinvastatina (55,9%) e a
maioria dos doentes estava a fazer tratamento com estatinas de baixa poténcia. Apenas 15,3%
dos doentes estavam simultaneamente a fazer outra terapéutica antidislipidémica, sendo o
farmaco mais usado o ezetimibe (10,2% do total dos doentes) (Marques da Silva e Massano
Cardoso, 2011).

O estudo IMPROVE-IT (IMProved Reduction of Outcomes: Vytorin Efficacy International Trial),
um estudo multicéntrico internacional, em dupla ocultagdo e controlado por placebo (18114
doentes com sindrome coronaria aguda recrutados e com c-LDL <125 mg/dL) faz a comparagio
entre dois bragos terapéuticos: a monoterapia com sinvastatina (40 mg) versus a associacdo de
ezetimibe/sinvastatina (10/40 mg) (Canon et al., 2008). Este estudo (recentemente concluido e
apresentado em Novembro de 2014 no congresso da AHA) veio permitir ultrapassar a falta de
evidéncia em termos de eficacia e seguranca deste farmaco relativamente as estatinas,
confirmando que em individuos de alto RCV, a reducdo do c-LDL com um farmaco ndo-estatina
(ezetimibe) conduz a mesma reducdo de eventos demonstrada com estatinas e que a redugao
do c-LDL para valores abaixo de 70 mg/dL proporciona uma redugdo adicional de eventos.
Recentemente Gudzune et al. (2014) apresentaram uma revisdo sistematica fazendo uma
comparagdo em termos dos beneficios clinicos, adesdo e riscos, entre uma terapéutica
combinada (incluindo resinas sequestrantes de acidos biliares, ezetimibe, fibratos, niacina e
acidos gordos 6mega 3) com estatinas de baixa poténcia e a monoterapia com estatinas de
elevada poténcia, em adultos com elevado RCV aterosclerético. Os resultados evidenciaram
que a combinacdo de uma resina sequestrante de dacidos biliares com uma estatina de
poténcia moderada, ou de ezetimibe com uma estatina de baixa poténcia, permite uma

redugdo do c-LDL similar ou superior (de 0% a 14%) aquela que seria obtida com estatinas de
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elevada poténcia. Porém esta meta-analise ndo permitiu determinar se o beneficio obtido em
termos de diminuicdo do c-LDL se traduziu por reducao do risco de mortalidade, de eventos
corondrios ou de processos de revascularizacdo. Mais ainda, os autores ndao encontraram
evidéncia suficiente no que diz respeito a terapéutica combinada com fibratos, niacina ou
acidos gordos 6mega 3, comparativamente a monoterapia com estatinas de poténcia elevada.
De facto varios estudos tém avaliado se os individuos com alteracbes da homeostasia do
colesterol podem beneficiar de estratégias de tratamento que se traduzam por redugdo da
absor¢cdo do colesterol em adicdo a terapéutica com estatinas (enquanto alguns em
comparagcdo com estatinas de poténcia elevada). Nesse sentido, para além da sinergia
ezetimibe+estatina, os alimentos suplementados com PS como terapéutica adjuvante da dieta
tém sido igualmente avaliados em multiplos estudos em co-administragdo com uma estatina
(PS+estatina), com comprovada eficacia.

Os resultados de 5 anos de intervencdo (entre 1998 e 2002 e com um follow-up de 2003 a
2007) na coorte Dutch Doetinchem (3829 homens e mulheres; idades entre 31 e 71 anos)
mostraram que nos consumidores de margarina enriquecida com PS houve uma reducado de
4% nos niveis circulantes de colesterol e igualmente de 4% nos niveis séricos do colesterol ndo-
HDL (Fransen et al., 2007) e ainda com a mesma coorte, Eussen et al. (2011) comprovaram que
a combinacdo PS+estatina foi mais eficaz na reducdo do ndo-HDL (-32%) do que a monoterapia
com estatina (- 26%).

Uma revisdo sistematica com meta-anadlise de 8 ensaios (306 individuos) comparativos entre
PS+estatina e monoterapia com estatinas permitiu concluir que a co-administracdo
PS+estatina resultou numa redugdo adicional do c-LDL de 0,34 mmol/L, sendo ainda enfatizado
pelos seus autores a necessidade de RCT com PS em combinacdo com estatinas para a
avaliacdo do impacte sobre a morbimortalidade (Scholle et al., 2009).

Embora a ingestdo de alimentos enriquecidos em PS efetivamente atenue a absor¢do do
colesterol, coletivamente, os estudos indicam, em resposta, um aumento da sintese do
colesterol. A supressdo da absor¢do do colesterol pelos PS (ou pelo ezetimibe) resulta numa
reducdo dos niveis circulantes de colesterol, o que causa a inibicdo da retroalimentacgdo
negativa sobre a HMG-CoA redutase, levando a um aumento da sintese do colesterol.

Deste modo, parece igualmente plausivel que ocorra o efeito reciproco sobre a absor¢do do
colesterol quando o alvo da terapéutica é a sintese do colesterol.

Assim sendo, o efeito terapéutico sobre um vector, a sintese ou a absorgdo do colesterol,
traduz-se por um efeito reciproco e compensatério sobre o outro vector, i.e. uma sinergia para
manter a homeostasia do colesterol, de que resulta um balanco/efeito benéfico sobre os niveis

circulantes de colesterol (Santosa et al., 2007).
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Uma vez que a maioria dos estudos comprova esta relacdo reciproca entre os dois vetores, a
magnitude do efeito revela-se deveras importante. No caso dos PS, a diminuicao induzida pelo
tratamento na absorcao do colesterol foi consistentemente mais pronunciada do que o
aumento reciproco na sintese. No caso das estatinas, a reducdo induzida na sintese do
colesterol foi superior ao aumento compensatério observado na absor¢do. A alteracao
reciproca no segundo vetor ndo compensa totalmente a alteracao ocorrida no primeiro vetor,
permitindo que ocorra uma redugdo dos niveis circulantes de colesterol. A magnitude desse
efeito tem sido determinada em ensaios em que foi estudado o efeito dos PS e das estatinas
sobre o metabolismo do colesterol, mas, sé pode ser quantificada quando sdo empregues
métodos diretos tais como o balanco de esterdis, a razdo de isétopos, ou a incorporacgdo de
deutério (Santosa et al., 2007).

Porém, esta relacdo mecanistica, ainda permanece por esclarecer. A evidéncia desta relacdo
reciproca e compensatdria permite sugerir que as terapéuticas combinadas que afetam

simultaneamente os dois vetores poderdo ser mais vantajosas do que a monoterapia.
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CAPITULO 2 - OBJETIVOS

O objetivo geral deste projeto de investigacdo consistiu na caracterizacdo (pioneira em
Portugal) do metabolismo do colesterol através da determinacdo analitica dos marcadores
séricos de sintese e de absorcdao do colesterol (esterdis ndao colesterolémicos) na populagdo
adulta portuguesa hipercolesterolémica, sem terapéutica hipolipemiante, com o intuito de
contribuir para o conhecimento do metabolismo/homeostasia do colesterol, de disponibilizar
uma nova ferramenta, na pratica clinica, coadjuvante da abordagem classica da ficha lipidica e
de analisar o contributo dos referidos marcadores bioquimicos no estabelecimento ou na

monitorizacdo de uma terapéutica hipocolesterolemiante.

O presente projeto de investigacdo pode ser subdividido em dois estudos com os seguintes

objetivos especificos:

ESTUDO 1 — Categorizagdo dos perfis de “metabolizador” do colesterol na populacdo
portuguesa, numa amostra estatisticamente representativa da regido Centro, caracterizada
por sexo e por grupo etario, através da quantificagdo/proporcdo de marcadores de sintese e
de absorcdo do colesterol, por recurso a GC-MS. Esta categorizacdo dos individuos
classificando-os como tendo taxas de absorcdo gastrointestinal altas, intermédias ou baixas (e
as taxas opostas de sintese hepatica de colesterol) pode contribuir para a avaliacdo do
correspondente nivel de RCV e para o estabelecimento ou monitorizagdo de uma terapéutica
hipocolesterolemiante.

Dadas as associagbes entre a homeostasia do colesterol, a concentragdo de lipidos e
lipoproteinas e a DCV, foi também objetivo especifico avaliar as relagdes entre os marcadores

de sintese e absor¢do do colesterol e os fatores de RCV/estilos de vida.

ESTUDO 2 - Avaliacdo do efeito aditivo da toma de um alimento (de baixo teor de gordura)
suplementado com fitoesterdis (intervencdo ndo farmacolégica sobre a via exdgena do
metabolismo do colesterol) combinada com o tratamento com estatinas (terapéutica
farmacoldgica sobre a via endégena do metabolismo do colesterol), na redug¢do do c-LDL, em
individuos idosos, com valor basal de c-LDL <130 mg/dL, através da determinacdo analitica dos

marcadores séricos de sintese e absorcdo do colesterol por GC-MS e da ficha lipidica.
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CAPITULO 3 — POPULACAO DE ESTUDO E METODOS

3.1 POPULAGAO DE ESTUDO

Os ESTUDOS 1 e 2 foram desenvolvidos apds a obteng¢do do parecer positivo da Comissao de
Etica da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra e da Comissdo de Avaliagdo de
Pedidos de Patrocinio Cientifico e Autorizacdo de Estudos (CAPPCAE) da Administracdo
Regional de Saude do Centro (ARSC) e da autorizacdo das institui¢cGes publicas e privadas onde

se realizaram os referidos estudos.

3.1.1 Populagdo de estudo 1 (ESTUDO 1)

O célculo amostral (n=309) teve por base a popula¢do da regido Centro de Portugal (2 381 068
individuos) estimada nos Censos de 2011, uma prevaléncia de 55% de hipercolesterolémia, um
nivel de confianga de 95% e uma margem de erro de 5%. O ndimero de individuos adultos
estimado como necessario para completar a amostra, caracterizado por sexo e por idade esta

ilustrado na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 - Calculo amostral por sexo e escaldo etario com

base na populagdo da regido Centro de Portugal (Censos 2011)

Idade (anos) Homens Mulheres Total
18-29 25 24 49
30-39 28 28 56
40-49 27 28 55
50-59 24 25 49
60-69 19 22 41
70-79 16 21 37
>80 8 14 22

A selecdo dos 309 individuos a incluir no estudo foi feita ao nivel da rede de cuidados de saude
primarios (trés unidades de saude familiar (USF) e um centro de saude (CS)), do Agrupamento
de Centros de Saude (ACES) - Baixo Mondego, através da consulta dos ficheiros eletrénicos
médicos dos utentes codificados para alteragdes do metabolismo dos lipidos (cédigo T93). Os

critérios de inclusdo basearam-se nos valores de referéncia dos pardmetros lipidicos, CT 2200
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mg/dL (5,2 mmol/L) e/ou c-LDL 2100 mg/dL (2,6 mmol/L), aplicaveis a data deste estudo,
definidos nas orientacdes do NCEP-ATP lll, e ainda na auséncia de toma de qualquer
terapéutica hipolipemiante (medicagdo, suplementos dietéticos ou alimentos funcionais) nos
trés meses anteriores ao inicio do estudo.

Face aos critérios de inclusdo do estudo foram selecionados os individuos que poderiam ser
recrutados, com base nos valores da ultima ficha lipidica e no registo da terapéutica
hipolipemiante prescrita pelo médico de medicina geral e familiar.

Os critérios de exclusdo foram os seguintes: diagndstico de sitosterolémia, histéria clinica de
doenca hepatica ou renal crénica, doenga mental, gravidez.

N3o tendo sido possivel obter o nimero de individuos necessario para ter significado
estatistico, no escaldo etario dos 18 aos 29 anos e naqueles com idade igual ou superior a 70
anos, nas USF e no CS onde o estudo tinha sido autorizado, foram contactadas instituicdes de
ensino superior, empresas publicas e privadas e lares de idosos e obtida a autorizacdo para a
realizacdo do estudo. Contudo, o objetivo ndo foi alcancado, pelo que a equipa de investigacao
tomou a opc¢do de limitar a populacdo de estudo 1, aos individuos em idade ativa (30-65 anos),
perfazendo um total de 201.

Seguidamente foi feito o contacto por telefone ou através de correio eletrdnico aos utentes

selecionados, para explicacdo do estudo e convite a participacao.

A Tabela 3.2 resume o processo de selecdo e recrutamento.

Tabela 3.2 - Processo de sele¢do e recrutamento dos participantes

Total de utentes adultos codificados T93 (rede de cuidados de satde primarios)

(3 Unidades de Saude Familiar e 1 Centro de Saude da rede de ACES-Baixo Mondego) 6711
Total de individuos selecionados com base no ultimo registo médico de ficha lipidica e auséncia de 1407
terapéutica hipolipemiante (individuos contactados e convidados a participar)

Total de individuos recrutados noutras institui¢cdes (lares de idosos; instituigdes de ensino

superior; empresas publicas e privadas) para completar os escalGes etérios dos 140
18-29 e 2 70 anos

Total de amostras de sangue analisadas para ficha lipidica, para verificagdo dos critérios de
incluso lipidicos (CT 2200 mg/dL elou c-LDL 2100 mg/dL) 350
Total de amostras séricas analisadas para a quantificagdo dos marcadores de absorgdo 212

e sintese do colesterol, em respeito dos critérios de inclusado lipidicos
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A populacio de estudo 1 ficou assim completa com 212 individuos adultos
hipercolesterolémicos, sem terapéutica hipocolesterolemiante (100 do sexo masculino e 112
do sexo feminino), de nacionalidade portuguesa, habitantes ou trabalhadores na regido Centro

de Portugal, com idade compreendida entre os 30 e os 65 anos.

3.1.2 Populagdo de estudo 2 (ESTUDO 2)

Dada a caréncia de estudos em individuos idosos hipercolesterolémicos, para além de que a
este subgrupo da populagdo é vulgarmente prescrita uma estatina como terapéutica
hipocolesterolemiante, a nossa populagdo de estudo 2 ficou constituida por individuos com
idade igual ou superior a 65 anos, em tratamento regular com estatinas, com valores basais de
c-LDL inferiores a 130 mg/dL (3,35 mmol/L), nos quais foi estudado o efeito aditivo da toma de
leite fermentado suplementado com fitoesterdis (PS-FM, PS-fermented milk). Porque se
pretendia garantir a inclusdo de individuos com dieta regular controlada, a selecdo e
recrutamento foram feitos em lares de idosos, mais concretamente em 3 lares de idosos
localizados na regido Centro, onde estes se encontravam institucionalizados.

Foi estimada uma amostra de 18 individuos como sendo necessaria, com um poder de 80%
para detetar uma redugdo de c-LDL de 0,27 mmol/L (5% de nivel de significancia). A nossa
amostra ficou completa com 35 individuos.

Os critérios de inclusdo basearam-se nos valores de c-LDL <130 mg/dL, toma regular de uma
estatina ha pelo menos 3 meses, idade igual ou superior a 65 anos, estar institucionalizado em
instituicdo da terceira idade. A toma de qualquer outro agente hipocolesterolemiante seja

medicamento, suplemento dietético ou alimento funcional constituiu critério de exclusao.

3.2 METODOS
3.2.1 ESTUDO 1

A todos os individuos que deram o seu consentimento informado para a participagdo no
estudo foi pedido o preenchimento de um questionario de caracterizagao sociodemogrifica,
clinica e de estilos de vida e colhida uma amostra de sangue (5 mL a 10 mL) em jejum (cuja
preparacdo e andlise esta descrita adiante no sub-capitulo 3.2.3).

No desenvolvimento do referido questionario (concebido especificamente para este estudo)
esteve envolvido um painel de especialistas das areas da Nutricdo, Medicina e Farmacia com
varios anos de experiéncia. O painel validou o questiondrio em termos de legibilidade,

estrutura, relevancia e nimero total de questées. Foi realizado um pré-teste e com base nos

73



POPULAGAO DE ESTUDO E METODOS

resultados obtidos, procedeu-se a revisdo do questionadrio, incluindo-se no Anexo 1 a sua

versdo final, autoadministrada aos participantes.

Em termos dos estilos de vida, nomeadamente a pratica regular de exercicio fisico aerdbio,
tabagismo e padrdo dietético, os pressupostos tomados para a definicdo de niveis adequados
tiveram por base as recomendacdes para a adogdo de estilos de vida saudaveis emanadas pelo
grupo de trabalho internacional dedicado aos estilos de vida da ACC/AHA (Eckel et al., 2013),

tendo em vista a reducdo do risco de doenca crdnica.

As recomendacbes em termos do padrao dietético tidas em consideracdo foram as seguintes:
a) preferéncia pela utilizacdo de azeite como gordura para uso culindrio ou para tempero;
consumo preferencial de carnes brancas em detrimento das carnes vermelhas; consumo baixo
de carnes vermelhas e produtos carneos (< 2 porcdes/semana); consumo moderado a alto de
peixe (> 3 porcdes/semana) (especialmente de peixes azuis > 2 porc¢es/semana; ingestdo
moderada de alcool, especialmente de vinho tinto as refeicdes (1 copo/dia para o sexo
feminino - 10 g de alcool ou 2 copos/dia para o sexo masculino - 20 g de alcool); e consumo
maximo de sal (sédio) de 5 g/dia (Perk et al., 2012). No que diz respeito ao aporte hidrico
(proveniente de bebidas) didrio adequado para a populagcdo portuguesa foram seguidas as

recomendacdes > 1,9 L para homens e > 1,5 L para mulheres (Padrdo et al., 2011).

Como pratica regular adequada de exercicio fisico, foi considerado o exercicio aerdbico de
intensidade moderada durante 150 minutos/semana ou 75 minutos de intensidade vigorosa,

ou uma combinac¢do de ambos (Jansson e Andersson, 2010).

Foram considerados fumadores aqueles individuos com um consumo tabagico equivalente

igual ou superior a um cigarro/dia.

Em termos da caracterizagdo clinica foi avaliado o IMC, registada a medica¢do prescrita para
comorbilidades e a existéncia de diagndstico de hipertensdo, diabetes mellitus ou DCV. Foi
considerada medicagdo concomitante que pode afetar os niveis circulantes de colesterol os
inibidores da enzima de conversdo da angiotensina, bloqueadores do recetor da angiotensina
I, bloqueadores beta, bloqueadores do canal de calcio e agentes diuréticos.

Neste estudo foi adotada a classificacdo ATP Il do NCEP para os niveis de CT, c-LDL, c-HDLe TG
(NCEP-ATP IIl, 2001) e a classificacdo da Organizacdo Mundial de Saude de IMC para adultos
(OMS, 2004 — actualizacdo de OMS, 1995 e 2000).
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3.2.2 ESTUDO 2

No Estudo 2 foi pedido aos individuos recrutados em lares de idosos, medicados com estatinas,
que fizessem uma toma didria (ao almogo) de um leite fermentado suplementado com 2 g de
fitoesterdis (apresentacdo da declaragdo nutricional na Tabela 3.3). Tratava-se de um leite
fermentado aromatizado e agucarado com adicdo de esterdis vegetais composto de leite
pasteurizado magro (79%), ésteres de esterdis vegetais (2%), acucares (2%), fibras, fruta (1%),
aromas, antioxidante (extrato rico em tocoferdis), corante (antocianinas), edulcorante

(sucralose), emulsionantes (mono e diglicéridos de acidos gordos).

Tabela 3.3 - Declaragao nutricional

Valores nutricionais médios

por 100g de produto:

Valor energético 190kJ/45 kcal
Proteinas 25¢g
Hidratos de carbono 45g
dos quais aguicares 45g
Lipidos (excluindo esterdis) 15¢
dos quais saturados 02g
monoinsaturados 04¢g
polinsaturados 09¢g
Fibra 10g
Sédio 0,04g
Esterdis vegetais 20g

Fonte: Unilever Jer6nimo Martins Lda.

Os participantes tomaram o PS-FM ao longo de 2 periodos consecutivos de 3 semanas e o
efeito da terapéutica combinada foi avaliado por compara¢do com os valores basais da ficha
lipidica e dos marcadores séricos de absorgao e sintese do colesterol, assim como os valores ao
fim de 6 semanas de washout. Assim, a todos os individuos que deram o seu consentimento
informado para a participa¢do no estudo foram colhidas quatro amostras de sangue (5 mLa 10
mL), em jejum, respetivamente nos intervalos de tempo t0 (basal-antes da toma do PS-FM); t1
(apds 3 semanas de toma de PS-FM), t2 (ao fim de 6 semanas de toma de PS-FM) e t3 (apds 6
semanas de washout).

Uma vez que o Estudo 2 foi desenvolvido em lares de idosos, no que diz respeito a
caracterizagdo sociodemografica, clinica e de estilos de vida dos participantes, destaca-se que

toda a informacgao foi dada pelo pessoal de enfermagem responsavel da prdépria instituicdo. A
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dieta era comum a todos os participantes do estudo e nao havia nenhum caso de dieta

especifica por condicdo de saude.

Neste estudo foi igualmente adotada a classificacdo ATP Il do NCEP para os niveis de CT, c-LDL,
c-HDL e TG (NCEP-ATP IIl, 2001) e a classificacdo da Organizagao Mundial de Saude de IMC
para idosos (OMS, 2000).

3.2.3 Preparagao e analise da amostra

A amostra de sangue (Estudo 1 e Estudo 2) foi sujeita a centrifugacdo a 1500-2000 g/minuto,
durante 20 minutos para a separagao do soro. A amostra de soro obtida foi dividida em
aliquotas que foram congeladas a -20°C para andlise dentro de 2-3 meses e a -70°C para um
periodo de tempo superior. Uma aliquota de soro foi utilizada para a determinacdo da ficha
lipidica (CT, c-HDL e TG) por método enzimatico colorimétrico, no Laboratério de Andlises
Clinicas da Faculdade de Farmdcia da Universidade de Coimbra. O valor de c-LDL foi calculado
através da equacdo de Friedwald (Friedwald et al., 1972) e o do ndo-c-HDL pela diferenca entre
o CT e o c-HDL. Apenas no caso de cumprimento dos parametros de inclusao lipidicos (CT 2200
mg/dL e/ou c-LDL 2100 mg/dL), outra aliquota da mesma amostra foi utilizada para a
determinacdo por GC-MS, dos marcadores séricos de absorcdo e sintese do colesterol, no

laboratério de Bromatologia da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra.

No fluxograma seguinte esquematiza-se o procedimento experimental implementado para a
preparacdo e analise da amostra por GC-MS (Figura 7). Este método foi validado por Saraiva et

al. (2011).
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Amostra de soro
100 pL de amostra

Padrao interno
== Adicionar 50 pL de 5a-colestano
(100 pg/mL)

-

PREPARAGCAO DA AMOSTRA E ANALISE

Hidrdlise alcalina
= Juntar 250 pL de KOH etandlico
2mol/L a 90% (2 horas a 60°C)

Extracao liquido-liquido
Adicdo de 1 mL de n-hexano
Vortex e separacdo da fase organica

500 pL extracto
== Evaporac¢ado do solvente em vial de
GC-MS sob corrente de azoto a 60°C

Derivatizagao
== Adicionar 50 uL de MSTFA:DTE:TMIS
Incubar 1 hora, 60°C

Andlise por GC-MS/SIM (2pL)
Colesterol e NCS

Figura 7. Procedimento experimental adoptado para a extragdo e analise do colesterol e NCS

Existem varios métodos padronizados para a analise dos esterdis principalmente
desenvolvidos para a analise de alimentos. Na area biomédica a maioria dos investigadores
introduziu modificagbes a estes métodos para os tornar adequados a amostras de menor
dimensdo, para usar menores volumes de solvente e eliminar algumas das etapas de
preparacao da amostra, reduzindo o tempo de andlise. Existe assim entre os varios grupos de
investigacdo nesta area uma grande variabilidade quer no que diz respeito ao padrao interno

utilizado quer as técnicas para a extragdo, a derivatizagao e a separa¢do na analise dos NCS.

A descricdo que se segue diz respeito unicamente aos procedimentos utilizados neste trabalho

de investigacao.

Padroes e Padrao Interno (IS)

Foram preparadas solugGes de concentracdo conhecida, do padrdo interno (IS, internal

standard) e dos padrdoes desmosterol, latosterol, sitosterol, campesterol, campestanol,
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sitostanol, colestanol, fucosterol, estigmasterol e colesterol, a partir dos respetivos padrdes
puros (Sigma, Madrid, Espanha) para a identificacdo dos NCS e do colesterol presentes nas
amostras de soro. As concentrac¢des indicadas na Tabela 3.4 dizem respeito ao Estudo 1,

enquanto no Estudo 2 se recorreu a uma diluicdo de 1:20.

Tabela 3.4 - Padrdes de colesterol, NCS e
padrao interno

PadrBes Concentragao
(ng/mL)
5 a-colestano (IS) 100
Desmosterol 25
Latosterol 50
Sitosterol 60
Campesterol 40
Campestanol 35
Sitostanol 65
Colestanol 100
Fucosterol 50
Estigmasterol 50
Colesterol 200

IS — Padrdo interno

No que diz respeito ao IS ideal, este deve corresponder a um composto com uma estrutura e
um comportamento quimico similar ao dos NCS, embora ndo possa estar presente na amostra;
a sua concentracdo deve estar dentro de uma gama semelhante a dos NCS a medir e deve
poder ser sujeito ao passo de derivatizacdo tal e qual a amostra. O IS que foi utilizado foi 0 5 a-

colestano.

Extragao dos esterdis

Para a preparacdo das amostras para a determinacdo dos NCS é geralmente necessdrio um
passo de extracdo dos esterdis da respetiva matriz bioldgica, sendo o soro ou o plasma as
matrizes mais comuns. No nosso caso, previamente a extragao por solventes, foi efetuada uma
saponificacdo/hidrdlise alcalina para converter os ésteres de acidos gordos dos NCS a esterdis
na forma livre, permitindo assim que possam ser extraidos como parte da matéria
insaponificavel. Para tal sujeitou-se a amostra de soro (a que se adicionou o IS) a acdo de uma
solugdo 2 mol/L de hidréxido de potassio etandlico a 90%, durante 2 horas a temperatura de

60°C, condi¢des optimas segundo Saraiva et al. (2011).

78



POPULAGAO DE ESTUDO E METODOS

Seguidamente procedeu-se ao passo de extracdo por solventes, em que sdao geralmente
utilizados solventes ndo polares. Foi usado o n-hexano, num volume de 1 mL adicionado a
amostra. Foi recolhido um volume de 500 pL da fase organica para um “vial” de GC e
seguidamente procedeu-se a evaporacdo do solvente/concentracdo dos analitos de interesse,
sob corrente de azoto (a 60°C), para prevenir a oxidacdo dos esterdis. Seguiu-se um passo de

ressuspensdo, usando-se o agente de derivatizacao.

Derivatizacao dos esterois

A volatilidade é um passo critico para a separacdo dos esterdis por GC-MS (a técnica que foi
usada neste trabalho de investiga¢do) e a derivatizacdo contribui, sem duvida, para a melhoria
das propriedades cromatograficas dos compostos de interesse. A maioria dos NCS tem um
grupo hidroxilo polar no carbono 3, o qual pode ser derivatizado (conversdo em derivados
sililados no nosso caso) para potenciar a volatilidade e a termoestabilidade, reduzir a

polaridade, facilitando a separacdo e detecdo por GC-MS.

Neste trabalho de investigacdo foi usada a mistura de derivatizagdo MSTFA:DTE:TMIS (Sigma,
Madrid, Espanha; Merck, Lisboa, Portugal; Sigma, Madrid, Espanha) (5000:10:10, m:m:v)
apontada como sendo a mais eficiente em termos de especificidade/sensibilidade por Saraiva

etal. (2011).

Separacgdo e detec¢do dos esterdis

GC e LC sdo as duas técnicas mais utilizadas para a separagdo de misturas de esterdis, tendo
sido usada a GC neste trabalho. Em GC a separagdo dos analitos de interesse é fun¢do dos seus
pontos de ebuli¢do, do grau de adsor¢ao a fase estaciondria e da temperatura da coluna.

Foi utilizada uma coluna capilar de 30 m x 250 um x 0,25 um (Supelco SLB-5MS, Reagente 5,
Porto, Portugal) equipada num cromatédgrafo gasoso acoplado a um detector de massa
seletivo (Agilent Technologies 6890N Network GC System, Soquimica, Lisboa, Portugal). Foi
injetado um volume de 2 pL de amostra, sendo a temperatura do injetor de 250°C. Foi
estabelecido um programa multi-rampa de temperaturas para o forno, sendo a temperatura
inicial da coluna de 200°C, a qual foi mantida por 1 minuto, seguida por um aumento de
20°C/minuto até aos 300°C, mantendo-se nessa temperatura durante 10 minutos. A corrida
cromatografica total teve uma duragdo de 16 minutos.

Os NCS separados por GC foram detetados e avaliados por MS por monitorizagdo seletiva de

iGes (SIM). O detetor encontrava-se a uma temperatura de 280°C. O detetor MS é um detetor
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seletivo que ioniza os analitos gerando fragmentos que sdo depois medidos em funcdo da
razdo massa/carga (m/z). O software associado regista um espetro de massa mostrando a
abundancia de cada fragmento de massa ionizado. A recolha de dados foi efetuada no modo
SIM tendo sido selecionado um sé ido, em termos de quantificacdo, para cada composto: m/z
217 para o colestano, m/z 458 para o colesterol, m/z 215 para o colestanol, m/z 343 para o
desmosterol, m/z 255 para o latosterol, m/z 343 para o campesterol, m/z 215 para o
campestanol, m/z 255 para o estigmasterol, m/z 357 para o B-sitosterol, m/z 215 para o B-
sitostanol, m/z 386 para o fucosterol. No modo SIM os iGes “indesejados” estdo a ser evitados,
sendo a seletividade potenciada e podendo contribuir para eliminar interferéncias de matriz.

Os picos de interesse de cada amostra, registados sob a forma de um cromatograma (ver
Anexo 2) (cujas areas/abundancias relativas sdo proporcionais as concentragdes do analito em
causa) foram identificados por comparacao com os padrdes e expressos em relagdo ao padrao

interno.

Quantificagcdao de NCS

A concentracdo de NCS (valor absoluto) deve ser reportada nas unidades SI, ou seja, em mol/L.
Quando se usam os NCS como marcadores séricos do metabolismo do colesterol é pratica
comum reportar os resultados como um racio para o colesterol (mmol NCS/mol de colesterol).
Neste caso a medicdo do colesterol deve provir da preparacdo da mesma amostra e
idealmente resultar da mesma corrida por GC-MS.

Neste trabalho de investigacdo os resultados dos NCS foram apresentados como um racio para
o colesterol (resultados normalizados para o colesterol). Apesar de a medicdo do colesterol ter
sido efetuada na mesma corrida cromatografica dos NCS, a grande quantidade de colesterol
presente nas amostras, traduziu-se por incerteza na quantificacdo, pelo que foi usada a
concentracdo de colesterol medida por método enzimatico na determinacdo da ficha lipidica

(da mesma amostra).

Apesar de nao existir ainda um método analitico de referéncia para a analise dos NCS em
amostras bioldgicas (soro, plasma, liquido amniético, fezes), essencial em analises de rotina, as
opcOes tomadas em termos de preparagdo e caracterizagdo da amostra (saponificacdo
alcalina; extracdo dos componentes insaponificaveis; limpeza do extrato, derivatizacdo dos
esterois) e das técnicas de separacdo e dete¢do (GC-MS/SIM) tiveram por base as conclusdes
retiradas do estudo de revisdo desenvolvido por Andrade et al. (2013) em termos dos avangos

mais recentes nos métodos analiticos disponiveis para a analise dos NCS (ver Anexo 3.1) e
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derivaram do facto de o método ter sido previamente validado por investigadores do grupo de

investigacdo (Saraiva et al., 2011) no seio do qual foi desenvolvido o presente estudo.
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CAPITULO 4 — RESULTADOS e DISCUSSAO

4.1 ESTUDO 1

Os resultados do Estudo 1 foram submetidos para publicacdo sob a forma de artigo original em
revista cientifica internacional (ver Anexo 3.2). Este sub-capitulo diz assim respeito a essa

publicacao cientifica.

4.1.1 Caracterizacao da populagao

Os participantes do Estudo 1 apresentavam a seguinte distribuicdo em termos de categorias
profissionais: trabalhador por conta de outrem (152; 71,7%); reformado (26; 12,3%);
trabalhador por conta propria (17; 8,0%); trabalhador do servico doméstico (5; 2,4%);
desempregado (5; 2,4%); estudante (4; 1,9%); outra (3; 1,4%).

No que diz respeito as habilitagdes literarias a distribuicao era a seguinte: 12 ciclo (18; 8,5%);
22 ciclo (11; 5,2%); 3¢ ciclo (37; 17,5%); ensino secundario (40; 18,9%); bacharelato (12; 5,7%);
licenciatura (60; 28,3%); mestrado (23; 10,8%); doutoramento (10; 4,7%); outra (1; 0.5%).

As Tabelas 4.1 e 4.2 contém a caracterizagao clinica e de estilos de vida dos participantes.

Relativamente a caracterizacgdo clinica, do total de individuos que constituiam a amostra, vinte
e sete individuos (12,7 %) eram obesos (IMC 230 kg/m?2), 18,9 % tinham hipertensao, enquanto
1,9 % e 2,8 % tinham diabetes e DCV respetivamente. Apenas 42,0% reportaram sofrer de
dislipidémia. Trinta e sete individuos (17,5%) tomavam medicagdo para outras comorbilidades

que poderiam exercer efeito sobre os niveis de colesterol (Tabela 4.1).

No que diz respeito a caracterizagdo dos estilos de vida, 46 (21,7%) participantes eram
fumadores e 49,5% auto-reportaram praticar exercicio fisico regularmente nos niveis

recomendados (Tabela 4.2).

Dos 212 individuos inquiridos, 168 (79,2%) consideram que a alimentagdo pode influenciar o
estado de saude e o rendimento laboral e 206 (97,2%) fazem pelo menos trés refei¢des por dia

(pequeno-almocgo, almogo e jantar).
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Tabela 4.1 - Populagéo de estudo: Caracterizagao clinica (N=212)

Variavel 30a39anos 40a49anos 50ab59anos 60ab5anos  p-value
(N=56) (N=59) (N=52) (N=45)
IMC, kg/m?
Mulheres 24037 253+39 25427 25051 NS
Homens 269+3,2 272439 276+26 274+39 NS
Total 255+38 262+4,0 265+28 266+4,6 NS
Hipertens&o, N (%)
Mulheres 1(3,6) 3(94) 7(25,9) 9(36,0) 0,007
Homens 1(3,6) 4(148) 10 (40,0) 5 (25,0) 0,008
Total 2(3,6) 7(11,9) 17(32,7) 14 (31,1) 0,000
Diabetes, N (%)
Mulheres 0(0,0) 1(3,1) 0(0,0) 0(0,0) NS
Homens 0(0,0) 0(0,0) 1(4,0) 2(10,0) NS
Total 0(0,0) 1(1,7) 1(1,9) 2(44) NS
DCV, N (%)
Mulheres 1(3,6) 0(0,0) 0(0,0) 3(12,0) NS
Homens 1(3,6) 0(0,0) 1(4,0) 0(0,0) NS
Total 2(3,6) 0(0,0) 1(1,9) 3(6,7) NS
Medicagéo concomitante®, N (%)
Mulheres 0(0,0) 2(6,3) 7(25,9) 8(32,0) 0,002
Homens 2(7,1) 3(11,1) 8(32,0) 7(35,0) 0,026
Total 2(3,6) 5(8,5) 15 (28,8) 15(33,3) 0,000

Os valores sdo expressos como média + DP ou N (%).
IMC, indice de massa corporal; DCV, doenga cardiovascular. *Medicagao concomitante que pode afetar o teor de
colesterol (ACEI, angiotensin-converting enzyme inhibitor/Inibidor da enzima de converséo da angiotensina; ARB,
angiotensin |l receptor blocker/bloqueador do recetor da angiotensina Il; bloqueador beta; bloqueador do canal de
calcio; diuréticos)

Em termos do padrdo dietético desta populacdo de estudo, resumem-se as principais
caracteristicas na Tabela 4.2: a) baixo aporte hidrico (proveniente de bebidas) com apenas
30,2% dos individuos a ingerir a quantidade adequada de agua por dia; b) ingestdo leve a
moderada de alcool, especialmente na forma de vinho tinto e as refei¢des; c) consumo de
carnes vermelhas superior ao recomendado (> 5 refei¢bes/semana nos individuos do sexo
masculino; > 3 refei¢bes/semana nas mulheres; 22,6% tinham um consumo adequado de
carnes vermelhas); d) consumo adequado de peixes azuis e brancos. A maioria dos
participantes desconhecia a quantidade de sal ingerida por dia, tendo apenas 38 (17,9%)
reportado um consumo =5 g/dia. Os participantes exibiam preferéncia por azeite como
gordura quer para cozinhar quer para temperar alimentos (dados ndo apresentados em

tabela).
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Quanto aos fatores de risco relacionados com os estilos de vida, a destacar por exemplo, a
inadequagcdo em termos da pratica regular de exercicio fisico, do consumo de carnes
vermelhas ou do aporte hidrico didrio, podemos dizer tratar-se de oportunidades para a

implementagdo de alteragOes terapéuticas sobre os estilos de vida.

Tabela 4.2 - Caracterizacdo da populagado de estudo: Estilos de vida (N=212)

Variavel* 30 a 39 anos 40 a 49 anos 50 a 59 anos 60 a 65 anos p-value
(N=56) (N=59) (N=52) (N=45)
Fumador
Mulheres 4(14,3) 9(28,1) 6(22,2) 4(16,0) NS
Homens 8(28,6) 8(29,6) 3(12,0) 4(20,0) NS
Total 12 (21,4) 17 (28,8) 9(17,3) 8(17,8) NS
Exercicio fisico regular adequado
Mulheres 10 (35,7) 17 (53,1) 16 (59,3) 16 (64,0) NS
Homens 16 (57,1) 10 (37,0) 10 (40,0) 10 (50,0) NS
Total 26 (46,4) 27 (45,8) 26 (50,0) 26 (57,8) NS
Aporte hidrico diério adequado
Mulheres 12 (42,9) 11(34,4) 6(22,2) 10 (40,0) NS
Homens 8(28,6) 6(22,2) 8(32,0) 3(15,0) NS
Total 20 (35,7) 17 (28,8) 14 (26,9) 13 (28,9) NS
Ingestéo semanal adequada de alcool
Mulheres 28 (100,0) 30(93,8) 24.(88,9) 24.(96,0) NS
Homens 26 (92,9) 19(70,4) 17 (68,0) 11(55,0) NS
Total 54 (96,4) 49 (83,1) 41(78,8) 35(77,8) 0,044
Ingestéo semanal adequada de carnes vermelhas
Mulheres 5(17,9) 11(34,4) 11(40,7) 10 (40,0) NS
Homens 3(10,7) 1(3,7) 3(12,0) 4 (20,0) NS
Total 8(14,3) 12(20,3) 14 (26,9) 14 (31,1) NS
Ingestdo semanal adequada de peixe
Mulheres 25(89,3) 32(100,0) 27 (100,0) 25(100,0) 0,026
Homens 27 (96,4) 26 (96,3) 24.(96,0) 20 (100,0) NS
Total 52 (92,9) 58 (98,3) 51(98,1) 45 (100,0) NS
Ingestdo semanal adequada de peixes azuis
Mulheres 12 (42,9) 21 (65,6) 16 (59,3) 20 (80,0) 0,046
Homens 12 (42,9) 11 (40,7) 18 (72,0) 13 (65,0) 0,056
Total 24 (42,9) 32 (54,2) 34 (65,4) 33(73,3) 0,011
Percegéo da ingestdo de sal
Mulheres 1(3,6) 8(25,0) 4(14,8) 6 (24,0) NS
Homens 3(10,7) 8(29,6) 5(20,0) 3(15,0) NS
Total 4(7,1) 16 (27,1) 9(17,3) 9(20,0) 0,016

* Todas as variaveis s&o auto-reportadas. Os resultados sao expressos como N (%).
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E consideravel a evidéncia cientifica que serve de suporte ao impacte positivo da
atividade/exercicio fisico sobre os niveis séricos dos lipidos. Multiplas intervencdes sobre os
estilos de vida sdo de facto recomendadas na pratica clinica, passando usualmente por
intervencdes ndo somente ao nivel da atividade fisica, mas também da dieta e da manutencao
de composicdo corporal sauddvel adequada ao sexo e idade, tanto mais que os estilos de vida
saudaveis sdo um componente-chave da promocao da saude e da reducao do RCV, tal como
consta do mais recente documento orientador “2013 ACC/AHA Guideline on the treatment of

blood cholesterol to reduce atherosclerotic cardiovascular risk in adults” (Stone et al., 2014).

Relativamente a ficha lipidica, 89 (42,0%) dos individuos estudados apresentavam CT = 240
mg/dL (26,21 mmol/L); 70 (33,0%) tinham c-LDL > 160 mg/dL (= 4,15 mmol/L); e 43 (20,3%)
tinham valores de TG > 200 mg/dL (= 2,26 mmol/L) (dados ndo apresentados sob a forma de
tabela). Para além dos marcadores da absorcdo do colesterol (campesterol, sitosterol e
colestanol), também foram determinados outros fitoesterdis menos abundantes, tendo sido
obtidos os seguintes resultados (mmol/mol de colesterol), em média: 24,3 = 12,8 de
campestanol [79 individuos (37,3%)]; 28,3 + 7,6 de estigmasterol [32 individuos (15,1%)]; 59,7
+ 20,6 de sitostanol [139 individuos (65,6%)]; e 44,4 + 22,5 de fucosterol [159 individuos
(75,0%)].

Para a quantificacdo das concentragdes de todos os NCS analisados, os picos de interesse de
cada amostra sérica, registados sob a forma de cromatograma, foram identificados por
comparacdo com os padroes e expressos em relacdo ao padrdao interno (cujas
areas/abundancias relativas sdo proporcionais as concentra¢des do analito em causa), tendo
por base o método de regressdo linear. Na Tabela 4.3 apresentam-se as equag¢des de regressao

linear e o coeficiente de linearidade obtidos para cada uma das respetivas curvas de padrdes.
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Tabela 4.3 - Regressao linear para o calculo da concentragdo dos NCS

NCS Equacao de regressao linear Linearidade (R?)
Colestanol y =0,7008 x + 0,0099 0,9985
Desmosterol y =0,7664 x + 0,0014 0,9995
Latosterol y=0,8397 x + 0,001 0,9992
Campesterol y =0,5889 x + 0,0012 0,9989
Campestanol y =0,368 x + 0,0002 0,9993
Estigmasterol y =0,1997 x + 0,0008 0,9988
Sitosterol y=0,1846 x + 0,0013 0,9983
Sitostanol y =0,3714 x + 0,0023 0,9980
Fucosterol y =0,6042 x +0,0013 0,9994

Y - Corresponde ao valor da razdo entre a abundancia relativa do NCS e a abundancia
relativa do padrdo interno;
X - Corresponde a concentragdo do NCS em pg/uL.

4.1.2 Marcadores séricos do metabolismo do colesterol e perfil lipidico em funcdo do sexo

Neste estudo transversal, verificou-se que, em média, as concentracGes dos marcadores de
absor¢do eram mais elevadas do que as dos marcadores de sintese do colesterol (Tabela 4.4),
em concordancia com Matthan et al. (2013). Também, e em consonancia com outros estudos
anteriores (Trautwein et al., 2003; Silbernagel et al., 2010; Strandberg et al., 2010; Tuikkala et
al., 2010; Weingartner et al., 2010) observou-se a existéncia de associacdo inversa entre os
marcadores de sintese e os marcadores de absorgdo do colesterol, refletindo um provavel

mecanismo de compensagdao homeostatico no metabolismo do colesterol.

No nosso estudo foram observadas diferengas estatisticamente significativas no que diz
respeito aos marcadores do metabolismo do colesterol, entre homens e mulheres, tal como
indicado anteriormente por Sudhop et al. (2002b) e Silbernagel et al. (2010). Em média,
comparativamente aos homens, as mulheres tinham concentragdes mais baixas dos
marcadores de sintese do colesterol (p <0,01 para o latosterol,) indicando que, nas mulheres, a
taxa de biosintese de colesterol é fisiologicamente mais baixa, o que também pode traduzir-se
por uma atividade e expressdo reduzida da HMG-CoA redutase, a enzima limitante da sintese
do colesterol. Em termos dos marcadores de sintese, apenas no caso do latosterol, os nossos
resultados tinham significado estatistico, mas ndo para o desmosterol. Estes resultados estdo
em concordancia com Nissinen e colaboradores (2008) que mostraram ser o latosterol, o

marcador de sintese do colesterol mais fiavel.
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Tabela 4.4 - Marcadores do metabolismo do colesterol e perfil lipidico em fungédo do sexo

Varigvel Mulheres (N=112) Homens (N=100) p-value*  p-value ajustado ao IMC**

Marcadores sintese do colesterol, *102 mmol/mol colesterol

Desmosterol 234195 243146 0,391 0,542

Latosterol 355+88 40,7 11,2 0,000 0,006
Marcadores absorg&o do colesterol, *102 mmol/mol colesterol

Campesterol 474 +13,6 432+13,6 0,026 0,155

Sitosterol 63,6 £19,8 55,3 +20,6 0,003 0,020

Colestanol 61,6 £16,2 65,1+21,2 0,175 0,069
Razéo Sintese/Absorgao

Latosterol/campesterol 0,78 £0,27 1,02+042 0,000 0,000

Latosterol/sitosterol 0,60 +0,23 0,84 + 0,41 0,000 0,000

Latosterol/colestanol 0,61+0,26 0,68 +0,26 0,062 0,490

Lipidos, mmol/L

CT 6,07 £ 0,71 6,22 £1,12 0,235 0,263
c-LDL 3,84 £0,67 4,03+0,74 0,046 0,070
c-HDL 1,58 +0,35 1,20+ 0,23 0,000 0,000
TG 1,47 +0,72 2,37 £255 0,000 0,004
Né&o-c-HDL 4,49+0,70 5,02 +1,12 0,000 0,000

Récios lipidicos

CT/c-HDL 4,01 +0,91 530+1,26 0,000 0,000
c-LDL/c-HDL 2,55+0,76 3,43+097 0,000 0,000
TG/c-HDL 2,31+£145 4,94 + 6,51 0,000 0,000
Néo-c-HDL/c-HDL 3,01+£0,91 4,34 1,26 0,000 0,000

Os valores sdo expressos como média + DP.

*p-value com base no teste t-student para duas amostras.

** p-value com base no teste t-student para duas amostras a partir do modelo linear geral para o IMC (indice de massa corporal).
CT, colesterol total; c-LDL, colesterol da lipoproteina de baixa densidade; c-HDL, colesterol da lipoproteina de alta densidade;
N&o-c-HDL, colesterol ndo-HDL; TG, triglicerideos.

Em média, as mulheres tinham concentra¢des mais elevadas de campesterol e de sitosterol (p
<0,05), mas ndo de colestanol, embora apenas com significado estatistico para o sitosterol (p
<0,05).

Com base nestas diferencas, os homens exibiam valores mais elevados da razdo
sintese/absor¢do do que as mulheres (p <0,001 para a razdo latosterol/campesterol e
latosterol/sitosterol).

No que diz respeito ao perfil lipidico e aos racios aterogénicos lipidicos, também se
observaram diferencas em funcdo do sexo: em quase todos os parametros, as mulheres
tinham concentragdes mais baixas (p <0,01 para os TG; p <0,001 para o ndo-c-HDL e todos os
racios); apenas o c-HDL era inferior nos homens (p <0,001) (Tabela 4.4).

As referidas diferengas, observadas com base no sexo, ndo eram explicadas por diferengas em

termos do IMC, a exce¢ao do campesterol e do c-LDL.
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4.1.3 Marcadores séricos do metabolismo do colesterol e perfil lipidico em funcao da idade

Foram observadas diferencas entre estratos etdrios no que diz respeito aos marcadores séricos
do metabolismo do colesterol e aos parametros lipidicos tradicionais. Verificou-se a existéncia
de uma associacdo positiva entre a idade e a concentragdo (média) dos marcadores de
absorc¢do do colesterol, a exce¢ao do colestanol, embora apenas com significado estatistico no
caso do campesterol (p <0,05) e do sitosterol (p <0,001). Em consonancia o significado
estatistico foi de natureza inversa para a razdo latosterol/sitosterol (p <0,001) em fungdo da

idade (intra e inter grupos) (Tabela 4.5; correlagGes na Tabela 4.7).

Tabela 4.5 - Marcadores do metabolismo do colesterol e perfil lipidico em funcédo da idade

Variavel 30a39anos 40a49anos 50a5%anos 60a65anos  p-value* p-value ajustado ao IMC**

(N=56) (N=59) (N=52) (N=45)

Marcadores da sintese do colesterol, *102 mmol/mol colesterol

Desmosterol 231+124 23658 249+45 240+39 0,678 0,724
Latosterol 373+£123  391+12,0 39179 36276 0,409 0,351
Marcadores da absorcéo do colesterol, *102 mmol/mol colesterol
Campesterol 418+10,2 457+172 479+143  467%115 0,112 0,037
Sitosterol 493+143 588+249 671+189 654%176 0,000 0,000
Colestanol 610+157 663+239 621+169 635+168 0,468 0,427
Razao Sintese/Absorgao
Latosterol/campesterol 095+046 094+039 087+030 0,83+0,30 0,279 0,056
Latosterol/sitosterol 083+041 077+038 064+027 0,61+0,28 0,004 0,000
Latosterol/colestanol 066+034 062+022 067+023 063+025 0,754 0,595
Lipidos, mmol/L
CT 609+129 6171074 6171075 6,12+£0,82 0,969 0,964
c-LDL 376+069 395+076 4,01+065 397%0,71 0,262 0,308
c-HDL 147+045 140+034 1,32+030 141%027 0,174 0,277
TG 217+307 193+146  1,81+£121 1,60 £ 0,63 0,487 0,298
Nao-c-HDL 463+133 477+083 486+076 4,71%0,78 0,651 0,740
Récios lipidicos
CT/c-HDL 450+149  466+137 489+111  449%099 0,348 0,387
c-LDL/c-HDL 274+099 298+113 317+083 292+0,81 0,155 0,255
TG/c-HDL 419+803 3594353 348+276 279+145 0,546 0,334
N&o-c-HDL/c-HDL 350149  367+137 389+110 349+0,99 0,342 0,380

Os valores sdo expressos como média + DP.
*p-value com base no teste ANOVA.
** p-value com base no teste ANOVA a partir do modelo linear geral para o IMC (indice de massa corporal).
CT, colesterol total; c-LDL, colesterol da lipoproteina de baixa densidade; c-HDL, colesterol da lipoproteina de alta densidade;
N&o-c-HDL, colesterol ndo-HDL; TG, triglicerideos.
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Os nossos resultados estdao de acordo com alguns dos estudos anteriores, pese embora nao
com todos (Matthan et al., 2013), o que pode ser explicado pelo facto de existir uma grande
intra e inter-variabilidade nos niveis de fitoesterdis de diferentes popula¢des. Muita desta
variabilidade pode ser atribuivel ao método analitico utilizado para a
determinacdo/quantificacdo desses niveis, porém também outros fatores tais como a genética,
sexo, dieta e morbilidades podem estar igualmente envolvidos (Chan et al., 2006).
Comparativamente aos participantes de meia-idade observou-se uma aparente atenuacgao da
colesterogénese entre os individuos do ultimo escaldo etario estudado (60-65 anos), quer em
termos dos NCS quer do perfil lipidico. Tal como observado por Tilvis et al. (2011), trata-se de
um processo légico de diminuicdo anabdlica relacionado com o avancar da idade e que estd
também associado a multimorbilidade.

Embora sem significado estatistico, foi observada uma associa¢do positiva entre a idade e as
concentracdes dos lipidos aterogénicos CT, c-LDL, ndo-c-HDL e os racios aterogénicos CT/c-HDL
e c-LDL/c-HDL, em oposicdo aos parametros TG, c-HDL e os racios aterogénicos ndo-c-HDL/c-
HDL e TG/c-HDL (Tabela 4.5).

Todas as diferencas observadas em termos dos estratos etarios, ndo eram explicadas por

diferencas em termos do IMC, a exce¢cdo do campesterol.

4.1.4 Marcadores séricos do metabolismo do colesterol em fun¢ao de fatores de risco

cardiovascular

Foram avaliadas as possiveis associacbes entre os marcadores séricos do metabolismo do
colesterol e fatores de RCV, nomeadamente o IMC e os parametros lipidicos CT, c-LDL, c-HDL,
TG e o ndo-c-HDL. Foram observadas associa¢des estatisticamente significativas entre o IMC e
as concentragdes dos marcadores do colesterol, positiva no caso do latosterol (p <0,01) e
inversa para o campesterol e sitosterol (p <0,01 e p <0,05 respetivamente) (Tabela 4.6;
correlagBes apresentadas na Tabela 4.7 — correlagdo positiva para o latosterol para ambos os
Sexos).

A semelhanca de outros estudos, os nossos resultados indicam uma relacdo positiva de
significado estatistico entre a concentracdo do latosterol e o IMC/peso corporal, um padrio ja
observado e que é considerado indicativo de uma condi¢do de alto RCV, tal como os estados
de obesidade, diabetes e sindrome metabdlica (Miettinen e Gylling, 2000; Matthan et al.,

2013).
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Tal como Matthan et al. (2013), observamos nos individuos estudados uma relagdo inversa
entre a absorcao do colesterol e os niveis de TG, assim como entre a sintese de colesterol e a
concentracdo de c-LDL; a diminuicdo da sintese do colesterol relaciona-se assim
negativamente com a atividade/expressdo dos LDLR e portanto, positivamente com os niveis
de colesterol circulantes.

No nosso estudo, observou-se uma associa¢do negativa entre as concentragdes do c-HDL e dos
marcadores de sintese do colesterol (apenas no caso do sexo masculino) e positiva com os
marcadores de absor¢do do colesterol, tal como foi igualmente reportado por Miettinen e
Gylling (2000), em individuos obesos e hipercolesterolémicos, sem doenca cardiaca.
Relativamente aos parametros lipidicos tradicionais (Tabela 4.6) constatou-se a existéncia de
uma associagao positiva entre o sitosterol e as concentra¢des de TG e de c-LDL, enquanto uma
associacdo inversa foi observada entre os marcadores da sintese do colesterol e o c-HDL
(correlagdes inversas no caso do sexo masculino — Tabela 4.7). Foi ainda verificada, para ambos
0s sexos, a existéncia de uma relacdo inversa estatisticamente significativa entre os
marcadores de absorcdo do colesterol (p <0,01 para o campesterol e o sitosterol) e os TG

(correlagdes apresentadas na Tabela 4.7).
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Tabela 4.6 - Marcadores do metabolismo do colesterol em funcéo de fatores de risco cardiovascular (a continuar)

Marcadores da sintese do colesterol Marcadores da absorg&o do colesterol Razéo Sintese/Absor¢éo
variavel N Desmosterol Latosterol Campesterol Sitosterol Colestanol Lat/Camp Lat/Sit Lat/Col
IMC (kg/m2
<185 5 194+59 303+6,6 50,5+ 12,6 63,0£17,8 684+79 0,58 £ 0,19 0,47 £0,10 0,42+0,12
185-24,9 83 23,1+58 356+8,9 494 + 14,1 64,8 +20,2 67,0+ 19,8 0,77 £0,31 0,61+0,26 0,56 £ 0,17
250-29,9 97 249+95 392+11,0 43,0+12,8 574 +20,2 59,9+ 18,3 0,97 +£0,37 0,77+ 0,38 0,71+ 0,31
>30,0 27 23,3+4,1 42,3+10,6 41,1+£13,6 52,3+21,2 632+17,3 1,11+ 0,40 0,92£0,41 0,73£0,26
p-value* 0,244 0,004 0,003 0,020 0,079 0,000 0,000 0,000
CT (mg/dL)
<200 20 26,8+ 18,4 41,0+ 14,0 435+ 15,5 155+£3,5 726+15.8 1,05+ 0,54 0,91+0,45 0,57+ 0,19
200 - 239 103 248+57 391+104 476+ 11,8 20,3+2,0 634+174 0,87 £0,33 0,68 £0,31 0,67 £0,29
>240 89 22,0+4,6 36,1+9,1 434+15.2 208+2,2 61,1+£18,8 0,90 + 0,38 0,72+ 0,36 0,64 +0,24
p-value* 0008 0,050 0,092 0,002 0,046 0,167 0,031 0,316
c-LDL (mg/dL)**
100 - 129 50 254 +13,5 382+12,8 432+12,6 550+ 19,3 64,8 +20,2 0,94 £0,41 0,77 £0,38 0,65£0,36
130 - 159 86 243+47 398+ 10,7 472+ 12,4 64,1 £ 20,1 65,0 £ 14,9 0,90 +£ 0,38 0,69+ 0,34 0,64 +0,20
160 - 189 51 224+4,0 346+6,5 472+17,7 60,8 +22,8 594+ 17,9 0,81£0,29 0,66 £0,31 0,65+0,27
>190 19 20,7 +3,6 37,3+9,7 429+ 10,6 56,2+ 16,1 658+31,4 0,92+ 0,36 0,72+ 0,30 0,62+0,23
p-value* 0,154 0,106 0,109 0,021 0,308 0,052 0,015 0,703

*p-value com base no teste ANOVA.
** Os valores missing em c-LDL dizem respeito aos individuos em que néo foi possivel calcular a concentragdo de c-LDL devido a valores de TG >400 mg/dL (>4,5
mmol/L).
IMC, indice de massa corporal; CT, colesterol total; c-LDL, colesterol da lipoproteina de baixa densidade; c-HDL, colesterol da lipoproteina de alta densidade; TG,
triglicerideos.
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Tabela 4.6 - Marcadores do metabolismo do colesterol em funcé&o de fatores de risco cardiovascular (continuagéo)

Marcadores da sintese do colesterol Marcadores da absorgao do colesterol Razéo Sintese/Absorgéo
Variavel N Desmosterol Latosterol Campesterol Sitosterol Colestanol Lat/Camp Lat/Sit Lat/Col
c-HDL (mg/dL)
<40 26 252+45 437+ 15,1 452+12,8 59,3+21,3 67,7 £26,4 1,09 + 0,60 0,88+0,57 0,68+ 0,23
40 - 59 M7 246+9,1 391492 430+123 57,1+19,0 62,4+ 18,1 0,97 £0,33 0,77+£0,33 0,68 £ 0,24
>60 69 219+7,6 341+8,7 496+ 15,6 64,5+22,5 63,1+ 16,6 0,72+ 0,26 0,58 + 0,22 0,58 + 0,30
p-value* 0,042 0,000 0,007 0,059 0,433 0,000 0,000 0,028
TG (mg/dL)
<150 131 239+89 368+9,6 475+ 13,8 62,2 + 20,6 63,4+ 16,9 0,83£0,33 0,66 £ 0,29 0,62 £0,27
150 - 199 38 22,7+49 388+11,7 429+ 15,1 55,1 £20,2 590+17,4 0,97 +£0,39 0,79+ 0,39 0,72+ 0,27
200 - 499 38 244+53 409114 424+ 11,4 58,7 + 20,1 67,5+ 24,5 1,04 + 0,42 0,80 £ 0,40 0,65+0,22
>500 5 263+3,8 414+9,7 33875 38,7+ 14,3 60,8 + 26,2 1,29 £ 0,46 1,19£0,57 0,76 + 0,29
p-value* 0,688 0,140 0,021 0,027 0,266 0,000 0,001 0,207
N&o-c-HDL (mg/dL)
<130 4 251+6,6 36,6+5,7 61,9+ 15,6 67,7+243 82,7+ 10,9 0,62+0,14 0,58 £0,14 045+£0,11
130 - 159 47 257+134 37,0+12,2 449+10,9 58,3+17,9 65,1+ 18,7 0,87 +0,42 0,70+ 0,38 0,62+ 0,36
160 - 189 84 235+49 395+ 10,8 47,6+ 15,1 63,8+22,9 64,6 + 16,3 0,89+0,36 0,70+ 0,33 0,64 £0,20
>190 77 230+44 371+8,7 425+129 55,7 £ 18,8 59,8+21,0 0,95+ 0,36 0,76 £ 0,37 0,68 +0,25
p-value* 0,270 0,433 0,009 0,071 0,051 0,295 0,593 0,243

*p-value com base no teste ANOVA.
** Os valores missing em c-LDL dizem respeito aos individuos em que n&o foi possivel calcular a concentragdo de c-LDL devido a valores de TG >400 mg/dL (>4,5
mmol/L).
IMC, indice de massa corporal; CT, colesterol total; c-LDL, colesterol da lipoproteina de baixa densidade; c-HDL, colesterol da lipoproteina de alta densidade; TG,
triglicerideos.
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Com base nas associa¢des determinadas entre os marcadores do metabolismo do colesterol e
os diferentes fatores de RCV, foram ainda estudadas as correlacGes (grau de associagdo).
Foram sumariadas na Tabela 4.7 as correlacdes mais importantes, apesar de fracas a
moderadas. Destacam-se as seguintes correlagGes: positiva para ambos os sexos — entre o
latosterol e o IMC, o sitosterol e a idade e entre o sitosterol e o nimero de refei¢des de peixes
azuis. E bem sabido que os peixes azuis s3o ricos em acidos gordos polinsaturados émega 3, os
quais exercem um efeito (dose-resposta) benéfico sobre o perfil lipidico, comprovado
especialmente na reducdao da concentracdo de TG, mas também no aumento do c-HDL.
Cooney et al. (2009) evidenciaram o efeito cardioprotetor do c-HDL em ambos os sexos, em
qualquer estrato etario e para diferentes niveis de RCV.

Demonty et al. (2006) demonstraram que a combinacdo de fitoesterdis com émega 3 tem um

efeito aditivo sobre a melhoria dos niveis lipidicos circulantes de individuos dislipidémicos.

Tabela 4.7 - Correlagdes entre os marcadores do metabolismo do colesterol e fatores de RCV

Homens (N=100) Idade' mMc' Lol c-HDL' 6" TGle-HDL' N® refeigoes

peixes azuis

Marcadores da sintese do colesterol

Desmosterol 0,164 0,065 - 0,345 -0,098 0,130 0,131 -0,031

Latosterol -0,139 0,270* -0,121 -0,324* 0,089 0,151 -0,145
Marcadores da absor¢éo do colesterol

Campesterol 0,132 -0,186 -0,066 0,085 -0,199* -0,173 0,132

Sitosterol 0,261* -0,136 -0,081 0,075 -0,201* -0,181 0,308*

Colestanol 0,006 -0,103 0,032 0,002 -0,099 -0,073 -0,120
Razao Sintese/Absorgao

Latosterol/campesterol -0,190 0,319* -0,028 -0,290** 0,240 0,273* -0,217*

Latosterol/sitosterol -0,259** 0,263* -0,045 -0,272% 0,297+ 0,334* -0,335*

Latosterol/colestanol 0,004 0,270* -0,012 -0,243* 0,173 0,197* 0,062
Mulheres (N=112) Idade' mMc' Lol c-HDL' 6" TG/e-HDL' F’)“;;:f:fgf:.
Marcadores da sintese do colesterol

Desmosterol 0,043 0,054 0,133 -0,188 -0,060 0,007 -0,174

Latosterol 0,152 0,244** -0,137 -0,182 0,123 0,124 -0,183
Marcadores da absorgdo do colesterol

Campesterol 0,152 -0,203* 0,022 0,113 -0,267* -0,247* 0,118

Sitosterol 0,353** -0,119 0,054 0,053 -0,192* -0,178 0,201**

Colestanol 0,038 -0,167 -0,091 0,010 -0,140 -0,141 -0,148
Razao Sintese/Absorgao

Latosterol/campesterol -0,012 0,340* -0,129 -0,230* 0,299* 0,293* -0,247*

Latosterol/sitosterol -0,196* 0,269* -0,139 -0,176 0,238* 0,226* -0,340*

Latosterol/colestanol 0,026 0,312* -0,088 - 0,067 0,121 0,120 - 0,001

t Coeficiente de correlagao de Pearson; * P<0,05; ** P<0,01
IMC, indice de massa corporal; c-LDL, colesterol da lipoproteina de baixa densidade; c-HDL, colesterol da lipoproteina de alta
densidade; TG, triglicerideos; RCV, risco cardiovascular
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4.1.5 Caracterizacdao com base nos perfis de metabolismo do colesterol

Para a caracterizacdo dos perfis de metabolismo do colesterol na populacdo de estudo 1,
efetuou-se a categorizacdo dos individuos (em funcdo do sexo) em perfis de absor¢do ou de
sintese do colesterol (Tabela 4.8), a qual resultou da distribuicdo/classificacdo dos
participantes em relacdo a mediana do rdcio das concentra¢gdes normalizadas de latosterol
(37,8%10> mmol/mol de colesterol) e de sitosterol (61,5%¥10> mmol/mol de colesterol),
consoante estes apresentem um valor superior ou inferior.

Os participantes foram assim distribuidos em quatro grupos, com base nos respetivos valores
dos referidos marcadores do metabolismo do colesterol (refletindo a homeostasia do

colesterol):

a) GRUPO 1 (N=55), sintese baixa/absor¢do baixa (60,0% mulheres);

b) GRUPO 2 (N=56), sintese elevada/absorcdo elevada (51,8% mulheres);
c) GRUPO 3 (N=51), sintese elevada/absorc¢do baixa (70,6% homens);

d) GRUPO 4 (N=50), sintese baixa/absorcdo elevada (70,0% mulheres).

Tabela 4.8 - Distribuicdo por perfis de metabolismo do

colesterol

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Variavel SINT | SINT 1 SINT 1 SINT |

ABS | ABS 1 ABS | ABS 1
Mulheres 33(60,0%) 29(51.8%) 15(294%)  35(70,0 %)
Homens 22(400%) 27(482%) 36(70,6%)  15(30,0 %)
N/212 55(259%)  56(264%) 51(24,1%)  50(23,6 %)
p-value 0,138 0,686 0,003 0,005

p-value com base no teste ANOVA.
ABS, Absorgao do colesterol; SINT, Sintese do colesterol

Podemos destacar que foram observadas diferengas entre homens e mulheres, com
significado estatistico apenas nos Grupos 3 e 4 (p <0,01), tendo as mulheres uma maior
expressdo no perfil de metabolismo do colesterol sintese baixa/absor¢do alta (Grupo 4).
Podemos assim dizer que o Grupo 4 inclui individuos que provavelmente respondem de forma
lenta (ou ndo respondem) a monoterapia com estatinas, mas que potencialmente respondem

bem a agentes com acao sobre a absorcdo do colesterol, como por exemplo o ezetimibe ou
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matrizes enriquecidas com PS. Por outro lado, os homens apresentam-se maioritariamente
representados no Grupo 3, o qual inclui individuos com taxas elevadas de sintese e taxas
baixas de absor¢do gastrointestinal de colesterol, respondendo bem a estatinas.

A evidéncia existente sugere que alguns individuos em monoterapia com estatinas nao
conseguem atingir o valor alvo recomendado, dai resultando um RCV residual, situagao que
pode advir do facto de as estatinas causarem um aumento dos niveis de absorcdao do
colesterol por compensa¢do homeostdtica, o que eleva o risco particularmente em individuos
que exibem uma taxa elevada de absorcdo. Face ao uso generalizado das estatinas, esta
situacdo pode tornar-se preocupante (Goldstein et al., 2008). Nesse sentido, o estudo prévio
do perfil de metabolismo do colesterol preconizado neste estudo, poderd ser uma mais-valia
na otimizac¢do da terapéutica.

Os Grupos 1 e 2 estdo representados por individuos com um perfil misto, os quais deverao
exibir uma resposta de grau intermédio a monoterapia, sendo portanto expectdvel que

beneficiem de terapéuticas combinadas.

Foram ainda estudadas as eventuais associaces existentes entre os 4 perfis de metabolismo
do colesterol e fatores de RCV (Tabela 4.9), tendo sido encontradas diferengas
estatisticamente significativas com a idade, IMC e c-HDL (p <0,001), bem como com os racios
aterogénicos (p <0,01). Verifica-se que os grupos 2 e 4 incluem os individuos de idade mais
elevada, sendo os grupos associados a uma maior taxa de absorcdo. O grupo 3 inclui aqueles
com maior IMC, niveis mais elevados de lipidos e dos racios lipidicos aterogénicos, bem como
os valores mais baixos de c-HDL, fatores de risco que evidenciam uma tendéncia para a

condicdo de obesidade, diabetes e prevaléncia da sindrome metabdlica.

Cofan et al (2011) concluiram que os individuos dislipidémicos exibem uma maior tendéncia
para desenvolver os componentes da sindrome metabdlica do que individuos saudaveis, e que,
nos dislipidémicos, é maior a prevaléncia da sindrome metabdlica nos homens do que nas
mulheres, o que vem reforgar os nossos resultados.

Miettinen e Gylling (2003) mostraram a existéncia de uma associacdo entre os niveis
crescentes de latosterol e decrescentes de sitosterol com os componentes (obesidade visceral,
pressao arterial elevada, concentragOes elevadas de glucose e de TG, concentragao baixa de c-
HDL) da sindrome metabdlica, em individuos dislipidémicos ndo tratados, confirmando o
impacte negativo que a obesidade, a diabetes e a sindrome metabdlica tém sobre a

homeostasia do colesterol.
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Tabela 4.9 - Perfis de metabolismo do colesterol e fatores de RCV

Variavel Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 p-value*
(N=55) (N=56) (N=51) (N=50)
Idade (anos) 436+ 11,4 505+89 46,1+ 10,4 544 +93 0,000
IMC (kg/m2) 252435 269+39 282+38 244+28 0,000
Lipidos (mmol/L)
CT 6,29 £ 1,33 6,01+0,61 6,07 £ 0,88 6,15+0,71 0,426
c-LDL 3,90 +0,71 3,83+0,62 3,99+0,95 3,98+0,76 0,603
c-HDL 1,52+ 0,39 1,35+ 0,33 1,23+ 0,25 1,49 £ 0,35 0,000
TG 1,76 £ 1,60 1,88 £1,31 2,41+3,04 1,52 +£0,78 0,107
Nao-c--HDL 477 1,34 4,65+ 0,69 4,85+ 0,96 4,68 +0,69 0,737
Récios lipidicos
CT/c-HDL 4,39 1,35 4,66 £ 1,09 518+ 149 4,33+£0,97 0,002
c-LDL/c-HDL 2,75+0,99 2,95+0,83 3,33+1,18 2,80+0,73 0,011
TG/c-HDL 2,89+2,63 3,54 £2,97 5,17 £ 8,47 2,63+184 0,031
N&o-c-HDL/c-HDL 3,39+1,35 3,66+ 1,09 4,18 £1,49 3,33+0,97 0,002

Os valores s@o expressos como média + DP.
*p-value com bse no teste ANOVA.
IMC, indice de massa corporal; CT, colesterol total; c-LDL, colesterol da lipoproteina de baixa densidade; c-HDL,
colesterol da lipoproteina de alta densidade; N&o-c-HDL, colesterol ndo-HDL; TG, triglicerideos; RCV, risco
cardiovascular.

Por ultimo, o Grupo 4, que se caracteriza por niveis mais elevados de fitoesterdis séricos, pode
dizer-se corresponder a um perfil associado a uma menor tendéncia para um cluster de fatores

de risco metabdlicos.

Em suma, a novidade deste estudo, para além de se tratar de um estudo pioneiro no nosso
pais, reside no facto de ser o primeiro estudo em que é feita a categoriza¢do dos perfis de
metabolismo do colesterol na populagdo portuguesa hipercolesterolémica ndo tratada, tendo
por base os marcadores séricos da sintese e da absor¢do do colesterol. Por esta razao
podemos afirmar que o objetivo foi concretizado.

Relativamente as limitagdes, apesar do numero de individuos estudados corresponder a uma
amostra representativa do ponto de vista estatistico da populacdo da regido Centro de
Portugal, ndo podemos dizer que se trata de um estudo populacional. Por outro lado, um viés
de selecdo pode ter sido cometido, uma vez que o recrutamento/convite a participacdo no
estudo foi feito por via telefdnica. Para além de os dados serem auto-reportados pelos
participantes no que diz respeito a caracterizacdo (clinica e de estilos de vida) de base, as
associacGes observadas podem ter sido influenciadas por fatores que ndo foram controlados,

tais como por exemplo a variabilidade genética, a dieta em geral e o teor em PS da dieta em
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particular (o qual ndo foi quantificado), o nivel de exercicio/atividade fisica, os farmacos em
toma para o tratamento de comorbilidades.

Chan et al. (2006) apontaram diversos fatores tais como a idade, o sexo, a genética, a dieta, as
comorbilidades e os agentes farmacolégicos como influenciadores da estimativa dos niveis
circulantes de NCS. Os referidos autores estimaram o contributo dos diferentes fatores, tal
como se descreve seguidamente: 1) Metodologia analitica (22,5%); 2) Sexo (20,4%); 3)
Diabetes mellitus e sindrome metabdlica (16,1%); 4) Fendtipo ApoE (14,8%); 5) Fatores
desconhecidos (14,4%); 6) Fendtipo ABCG5/G8 (7,8%); 7) Ingestdo diaria de PS (4,0%).

Em termos de pontos fortes deste estudo, a categorizacdao dos individuos, classificando-os
como tendo taxas de absorg¢do gastrointestinal altas, intermédias ou baixas (e as taxas opostas
de sintese hepatica de colesterol) pode contribuir para a avaliagdo do correspondente nivel de
RCV e para a sele¢do ou monitorizacdo de uma terapéutica hipocolesterolemiante adequada a
cada perfil, que se traduzird pelo beneficio da medicacdo prescrita, adicionando potencial

translacional a este estudo.

4.2 ESTUDO 2

Os resultados do Estudo 2 foram alvo de publicacdo sob a forma de artigo original em revista
cientifica internacional (ver Anexo 3.3). Este capitulo diz assim respeito a essa publicacdo

cientifica.

4.2.1 Caracterizacao da populagao de estudo

A Tabela 4.10 contém a caracterizagdo de base dos participantes do Estudo 2.

Catorze mulheres (45,2%) e um homem eram obesos. Aproximadamente 75% dos
participantes tomavam estatinas lipofilicas de poténcia moderada; destes, a maioria (n=20)
tomava sinvastatina, enquanto seis individuos tomavam atorvastatina. Os restantes tomavam
pravastatina ou rosuvastatina. A grande maioria dos individuos fazia a toma da estatina na
refeicdo do jantar, com a exce¢do de apenas trés ao pequeno-almogo. Mais de 85% dos
participantes faziam medicacdo dedicada ao tratamento de alteracbes do sistema
cardiovascular, relacionadas com a idade, tais como isquémicas, hipertensivas e valvulares. No

que se refere ao perfil lipidico basal, 68,6% dos doentes tinham uma concentragdo de c-LDL
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<100 mg/dL e em média, os niveis de c-HDL variavam entre 40 e 50 mg/dL enquanto os TG

eram inferiores a 150 mg/dL (Tabela 4.11).

N3o se observaram diferencas significativas em termos do IMC ao longo de todo o estudo, em
nenhum dos participantes, nem foram reportados efeitos secunddrios resultantes da

intervengdo com 2 g/ dia PS-FM. Nenhum participante desistiu do estudo.

Tabela 4.10 - Caracteristicas dos participantes

Variavel Total (N=35)
Idade (anos) 81+8
Mulheres 31(88,6)
IMC (kg/m2) 299+6,0
Hipertensdo 31(88,6)
Diabetes 12 (34,3)
Acidente vascular cerebral 5(14,3)
Doenga arterial periférica 1(2,9)
Enfarte do miocardio 2(5,7)
Estatina

Lipofilica 26 (74,3)

Hidrofilica 9(25,7)
Medicacéo concomitante

Aspirina 13(37,1)

ACEl ou ARB 20 (57,1)

Beta bloqueador 10 (28,6)

Blogueador do canal de célcio 6(17,1)

Diuréticos 14 (40,0)

Farmacos antidiabéticos orais 12 (34,3)

Insulina 3(8,6)

Os resultados sdo expressos como média£DP ou N (%).
IMC, indice de massa corporal; ACEI, angiotensin-converting enzyme
inhibitor/inibidor da enzima de conversdo da angiotensina; ARB,
angiotensin Il receptor blocker/bloqueador do recetor da angiotensina

4.2.2 Efeito da intervengdao com PS-FM sobre os marcadores do metabolismo do

colesterol e o perfil lipidico

A Tabela 4.11 resume a variagdo observada (valor absoluto) nas concentraces dos pardametros
lipidicos tradicionais e dos NCS, resultante da intervencédo, tendo sido calculada por subtracdo
entre os niveis basais e os niveis pds-tratamento. O efeito maximo foi observado ao fim do

segundo periodo de 3 semanas (t2) de ingestdo do PS-FM.
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O consumo de 2 g/dia de PS-FM traduziu-se por uma reducdo dos niveis séricos de CT, c-LDL e
TG (p <0,05 para o c-LDL) relativamente aos niveis basais. A reducdo de c-LDL foi de 5,8 mg/dL
e 10,4 mg/dL (0,15 mmol/L e 0,27 mmol/L) respetivamente apds 3 e 6 semanas de toma do PS-
FM. Observou-se ainda uma diminuicdo significativa dos racios aterogénicos, CT/c-HDL e c-
LDL/c-HDL, ao fim de t1 e t2 (p <0,001). A concentracdo média de c-HDL aumentou durante a
intervencdo, mas sem significado estatistico (Tabela 4.11).

No presente estudo, apds os dois periodos consecutivos de 3 semanas de intervengdo, a
redugdo em c-LDL confirmou o efeito hipocolesterolemiante da toma de 2 g/dia PS-FM em
combinagdo com uma estatina, em individuos idosos com niveis basais de c-LDL <130 mg/dL (<

3,35 mmol/L).

102



RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 4.11 - Efeito da intervenc¢ao sobre os marcadores do metabolismo do colesterol e perfil lipidico

Variavel B;(S)a| 3 sertn1anas 0-1) p-value* 6 se;]Zanas (0-2) p-value* Watsf310ut (0-3) p-value*
Marcadores da sintese do colesterol *102 mmol/mol colesterol

Desmosterol 78+86 89+85 1,014 0,001 99+93 19+16 0,000 124 £19,4 38+96 NS

Latosterol 85+37 95+45 08+19 NS 122459 28+43 0,000 109+49 19+38 0,002
Marcadores da absorcéo do colesterol *102 mmol/mol colesterol

Campesterol 283+18,7 405+18,8 78+148 0,000 46,6 21,2 205147 0,000 349+208 64+6,1 0,000

Sitosterol 236+ 14,7 354+16,9 15+£7,0 0,000 404 +18,9 19,9 £ 19,1 0.000 297+174 6,0%57 0,000

Colestanol 89,2+ 254 82,3+322 -33+418 NS 89,8 £29,7 -2,1+399 NS 97,2+293 135+24,9 NS
Razao Sintese/Absorgao

Latosterol/campesterol 0,44 £ 0,37 0,28 £0,18 -0,15+0,23 0,015 0,32+£0,22 -0,16+0,29 NS 0,42 0,31 -0,04 £0,24 NS

Latosterol/sitosterol 0,51+0,38 0,32+ 0,21 -0,18+0,22 0,003 0,38+ 0,26 -0,19+0,34 0,05 0,49+ 0,36 -0,05+0,30 NS

Latosterol/colestanol 0,13+0,13 0,15+ 0,11 0,01+0,13 NS 0,16 +0,10 0,05+0,19 NS 0,16+024  -0,009+0,10 NS
Lipidos (mmol/L)

CT 4,31+0,48 415+£045 -0,15+ 0,47 NS 4,12+0,51 -0,22£0,49 NS 4,41+0,65 0,004 + 0,56 NS

c-LDL 2,37+045 2,20 +0,41 -0,15+0,31 0,041 2,14 044 -0,27+0,38 0,020 2,39+0,51 -0,035+ 0,45 NS

c-HDL 1,26 0,33 1,29+ 0,29 0,03+0,13 NS 1,34 £0,37 0,09 £0,21 NS 1,33+0,37 0,04 £0,17 NS

TG 1,48 £ 0,44 1,45+ 0,42 -0,07 £0,41 NS 1,40 £0,42 -1,25+0,39 NS 1,50 £ 0,33 0,005 £ 0,33 NS
Récios lipidicos

CT/c-HDL 3,57+0,73 3,33+0,63 -0,23+0,34 0,009 321061 -0,42+0,43 0,000 3,46 +0,71 -0,08+0,49 NS

c-LDL/c-HDL 1,99 + 0,56 1,78 £ 047 -0,19+0,23 0,001 1,69 0,48 -0,33+0,29 0,000 1,89 0,53 -0,08+0,40 NS

Os resultados s@o expressos como média+DP.
* p-value calculado a partir do modelo linear geral com analise ANOVA e teste post-hoc de Bonferroni.
CT, colesterol total; c-LDL, colesterol da lipoporoteina de baixa densidade; c-HDL, colesterol da lipoproteina de alta densidade; TG, triglicerideos.
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Scholle et al. (2009) desenvolveram uma meta-analise baseada em oito RCT (N=306 doentes)
em que caracterizaram o efeito de PS sobre os niveis séricos lipidicos de individuos
hipercolesterolémicos tratados com estatinas (c-LDL entre 130 mg/dL e 190 mg/dL; 3,35
mmol/L e 4,90 mmol/L), tendo sido concluido por estes autores que a terapéutica combinada
PS+estatinas reduziu significativamente as concentracdes de c-LDL (-13,26 mg/dL ou -0,34
mmol/L; p <0,001), mas n3o afetou os niveis de c-HDL ou de TG. Também no nosso caso, a
variacdo observada nos niveis de c-HDL e TG face aos niveis basais ndo teve significado
estatistico.

No nosso estudo, apesar da reducdo significativa em c-LDL, houve uma consideravel
variabilidade em termos da diferenca observada nas concentragGes de lipidos e NCS face aos
valores basais, provavelmente devida as diferentes respostas farmacocinéticas e
farmacodinamicas de cada individuo estudado, i.e. a variabilidade farmacogenética.

McAuley et al. (2012) demonstraram, com base num modelo matematico, que dos dois
principais mecanismos que tém sido apontados como estando na origem da desregulacao do
metabolismo do colesterol, com o avancar da idade — 1) alteracdes da absorcdo do colesterol e
2) alteracdes na taxa de remocgdo do c-LDL da circulagdo sanguinea/reducdo da expressdo do
LDLR, sdo as altera¢des no segundo mecanismo que tém um impacte mais significativo sobre o
metabolismo, e sobretudo, pequenas alteracdes no numero de LDLR podem resultar num
aumento significativo da concentracao de c-LDL. Estes autores concluiram que um aumento da
taxa de absorcdo intestinal do colesterol de 50% para 80% (aos 65 anos de idade) pode
resultar num aumento de até 34 mg/dL de c-LDL; por outro lado, a diminuicdo da taxa de
clearance hepdtica do c-LDL gradualmente até 50% (aos 65 anos de idade) pode traduzir-se
num aumento da concentragdo de c-LDL até 116 mg/dL.

Relativamente aos NCS, comegando pelos marcadores de absorc¢do do colesterol, verificou-se
um aumento dos niveis séricos de campesterol e sitosterol (p <0,001): os valores basais
(valores normalizados para o colesterol) de 28,3+18,7 e 23,6+14,7*10> mmol/mol de colesterol
aumentaram para 46,6+21,2 e 40,4+18,9%10° mmol/L de colesterol, respetivamente apds 6
semanas de intervengdo, contribuindo para a inibigdo da absor¢do do colesterol. Vdrios
mecanismos moleculares tém sido propostos para explicagdio desse efeito
hipocolesterolemiante, embora ainda nao estejam totalmente esclarecidos em humanos. Por
outro lado tém sido atribuidos efeitos aterogénicos aos PS, principalmente porque individuos
com fitosterolémia/sitosterolémia tém risco elevado de desenvolver aterosclerose. Uma vez
gue permanece ainda insuficientemente esclarecido o impacte de concentragées elevadas de
PS sobre o RCV, Genser et al. (2012) realizaram uma revisdo sistematica com meta-analise (17

estudos; N=11182 individuos) para analisar a associacdo entre concentracdes moderadamente
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elevadas de campesterol e sitosterol e DCV. O estudo ndo revelou qualquer evidéncia de
associagao existente.

Também ha que referir que numa intervencdo dietética com PS, tal como foi apontado por
Miettinen et al. (2011) e Mackay e Jones (2012), os niveis séricos de PS ndo refletem apenas a
absorcao de colesterol, mas também a ingestdo dos PS, pelo que ndao devem ser utilizados
como marcadores da absorcao do colesterol. Em alternativa, durante a toma de alimentos
enriquecidos com PS ou de suplementos, o colestanol pode ser usado como marcador da
absorc¢do do colesterol, pois, por um lado, ndo faz parte da composi¢do das preparagdes de PS
e por outro, porque varios estudos comprovaram a existéncia de uma associagao entre os
niveis séricos de colestanol (normalizado ao colesterol) e a absor¢ao do colesterol (Miettinen
et al., 1989; Miettinen et al., 1990; Jakulj et al., 2013).

No nosso estudo, os niveis médios de colestanol diminuiram durante t1 e t2, em consequéncia
da inibicdo da absorc¢do do colesterol pelos PS. Embora essa reducdo ndo tenha tido significado
estatistico, os participantes do estudo tinham niveis basais baixos de hipercolesterolémia e
provavelmente, a inclusdo de individuos com hipercolesterolémia moderada ou elevada teria
resultado numa variacdao entre os niveis basais de colestanol e os niveis pds-tratamento muito
mais pronunciada.

Relativamente aos percursores do colesterol, desmosterol e latosterol, comparativamente aos
niveis basais, observou-se um aumento apds t1 (p <0,01 para o desmosterol) e apds t2 (p
<0,001 para ambos).

Apesar de o latosterol ter sido apontado por Nissinen e colaboradores (2008) como sendo o
marcador de sintese do colesterol mais fiavel, no nosso estudo, apenas se verificou significado
estatistico ao fim do periodo de intervencdo tl, para o desmosterol. Esta situacdo podera
resultar do facto de um dos participantes ter exibido niveis elevados de desmosterol
comparativamente aos restantes individuos, em cerca de 8,7 vezes superiores a média.
Waterham et al. (2001) observaram que individuos com niveis elevados de desmosterol, no
plasma, tecidos e em células em cultura, eram portadores de uma deficiéncia na enzima 38-
hidroxiesterol-delta-24 redutase (DHCR24), a qual cataliza a redugdo da ligagdo dupla delta-24
em intermedidrios da biosintese do colesterol.

No nosso estudo, a concentragdo média dos dois marcadores da sintese do colesterol
continuou a aumentar apds t1, observando-se assim um aumento dos respetivos niveis ao fim
de t2 comparativamente a t0. A supressao da absorc¢ao do colesterol pelos PS traduziu-se por
uma diminuicdo dos niveis circulantes de colesterol. Em resultado, a retroalimentagdo negativa
do colesterol sobre a HMG-CoA redutase € inibida, levando a um aumento na sintese de

colesterol. Assim, a elevacdo observada dos niveis séricos dos percursores do colesterol,
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desmosterol e latosterol, relativamente aos niveis basais, € o resultado reciproco da
intervencdao com PS, baseado no facto de que ocorre uma sobre-regulacdo do mecanismo
oposto, numa provavel compensacao homeostatica do metabolismo do colesterol.

Ainda e quanto ao washout, a diferenca observada entre os niveis dos NCS e parametros
lipidicos entre o washout e os niveis basais (0-3) ndo teve significado estatistico, a exce¢do do
latosterol (p <0,01), campesterol e sitosterol (p <0,001), indicando que provavelmente teria
sido necessdrio prolongar a duracdo do periodo de washout para além das 6 semanas.

Foram ainda estudadas as correlagdes entre as variagdes observadas dos NCS e do c-LDL
(valores absolutos). Observaram-se associagdes positivas (correlagdo moderada a forte) com a
variacdo concomitante de c-LDL, para o desmosterol (0-1 e 0-2) e o colestanol (0-2) (Tabela

4.12).

Tabela 4.12 — Correlag6es entre a variagdo das concentragdes de NCS

e de c-LDL com o tratamento de PS-FM (N=35) *

NCS (A) A c-LDL (0-1) A c-LDL (0-2)
r P r P
Desmosterol 0,452* 0,011 0,533* 0,002
Latosterol 0,237 NS 0,148 NS
Campesterol 0,159 NS 0,024 NS
Sitosterol 0,159 NS 0,027 NS
Colestanol 0,088 NS 0,602* 0,000

* Coeficiente de correlagao de Pearson; ** p <0,01
¢-LDL,colesterol da lipoproteina de baixa densidade; NCS, esteréis ndo colesterolémicos; NS,
ndo significativo estatisticamente.

Diversos estudos tém sido publicados relatando a determinagao dos marcadores de absorg¢do e
sintese do colesterol para analisar o efeito de diferentes alimentos suplementados com
fitoesterdis (margarina, leite, queijo, iogurte sélido, leite fermentado, sumo de laranja) em
individuos dislipidémicos n3o tratados (com c-LDL basal entre 130 mg/dL e 190 mg/dL), assim
como o efeito de terapéuticas combinadas com estatinas, como por exemplo ezetimibe ou
fitoesterdis.

Ndo obstante e tanto quanto sabemos, este nosso estudo serd o primeiro estudo em idosos
hipercolesterolémicos, com c-LDL €130 mg/dL, tratados com estatinas em combina¢do com PS-
FM, o qual vem contribuir para aumentar o nimero de estudos dedicados a individuos idosos
com esta patologia.

De facto ao efetuar-se uma pesquisa rapida na base de dados PubMed usando como termos

de pesquisa “Hypercholesterolemia” versus “Hypercholesterolemia AND Aging”, pode concluir-
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se o qudo reduzido é o nimero de estudos dedicados a individuos com mais de 65 anos de

idade (Tabela 4.13).

Tabela 4.13 - Estudos dedicados a agentes hipocolesterolémicos e idosos

Numero de artigos publicados na PubMed
(termo de pesquisa)

Hypercholesterolemia Hypercholesterolemia

0,

Agentes (N=21769) and aging (N=821) %
Estatinas 6315 89 14
Fibratos 874 8 0,9
Ezetimibe 730 7 10
Fitosterdis (PS) 563 5 10
Niacina 409 8 2.0
PCSK9 355 2 06
Acidos gordos 6mega 3 259 13 50
Flavonoides 254 5 2,0
Resina sequestrante 129 2 16
Estatinas + PS 115 1 0,9
Estatinas+Ezetimibe 532 4 08

O Unico estudo publicado até a data, de associacdo estatinas+PS em idosos, refere-se a
individuos com c-LDL entre 130 e 190 mg/dL (Tilvis et al., 2011) (Tabela 4.13).

Mais ainda, este sub-grupo de doentes, os idosos, ndo se encontra muitas vezes
adequadamente representado nos ensaios clinicos, de forma a garantir que os resultados se

Ihes aplicam igualmente.

Em termos gerais, os doentes idosos absorvem os farmacos de forma semelhante aos mais
jovens, ocorrendo as principais diferencas em termos de farmacocinética, sobretudo na
distribuicdo e eliminagdo. Apesar de quer a concentragdo quer a ligagdo as proteinas
plasmaticas ndo se alterar significativamente com a idade, diversas modificagdes fisioldgicas
ocorrem com o avangar da idade que podem exercer influéncia no processo farmacocinético,
nomeadamente: a) substituicdo do musculo magro por gordura (mesmo sem ganho de peso),
fendmeno que afeta o volume de distribuicdo dos farmacos e a sua semivida; b) modifica¢cGes
na atividade enzimatica salivar, hepatica e pancreatica; c) hipocloridria e acloridria frequentes;
d) tendéncia para a diminui¢ao da tolerancia a glicose; e) diminui¢ao do fluxo sanguineo e da
massa hepatica; f) reducdo do fluxo sanguineo renal e velocidade de filtracdo glomerular,

mesmo na auséncia de doenca renal (Moura e Reyes, 2002). Adicionalmente pode haver
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alteracdo da sensibilidade dos oérgdos-alvo a determinadas concentragdes de farmacos
(farmacodinamica), o que pode provocar quer o aumento quer a diminuicdo do efeito em
concentracdes plasmaticas semelhantes. Os idosos podem ser propensos a variacdes dos picos
de concentragao e semivida dos farmacos.

Mais ainda, as reacbes adversas aos farmacos parecem ocorrer com frequéncia nos idosos
(especialmente naqueles que se encontram institucionalizados), refletindo muito
provavelmente o facto de estes tomarem muitos farmacos diferentes ao mesmo tempo.
Adicionalmente, os farmacos podem interferir no estado nutricional: a ma absorg¢ao primaria
resulta dos efeitos diretos sobre a mucosa ou o processo intraluminal; a ma absorcdo
secunddria é causada pelo estado fisioldgico deficitario, pela interferéncia do farmaco sobre o
metabolismo de um nutriente, que pela sua deficiéncia poderd ocasionar a ma absorcdo de
outros (Ferry et al., 2004).

O risco de ma nutri¢do eleva-se consideravelmente com o avango da idade, porém nos idosos
participantes no nosso estudo era atendida a satisfacdo do equilibrio nutricional (e as
necessidades nutricionais fisioldgicas) pelas instituicdes geriatricas onde se encontravam
institucionalizados.

Os idosos do nosso estudo de intervencdo efetuaram a toma diaria (ao almogo) de um leite
fermentado aromatizado (com adicdo de PS). Comumente é considerado que a fermentagéo
pode melhorar a digestibilidade de alimentos e produzir vitaminas e co-fatores nos produtos
alimenticios. Por outro lado, os fermentos lacticos vivos podem ter efeitos benéficos
(nutricionais, fisiolégicos e antimicrobianos) na saude do hospedeiro ao influenciar a
composicdo da microbiota comensal, estimulando a motilidade intestinal, a melhor absorcdo
de certos nutrientes, a melhor utilizacdo de lactose e o alivio dos sintomas de intolerancia a
esse acgucar, a modulacdo do sistema imunolégico pelo estimulo da producdo de anticorpos e
da atividade fagocitica contra patogéneos intestinais e noutros tecidos, além da exclusdo
competitiva e da producdo de compostos antimicrobianos (Oliveira et al., 2002).

N3o obstante os efeitos benéficos na saude da toma do leite fermentado com PS, ha que
destacar o seu custo comercial, razdo pela qual este agente hipolipemiante ndao-farmacoldgico
podera ndo estar acessivel a todos os individuos (idosos). Porém cada vez mais se expande o
mercado dos alimentos funcionais com alegacdes de salde, aumentando a probabilidade do

Seu consumo.

Em termos de pontos fortes deste estudo, porque os participantes do estudo ndo residem na
comunidade mas sim em instituicGes de apoio a terceira idade, foi possivel obter informacao

precisa sobre variados aspetos, nomeadamente se os participantes efetivamente cumpriram a
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toma da estatina e a ingestdo diaria do PS-FM, para além de terem mantido um padrdo
dietético regular ao longo da intervencao.

Por outro lado, podemos afirmar que este estudo corresponde a uma situacdo de “worst case
scenario”, uma vez que o beneficio terapéutico em termos de c-LDL foi obtido em individuos
idosos, que se caracterizam por diminuicdo do metabolismo basal e por perda de homeostasia,
fendmenos proprios do processo de senescéncia, a qual se traduz por alteracdes na
composicdo bioquimica dos tecidos, uma capacidade reduzida de responder adaptativamente
aos estimulos externos e uma vulnerabilidade aumentada a doencas,e ainda, polimedicados
para varias comorbidades com as provaveis interagcdes medicamentosas resultantes.

No que diz respeito as limitagbes, para além de se tratar de um estudo com um ndmero
pequeno de participantes, alguns fatores podem ter contribuido para a variabilidade
observada nos niveis séricos de colesterol, fatores que ndo pudemos controlar, tais como a
variabilidade genética e o uso de medicacdo prescrita para patologias concomitantes.

Em conclusdo, em individuos idosos tratados com estatinas, com um nivel basal de c-LDL <130
mg/dL, a co-administracdo de 2 g/dia PS-FM, ao longo de 6 semanas, efetivamente causou
uma melhoria do perfil lipidico, o que se traduziu por uma reducdo significativa da
concentracdo de c-LDL (e dos racios lipidicos aterogénicos) e alteracBes nos niveis dos
marcadores do metabolismo do colesterol, sugerindo que o mecanismo homeostdtico
observado corresponde a uma compensacdo dos efeitos da intervencdo dietética, tal como foi

apontado noutros estudos.
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CAPITULO 5 — CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS

A DCV aterosclerdtica, especialmente a doencga corondria cardiaca, continua a ser a principal
causa de morte prematura em todo o mundo. A hipercolesterolémia, resultante da
perturbacdo da homeostasia do metabolismo do colesterol, continua a ser reconhecida como
um forte preditor de RCV independente. Neste contexto torna-se importante aprofundar o
conhecimento do metabolismo do colesterol, com o intuito da reducdo dos niveis circulantes
de colesterol e por sua vez do RCV.

A sintese e a absorg¢do do colesterol estdo inter-relacionadas e desempenham um papel crucial
na regulacdo da homeostasia. Deste modo os métodos que permitem a determinacgdo
simultdnea de variacbes na absorcdo e na sintese do colesterol sdo de grande interesse,
particularmente porque permitem investigar a relacdo reciproca entre estes dois vetores do
metabolismo do colesterol.

Os percursores da biossintese do colesterol e os fitoesterdis tém vindo a ser correntemente
usados como marcadores relativos do metabolismo do colesterol, respetivamente da sintese e
da absorcdo. A sua determinacao sérica pode ser utilizada tanto no diagndstico de alteracdes
hereditdrias como na monitorizacdo de intervencdes terapéuticas hipocolesterolemiantes,
farmacolégicas e ndo-farmacolégicas. Dado que os métodos absolutos sdo complicados do
ponto de vista metodoldgico e exigem um grande consumo de recursos e tempo, esta
abordagem é a Unica que pode ser utilizada em ensaios clinicos de larga escala ou em estudos
populacionais. Contudo, ndo existe ainda um método de referéncia para a quantificacdo dos

NCS em amostras humanas, estando apenas validadas a analise por GC-FID e GC-MS. A falta de

harmoniza¢do/padronizacdo do método analitico (essencial em andlises de rotina) acarreta
diversas dificuldades, nomeadamente na comparabilidade de resultados entre estudos. Nesse
sentido, tém vindo a ser promovidos ensaios interlaboratoriais com materiais de referéncia, a
escala internacional, em que tem participado o laboratério onde foi desenvolvido este
trabalho de investigagdo.

A crescente utilizagdo dos marcadores relativos da absor¢do e da sintese do colesterol tem
também refletido os avangos mais recentes em termos das metodologias analiticas que
possibilitam a sua determinacao.

Os marcadores relativos do metabolismo do colesterol que tém sido maioritariamente
determinados em amostras séricas incluem o desmosterol e o latosterol (Ultimos percursores

da via da biossintese do colesterol), o campesterol e o sitosterol (fitoesterdis maioritariamente

presentes na dieta) e o colestanol.
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Foram estes os NCS usados no nosso estudo, tendo sido a primeira vez que estes marcadores
foram determinados em individuos portugueses hipercolesterolémicos, sem terapéutica
hipocolesterolemiante.

A avaliagdo da associacdo entre estes marcadores e os fatores de RCV, tais como os
parametros lipidicos tradicionais veio ainda permitir através do nosso estudo, contribuir para a
promocdo da utilizacdo destes marcadores como uma ferramenta complementar do perfil
lipidico.

De certa forma também relacionada com a falta de harmonizacdo metodoldgica na
determinacdo dos NCS, é de referir que ainda ndao existem valores de referéncia para estes
marcadores, a semelhanca das classes de risco definidas para os parametros lipidicos
tradicionais. Podemos, assim, dizer que o nosso estudo, ao disponibilizar gamas de
concentracdes de NCS tipicas dos adultos portugueses hipercolesterolémicos (ndo tratados),
podera ser um contributo para, em conjunto com o trabalho desenvolvido por outros grupos
de investigacdo, se poder vir a perspetivar futuramente a criacdo de intervalos de referéncia
para os marcadores de sintese e de absorcdo do colesterol, em complemento dos existentes
valores de referéncia do perfil lipidico.

Igualmente, no nosso estudo, foram definidos pela primeira vez, perfis de metabolismo do
colesterol em adultos hipercolesterolémicos. Essa informacdo pode ser util na selecdo de uma
abordagem hipocolesterolemiante em funcdo do perfil individual de metabolismo do
colesterol, potenciando o beneficio da terapéutica prescrita. Por outro lado, a categorizacdo
dos perfis de metabolismo do colesterol, identificando os individuos hipercolesterolémicos
com uma taxa elevada, intermédia ou baixa de absorg¢do gastrointestinal de colesterol (ou a
inversa taxa de sintese) poderd também permitir classifica-los em funcdo de niveis de RCV.
Verificdmos ainda que existem diferencas significativas em termos de sexo e de idade nos
perfis de metabolismo do colesterol (através da determinacdo dos referidos marcadores
bioquimicos), o que pode ter implicacbes na gestdo do RCV e obviamente na escolha do
agente hipocolesterolemiante.

Apesar de ndo ter sido objetivo do estudo a avaliagdo da componente genética individual em
termos do seu contributo nos perfis do metabolismo do colesterol identificado, este fator
pode constituir uma limitacdo do estudo. Porém, novos polimorfismos com impacte sobre a
eficacia de uma terapéutica hipocolesterolemiante poderdao sempre vir a ser identificados e
descritos na literatura cientifica, e ndo obstante uma abordagem genética ao metabolismo do
colesterol poder ser sem duvida atrativa, os testes genéticos ndo podem ter em conta todos os
polimorfismos (desconhecidos), nem todos os fatores epigenéticos e ambientais. Propomos

assim a abordagem baseada nos marcadores relativos da eficiéncia da absorgdo e sintese do
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colesterol, como uma estratégia a ter em conta na prescricdo de regimes hipolipemiantes, a
fim de maximizar melhores resultados em salde e minimizar custos associados.

Como consideracdes de cardcter geral, mas ndo de menor importancia, gostariamos de fazer
ainda referéncia ao facto de menos de metade dos individuos estudados (Estudo 1) se terem
identificado como hipercolesterolémicos, apesar de terem valores de CT =200 mg/dL e/ou c-
LDL =100 mg/dL. O Estudo 1 ainda revelou outras situac¢des relativas a estilos de vida que sdo
certamente oportunidades de melhoria a implementar na popula¢do portuguesa, como por
exemplo a pratica ndo adequada de exercicio fisico regular e o baixo aporte hidrico diario.
Conclui-se assim que a importancia da avaliagdo multifatorial do risco e das alteragdes dos
estilos de vida, incluindo dieta e exercicio fisico na prevengdo e tratamento da
hipercolesterolémia tem de continuar a ser enfatizada, nomeadamente apoiando os doentes

numa base individualizada, utilizando estratégias e alvos terapéuticos definidos.

No que se refere ao Estudo 2, tanto quanto sabemos, este serd o primeiro estudo em idosos
hipercolesterolémicos, com c-LDL inferior a 130 mg/dL, tratados com estatinas em combinacdo
com uma matriz alimentar (leite fermentado) enriquecida com fitoesterdis, o qual vem
contribuir para aumentar o reduzido nimero de estudos dedicados a individuos idosos com
esta patologia.

A incidéncia da hipercolesterolémia, grandemente associada ao envelhecimento, relaciona-se
com a disrupg¢do do metabolismo do colesterol causada pela progressiva perda de homeostasia
caracteristica do processo de senescéncia.

Muitas doencas relacionadas com o envelhecimento e o préprio envelhecimento per se tém
associada uma condicdo inflamatdria crdnica, a qual pode dar origem a um “ciclo vicioso” no
qual a senescéncia celular agrava a inflamagdo crdnica, limita a regeneragdo tecidular e acelera
o envelhecimento, mesmo na auséncia de qualquer outro fator genético ou ambiental.

Uma intervencdo anti-inflamatdria de longo termo (farmacoldgica ou de modificagdo dos
estilos de vida) poderia ter um potencial de “anti-envelhecimento” através da reduc¢do dos
niveis de células senescentes, como por exemplo o padrdo de dieta mediterranica por
favorecer o envelhecimento sauddvel. De facto a dieta influencia todos os estagios do ciclo da
vida e a nutricdo pode influenciar favoravelmente o envelhecimento natural e a qualidade de
vida e reduzir a incidéncia de patologias ligadas a idade.

A toma do leite fermentado (enriquecido com PS) podera ter contribuido para a melhoria do
estado global de saude dos idosos do nosso estudo, dado que comumente é considerado que

pode ter efeitos benéficos nutricionais, fisiolégicos e antimicrobianos ao influenciar a
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composicao da flora microbiota comensal, contribuindo com um aporte nutricional e
modulando o sistema imunolégico.

Adicionalmente, o mercado dos alimentos funcionais ou de suplementos dietéticos com uma
alegacdo de saude relativa a reducdo do colesterol estd em franca expansao;
consequentemente sera plausivel e expectavel o aumento do nimero de pessoas a consumir
estes produtos, bem como a combina-los com a terapéutica farmacolégica prescrita.

Nesta faixa etdria, sem duvida, a terapéutica farmacolégica hipocolesterolemiante mais
prescrita, sdo as estatinas, porém uma grande faixa de idosos apresenta queixas de mialgias
decorrentes da toma destes farmacos, para além de que tal como noutros adultos, alguns sdo
intolerantes ou ndo conseguem atingir os objetivos terapéuticos, pelo que diversos estudos
apontam no sentido da sua associacdo com agentes com agao sobre a via da absorc¢do do
colesterol.

A associa¢do do inibidor da sintese de colesterol, sinvastatina, com o inibidor da absorgao,
ezetimibe, é jd largamente utilizada na pratica clinica, por forma a promover uma reducao
robusta da concentracao de c-LDL, mesmo em idosos.

No nosso estudo, o beneficio da terapéutica de associacdo de um inibidor ndao-farmacoldgico
da absor¢cdo do colesterol (PS) a estatinas foi aparente na reducdo absoluta do c-LDL e
verificou-se mesmo para uma concentracdo basal de c-LDL t3o baixa quanto <100 mg/dL e
para individuos idosos, faixa etdria que se caracteriza pela desregulacdo da homeostasia,
polimedicacdo e interacdes farmacocinéticas e farmacodinamicas, ou seja, uma situacdo por si
s6 desvantajosa (“worst case scenario”).

Mais ainda, neste Estudo 2, os marcadores relativos do metabolismo do colesterol permitiram
evidenciar/comprovar a existéncia de um mecanismo reciproco de compensacdo para
regulacdo da homeostasia do colesterol. A reducdo dos niveis de absorcdo do colesterol
resultante do consumo do PS-FM ndo foi equivalente a elevacdo compensatdria dos niveis de
sintese do colesterol, dai resultando um diferencial i.e. um beneficio nos niveis circulantes de
colesterol.

Por ultimo e em termos de perspetivas futuras, hd que fazer referéncia ao facto de faltarem
estudos de andlise de dados de seguranga agrupados, que comparem o perfil de eficacia e
seguranca da terapéutica de associagcdo estatinas+PS com a da monoterapia com estatinas,
bem como estudos que confirmem os beneficios clinicos da associagado estatina+PS a nivel dos
eventos major da DCV, bem como da mortalidade.

Impde-se ainda, a necessidade do desenvolvimento de ensaios clinicos prospetivos de

avaliacdo do efeito de um tratamento de reducdo da hipercolesterolémia, com randomizacgdo
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com base nos perfis de metabolismo do colesterol, em individuos com RCV sem terapéutica
hipolipemiante.

Em suma, o conhecimento do perfil do metabolismo do colesterol de um individuo pode ser
um contributo para a otimizacao do tratamento hipocolesterolemiante, a qual poderd estar
associada a minimizacdo dos efeitos adversos decorrentes de prescricio desnecessaria/sub-

6tima, bem como uma reducao dos custos em cuidados de saude.
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QUESTIONARIO

cODIGO Ne:

7 CONTRIBUTO PARA A AVALIAGAO DO PODER PREDITIVO DOS MARCADORES DE SiNTESE E DE

ABSORGAO DO COLESTEROL NA TERAPEUTICA HIPOCOLESTEROLEMIANTE &

NO AMBITO DO PROJETO DE DOUTORAMENTO EM CIENCIAS DA SAUDE DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE
COIMBRA, PRETENDE REALIZAR-SE UM ESTUDO INTITULADO “CONTRIBUTO PARA A AVALIACAO DO PODER PREDITIVO DOS
MARCADORES DE SINTESE E DE ABSORCAO DO COLESTEROL NA TERAPEUTICA HIPOCOLESTEROLEMIANTE”. PARA O EFEITO
SOLICITA-SE A SUA COLABORACAO NO PREENCHIMENTO DESTE QUESTIONARIO PARA PERMITIR A RECOLHA DE DADOS.
ASSEGURAREMOS, DESDE JA, O ANONIMATO E A CONFIDENCIALIDADE DAS RESPOSTAS.

RESPONDA COM SINCERIDADE A TODAS AS QUESTOES ENUNCIADAS. AGRADECEMOS POR ISSO A SUA COLABORACAO.

INVESTIGADOR PRINCIPAL: [ISABEL MARIA A. C. ANDRADE RAMALHO

PARTE I — CARACTERIZACAO SOCIOBIOGRAFICA

1.SEx0:
Masculino O,
Feminino O,

2 .NACIONALIDADE :

3.IDADE: anos
4. QUAL E O SEU PESO? kilograma
5.QUAL E A SUA ALTURA? metro

6 . HABILITAGOES LITERARIAS:

1° ciclo (4°ano) O, Bacharelato O
2° ciclo (6°ano) 0, Licenciatura O,
3° ciclo (9°ano) O, Mestrado O,
Ensino secunddrio(l2°ano) 0O, Doutoramento O,
Outra O,

Qual:

7. PROFISSAO/OCUPACAO ACTUAL:

Empregado p/ conta outrem O, Doméstica O,
Empregado p/ conta propria O, Reformado (a) O
Trabalho ndo remunerado (voluntario)DO; Desempregado (a) O,
Estudantell, Outra situacio O,

Qual:




PARTE II — CARACTERIZAGAO CLINICA

8.1 TEM POR HABITO ANDAR A PE 30 MINUTOS POR DIA, EM PASSADA RAPIDA, 5 VEZES/SEMANA?
Sim O,
N&o 0.,

8.2 REALIZA OUTRAS ATIVIDADES EQUIVALENTES (INTENSIDADE MODERADA) 30 MINUTOS POR DIA?

(JARDINAGEM, CAVAR A HORTA, LIMPAR A CASA, ANDAR CARREGANDO OS SACOS DAS COMPRAS)
Sim O,
Nao D2

PRATICA ALGUM DESPORTO/ATIVIDADE FiSICA (INTENSIDADE VIGOROSA) ?
Sim O,

N&o 0, SE RESPONDEU NAO, AVANCE PARA A QUESTAO 10.

9.1 QUANTO TEMPO DE EXERCICIO FISICO GASTA NESSA ATIVIDADE DESPORTIVA?

HORAS POR SEMANA

10. ACHA QUE A SUA ALIMENTACAO PODE INFLUENCIAR O SEU ESTADO DE SAUDE E RENDIMENTO
LABORAL?

Sim Dl
Talvez O,
Nao D3

11. QUANTAS REFEIGOES COSTUMA FAZER DIARIAMENTE?

Pequeno almoco O,
Meio da manha 0O,

Almoco O,
Merenda O,
Jantar O;
Ceia O,

TOTAL DE REFEICOES POR DIA: POR DIA




CALCULE, AGORA, EM 1°LUGAR, O TOTAL DE REFEICOES COMPLETAS POR SEMANA (INCLUINDO O FIM-—

DE-SEMANA) . DE SEGUIDA,

QUESTAO 12) E QUANTAS SAO DE PEIXE (RESPOSTA A QUESTAO 14) .

CALCULE QUANTAS DESSAS REFEIGCOES SAO DE CARNE

12. QUANTAS VEZES POR SEMANA CONSOME CARNE?

(RESPOSTA A

(DESSAS REFEIGOES, ASSINALE OS TIPOS DE CARNE QUE CONSOME MAIS FREQUENTEMENTE E O
RESPECTIVO N° VEZES POR SEMANA)

Porco O,
Bovino 0,
Caprino [Oj
Ovino O,
Aves O,
Coelho O,

13. INGERE PRODUTOS DE CHARCUTARIA?

Frequentemente

Poucas vezes/raramente

Nunca

O,
WP
)

N
Ne
Ne
Ne
Ne
Ne

14. QUANTAS VEZES POR SEMANA CONSOME PEIXE?

(DESSAS REFEIGCOES DE PEIXE, ASSINALE AQUELES QUE CONSOME
RESPECTIVO N° DE VEZES POR SEMANA)

Pescada
Bacalhau
Solha, linguado

Dourada

Atum
Sardinha
Cavala
Carapau
Salmédo

Truta
Peixe-espada
Outros

Quais:

VEZES
VEZES
VEZES
VEZES
VEZES

VEZES

POR
POR
POR
POR
POR

POR

SEMANA
SEMANA
SEMANA
SEMANA
SEMANA

SEMANA

N
Ne
N
Ne

Ne
Ne
N
Ne
N
Ne
N
Ne
Ne

VEZES POR

VEZES POR

VEZES POR

VEZES POR

VEZES POR

VEZES POR

VEZES POR

VEZES POR

VEZES POR

VEZES POR

VEZES POR

VEZES POR

VEZES POR

SEMANA

SEMANA

SEMANA

SEMANA

SEMANA

SEMANA

SEMANA

SEMANA

SEMANA

SEMANA

SEMANA

SEMANA

SEMANA

MAIS FREQUENTEMENTE E O



14.1 QUANTAS VEZES POR SEMANA CONSOME MOLUSCOS E/OU BIVALVES?

Lulas O,

Polvo O,

Mexilhé&o O,

Ameijoa a,

Outro O;
Quais:

Ne
N
Ne
N

VEZES POR SEMANA

VEZES POR SEMANA

VEZES POR SEMANA

VEZES POR SEMANA

Ne

15. QUANTAS VEZES POR SEMANA CONSOME OVOS?

VEZES POR SEMANA

POR SEMANA

16. ASSINALE A GORDURA QUE UTILIZA MAIS FREQUENTEMENTE PARA COZINHAR OS ALIMENTOS.
(ASSINALE APENAS 1 OPCAO)

Margarina
Banha
Manteiga

Oleos vegetais

Azeite

17. TEM A NOGAO DE QUANTO SAL INGERE POR DIA?

Sim Dl
N&o O,

SE SIM, EM COLHERES DE CHA QUANTAS?

COLHERES DE CHA

18. QUE TIPO DE LIQUIDOS INGERE HABITUALMENTE E EM QUE QUANTIDADE POR DIA?

Agua
Sumo natural
Refrigerante
Bebidas brancas
Vinho tinto
Vinho branco
Cerveja
Cocktails
Outro

Qual:

QUANTIDADE (1 copo

N
N
Ne
Ne
Ne
Ne
Ne
Ne
Ne

DE

DE

DE

DE

DE

DE

DE

DE

DE

= 200 ML)

COPOS

COPOS

COPOS

COPOS

COPOS

COPOS

COPOS

COPOS

COPOS



19. QUANTOS CAFES (EXPRESSO/”BICA”) COSTUMA BEBER POR DIA?

20.

20.

21.

SE RESPONDEU SIM, ASSINALE-A (AS) :

Nenhum

1 az2

3 a4
Mais de 4

E FUMADOR (a) ?
Sim O,

N&o 0.,

1 HA QUANTOS ANOS FUMA?

O,
0.
s
0,

DE ANOS

POSSUI ALGUMA DAS DOENGAS A SEGUIR INDICADAS?

Sim

Nao

Diabetes
Hipertenséo
Dislipidemia
Colesterolemia
Sitosterolemia

Doenca cardiovascular

Outras

Quais:

0,
O,

O,

22 . CONSOME HABITUALMENTE ALGUM MEDICAMENTO POR PRESCRICAO MEDICA?
Sim O,
Nao 0.,
Por vezes O,
EM CASO AFIRMATIVO, QUAL OU QUAIS:
23. CONSOME HABITUALMENTE ALGUM MEDICAMENTO OU SUPLEMENTO SEM PRESCRIGAO MEDICA?

Sim
N&ao

Por vezes

O,
WP
O,

EM CASO AFIRMATIVO, QUAL OU QUAIS:

DaTa / /

MUITO OBRIGADA PELA SUA COLABORACAO.






ANEXO 2

CROMATOGRAMAS






Pico #

Esterdis

O 00 N O Ul b WN BP-

[EEN
o

5 a-colestano (IS)
Colesterol
Colestanol
Desmosterol
Latosterol
Campesterol
Campestanol
Estigmasterol
Sitosterol

Sitostanol

TIC: 20131129P5.Dhvdata.ms

P UL

TIC: 20131129P5.Didata.ms

i \
'\,_/ L_/ b

[ T AN

AN
SV

A

T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 T T T T T
Time—> 9.20 9.30 940 9.50 9.60 9.70 9.80 9.90 10.00 10.10 10.20 10.30 10.40 10.50 10.60 10.70 10.80 10.90 11.00 11.10 11.20 11.30 11.40 11.50

Abundance
Abundance
240000
1100000 1
220000
1000000 200000
180000
300000
160000
800000
140000
700000 120000
100000
600000
80000
500000 c0000
400000 “ooan
20000
300000
200000 ’
100000 ﬂ|| “
.|||'| oA
v \ A
A
Time—= 750 800 850 900 950

i

10.00 1050 11.00 1150 12,00 12.50

13.

T
00 13.50 14.00

Figura 7 - Cromatograma de padrées de NCS (Estudo 1)

T
14.5

0

15.00

15.50






Pico # Esterdis

[

5 a-colestano (IS)
Colesterol
Colestanol
Desmosterol
Latosterol

N&o identificado
Campesterol

Sitosterol

O 00 N O Ul b WN

Sitostanol

Abundance TIC: 2013053006.0\data.ms
750000
Abundance TIC: 2013053006.D\data.ms
700000 2 ‘ 7
650000 0e 5 , ”
600000 ‘ 2000 “ H
550000 | 000 ” ‘
500000 ‘ ‘
6000 ‘
450000 ‘ | ‘
5000-
400000 ‘ | ‘ 6 |
350000 | 000l 4 ‘ |
1 |‘3 | \'F"‘ ‘ |
300000 w0 | | |
| |
WA ‘ \. | I\ |
250000 NV 8
2000 (NJL IR Y \ \
200000 M n 9
| 1000 R AN
150000
100000 | Time—= QIEO 1EIIEIEI 10‘20 10|4D 1EI|5EI 1[IIBEI HIDO 11|2D 11'4[1 11‘50 ﬁIEO 12'[1[1 12‘2[1 12'40
50000 ||
|
_ T NN S N SNBSS
Time—> 750 800 850 900 850 1000 1050 1100 1150 1200 1250 1300 1350 14.00 1450 1500 1550

Figura 8 - Cromatograma de amostra sérica (Estudo 1)






ANEXO 3

Artigos cientificos elaborados no ambito do doutoramento






ANEXO 3.1

Andrade |, Santos L, Ramos F (2013). Advances in analytical methods to study cholesterol
metabolism: the determination of serum noncholesterol sterols. Biomed Chromatogr 27:1234-42.
DOI 10.1002/bmc.2840






14%4"

Biomedical

Special issue: review Chromatography

Received: 4 July 2012, Revised: 12 October 2012, Accepted: 12 October 2012 Published online in Wiley Online Library: 20 November 2012

(wileyonlinelibrary.com) DOI 10.1002/bmc.2840

Advances in analytical methods to study
cholesterol metabolism: the determination of
serum noncholesterol sterols

Isabel Andrade®®, Lelita Santos and Fernando Ramos”*

ABSTRACT: Cholesterol biosynthesis precursors and plant sterols are noncholesterol sterols currently used as relative surrogate
markers of cholesterol synthesis and absorption, respectively. Its determination in serum samples is a way of diagnosing inherited
disorders and also a tool for health evaluation during lipid-lowering lifestyle/drug therapy monitoring. This approach is the only one
that can be used for large-scale clinical trials or population based studies, but, nevertheless, there is no reference method for the
quantification of noncholesterol sterols in human serum samples and only analysis by GC-FID and GC-MS has been reported to be
completely validated. Although there has been a wider use of noncholesterol sterols for the measurement and characterization of
cholesterol metabolism, there is a lack of harmonization of measurements and of standardization of the methodology, which is
essential for routine measurements of diagnostic utility. New recent advances in analytical methods for the determination of serum
noncholesterol sterols are highlighted, focusing on the sample preparation, separation and detection techniques, which will enhance

the range of applications in clinical practice. Copyright © 2012 John Wiley & Sons, Ltd.

Keywords: serum samples; cholesterol metabolism; analytical methods; noncholesterol sterols

Introduction

Atherosclerotic cardiovascular disease (CVD), especially coronary
heart disease, remains the leading cause of premature death
worldwide (Perk et ai, 2012). Hypercholesterolemia is recognized as
a strong independent risk predictor of CVD, namely the low-density
lipoprotein  cholesterol (LDL-c) to high-density lipoprotein
cholesterol (HDL-c) ratio, which indicates the balance between
atherogenic and protective lipoproteins (Momiyama et ai, 2012).
Therefore a better understanding of whole-body cholesterol
homeostasis is crucial in further refining approaches to modify
circulating levels of cholesterol with the interest of decreasing
cardiovascular risk.

Serum cholesterol concentrations are derived from endogenous
cholesterol from hepatic and extra-hepatic synthesis, and exogenous
cholesterol derived from intestinal absorption of dietary and biliary
cholesterol. Cholesterol synthesis and absorption are interrelated
and play a crucial role in regulating cholesterol homeostasis (Cohen,
2008; Lupattelli et ai, 2011).

Recent studies further add to the notion that whole-body
cholesterol metabolism might be helpful in guiding hypolipidemic
treatment strategies to ensure maximum clinical benefit
(Weingartner et ai, 2010). However, absolute measurement of
human cholesterol absorption or synthesis is time consuming and
methodologically complicated, although methods have evolved
substantially since their inception in the late 1950s, from
radioisotopes to stable isotopes, and from highly invasive to less
invasive procedures.

Matthan and Lichtenstein (2004) reviewed all major methods
available for measuring human absolute cholesterol absorption,
highlighting the strengths, technical and interpretational limitations
and their applicability for metabolic, small-scale outpatient
population, and large-scale intervention studies. All earlier reviews
either focused on the radiolabeled methods alone or
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Determination of serum noncholesterol sterols

those suitable for use in animal models. The available methods for
absolute measurement of human cholesterol absorption can be
broadly classified into those that use radiolabeled isotopes and
those that do not.

More recently, Mackay and Jones (2011) described and
systematically compared the various methods previously and
currently used to monitor cholesterol synthesis and absorption in
humans, highlighting their advantages, drawbacks and assumptions.
The authors stated that the ability to simultaneously measure
changes in cholesterol absorption and synthesis is a valuable asset,
particularly in investigating the reciprocal relationship between
absorption and synthesis, and the only approach that can be done in
large-scale studies is the absorption surrogate method and the
cholesterol synthesis precursors method, which is achieved by
measuring the serum levels of noncholesterol sterols (NCSs). It is
affordable, requires only one blood sample and can be performed on
large populations. NCSs could refer to any sterols other than
cholesterol; however generally serum NCSs encompass the sterol
precursors on the cholesterol synthesis pathway, exogenous
phytosterols and cholesterol metabolites (Kuksis, 2001). The current
uses of NCSs and their potential in customizing dietary and
pharmacological hypolipidemic therapies have recently been the
focus of a review paper by Mackay and Jones (2012).

The use of serum plant sterols levels to predict cholesterol
absorption was first proposed by Tilvis and Miettinen (1986);
Miettinen (1970) introduced the initial determination of the
cholesterol biosynthesis precursors by gas chromatography (GC),
suggesting that they were related to cholesterol synthesis in normal
and in many clinical conditions. Additional determinations indicated
that serum plant sterols (Tilvis and Miettinen, 1986) and cholestanol
(Miettinen et al 1989) levels, and especially their ratios to
cholesterol, were positively related to absolute absorption (Miettinen
et al, 1990).

The number of NCSs reported by different research groups varies
from just total phytosterols to upwards of 19 individual sterols
(Honda et al, 2008), but the most apparently reliable surrogate for
cholesterol synthesis has been lathosterol (Nissinen et al, 2008),
while campesterol, cholestanol and b-sitosterol are currently the
absorption surrogates most frequently assessed in serum samples
(Lembcke et al, 2005; Ahmida et al, 2006; Ito et al, 2010; Saraiva et
al, 2011; Garcfa-Llatas et al, 2012), mainly during nutritional, control
or lipid-lowering lifestyle/drug therapy monitoring. Also in the case
of the rare inherited disorders of cholesterol metabolism, the
diagnosis can be made by analysis of the sterol profiles in serum
(Paglia et al, 2010; Ruan et al, 2001) and in amniotic fluid (Chevy
etal, 2005; Amaral etal,, 2010).

The reporting of NCSs has been somewhat variable, with some
groups reporting exact values and others values normalized to
cholesterol: to assess the overall balance of cholesterol metabolism,
more currently, the ratio of serum NCSs to cholesterol or the ratio of
cholesterol synthesis to cholesterol absorption surrogates is used.

However, while this method offers an alternative to other
approaches, estimation of cholesterol absorption efficiency and
synthesis inferred from surrogate markers may not reliably reflect the
absolute variables of cholesterol metabolism. Most current studies
and reviews accept serum NCSs to reflect the absolute synthesis and
absorption of cholesterol, without any validation to the absolute
variables (Miettinen et al, 2011).

Miettinen et al (2011) compared serum NCSs with absolute
measurements of cholesterol metabolism, and recommended using
several surrogate markers, together with absolute measures of
cholesterol absorption and synthesis, whenever possible,
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cautioning against the validity of the relative markers of cholesterol
metabolism as self-evident. Further, the ability to reliably cross-
compare NCSs data is also critical once NCSs are relative surrogates,
subject to more variability (Mackay and Jones, 2012).
Notwithstanding some limitations, estimating cholesterol metab-
olism by this approach is the only method currently available that
can be used in a practical sense for large-scale clinical trials or
population based studies. Hence, measurement of NCSs as relative
surrogate biomarkers for the efficiency of cholesterol absorption and
synthesis is increasingly being used in different experimental
settings, such as clinical as well as population-based studies.
Although chromatographic techniques have been the most
popular analytical methods for the determination of sterols, new
advances in the isolation, identification and quantification of NCSs
have been published. It is thus the main focus of this paperto review
the analytical aspects of the measurement of NCSs, highlighting
recent advances, over the last decade, in the quantification of surro-
gate markers for cholesterol absorption and synthesis in humans.

Analytical methods for the determination of
NCSs

In 2001, Kuksis reviewed the methods so far employed for the
plasma NCS analysis, enhancing difficulties experienced at all stages
of the analytical process. Earlier analyses, in the 1980s, were based
on the methods developed by Miettinnen and coworkers (Tilvis and
Miettinen, 1980; Miettinen, 1985; Vuoristo and Miettinen, 1986),
mainly accomplished by a combined application of classical solvent
extraction, thin-layer chromatography and quantification by GC.
Thereafter, during the next decade, GC appears to have been the
most popular method for the assessment of NCSs, in part owing to
small sample sizes and the low abundance of the sterol of interest
(Kuksis, 2001).

The evolution of analytical techniques has resulted in a
heterogeneous selection of methods to yield a picture of an
individual's cholesterol metabolism. Extraction and derivatization of
NCSs differ between research groups, as do separation techniques,
which currently include GC and liquid chromatography (LC) systems.
The quantification is divided between flame ionization detection
(FID) and mass spectrometry (MS) detection, but with considerable
variability between measurement techniques (Mackay and Jones,
2012). Only GC-FID (Phillips et al, 1999) and GC-MS (Garcfa-Llatas et
al, 2012) has been reported to be completely validated for serum
NCSs measurement, summed up by Ahmida et al. (2006) and Saraiva
et al. (2011) using GC-MS in selective ion monitoring (SIM) mode,
according to the guidelines of the International Conference on
Harmonization for the validation of analytical methods (ICH, 2005).

Although more efficient techniques have emerged that are
suitable for NCSs isolation, identification and quantification in
biological matrices, there is still no reference method for human
serum samples. Hereafter are outlined the recent advances, achieved
over the last decade, in sample preparation, separation and
detection techniques for serum NCSs analysis.

Advances in sample preparation

Sample pre-treatment. Common biological samples used for
analysis of NCSs include mainly serum, plasma and amniotic fluid;
the sample size generally ranges from a few microliters (as for blood
spots) to 1 mL (Table 1). Typically, the conventional

wileyonlinelibrary.com/journal/bmc
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Table 1. Advances in sample preparation for NCSs analysis in biological matrices

Sample type

Sample
volume

Analyte

Saponification
ste|

Extraction
technique

Derivatization
agent

Determination based
system

Ref

Serum

Serum

Plasma

Serum

Serum

Serum

Serum

Serum

Dried plasma spot n.a. -

1mL

loOpL

200}iL

50]iL

100}iL

10]iL

IpL

20]iL

spot

Desmosterol
Lathosterol
Lanosterol
Sitosterol
Sitostanol

P-sitosterol
Campesterol
Desmosterol
Lathosterol

Desmosterol
Lathosterol
P-sitosterol
Campesterol
Cholestanol

Stigmasterol
P-sitosterol

Cholesterol
Desmosterol
Lathosterol
Campesterol
P-sitosterol

P-sitosterol
Campesterol
Brassicasterol
Stigmasterol

19 cholesterol

precursors 2 plant

sterols 2 plant
stands
(Free/esterified)
P-sitosterol
Campesterol
Brassicasterol
Stigmasterol
Cholesterol
Lathosterol
Desmosterol

DHCs Sitosterol

p
KOH, 70 °C, 30’

KOH, 65 °C, 60'

KOH, 70 °C, 60'

Not applicable

KOH, 60 °C, 120

KOH, n.a., n.a.

KOH, 37 °C, 60’

KOH, 68 C 60'

Not applicable

HS-SPME (PA fiber)

No extraction

LLE

P-sitosterol Mag-MIP

beads
LLE

LLE

LLE

LLE

Not applicable

BSTFA

BSTFAfTMCS

BSTFAfTMCS

BSTFA

MTBSTFA:NH,4I
BSTFAITMCS
MSTFA:DTE:
TMIS

No derivatization

Picolinyl esters
derivatization

No derivatization

Not applicable

GC

GC

GC

GC

GC

HPLC

LC

LC

Direct ionization

Do me no et al, 2005

Garcia-Llatas et al,, 2012

Ahmida et al, 2006

Zhang et al., 2011

Saraiva et al,, 2011

Ito et al, 2010

Honda et al, 2008

Lembcke et al., 2005

Paglia et al,, 2010
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Determination of serum noncholesterol sterols

sample preparation (sterols extraction) and characterization (sterols
separation) includes the extraction of lipids, alkaline (saponification)
and/or acid hydrolysis, extraction of unsaponifiable compounds,
extract clean-up, sterol derivatization and their final quantitative
determination by capillary GC (Saraiva et al 2011). Extraction
techniques are usually compound-specific and depend on the
sample type, required sensitivity and throughput.

During the early ages of sterol analysis, liquid-liquid extraction
(LLE) was the predominant technique for extraction of sterols from
biological matrices; then over the last two decades the use of solid-
phase extraction (SPE) has gained popularity, offering several
benefits over LLE, such as improved recoveries, less solvent
consumption, smaller sample volumes and increased sample
throughput.

In addition to SPE (Sodeif and Dutta, 2006), supercritical fluid
extraction (SFE) (Mendes et al, 2005) and solid-phase
microextraction (SPME; Eanes and Tek, 2008) have also been used as
conventional sample preparation methods for the extraction of
sterols from biological samples. Microextraction techniques are
efficient and solvent-saving, but still possess limited extraction
capacity and selectivity for trace sterols in complicated biological
matrices. In order to increase the sample throughput for the analysis
of serum samples, Domeno et al (2005) applied headspace-solid
phase microextraction (HS-SPME) simultaneously with the
derivatizing agent N,O-bis (trimethylsilyl)trifluoracetamide (BSTFA),
yielding cleaner extracts as interference from high molecular mass
components (such as proteins) is reduced (Table 1).

The development and evolution of new SPME devices such as
needle trap, thin-film microextraction and cold-fiber headspace
SPME have also offered significant improvements in performance
characteristics compared with the conventional fiber-SPME
arrangement (Risticevic et al, 2009). Another technique with a
potential of becoming part of an efficient sample preparation
scheme is the use of molecular imprinted polymers (MIPs). MIPs
packed in disks or syringes can be utilized as SPE devices, although
these materials can also be packed in ordinary chromatography
columns and thus used for direct injection of biological samples
(Appelblad and Irgum, 2002).

Magnetic polymer beads are spherical- or particle-shaped
magnetic cores with suitable material on the surface, which have
been applied to the study of bio-separation of proteomics, catalysis,
drug delivery, etc. (Chen et al, 2010; Huang et al, 2009). Combining
the molecularly imprinted technique with magnetic polymer beads to
produce magnetic MIP (mag-MIP) beads can achieve many
advantages during sample preparation, such as higher selectivity,
larger extraction capacity and prevention of cross-contamination.

A novel extraction technique based on b-sitosterol magnetic
molecularly imprinted polymer (mag-MIP) beads, prepared by a
rapid microwave synthesis method, has been developed for the
simultaneous determination of trace sterols in biological samples
(human serum and food samples - mushroom and watermelon),
coupled with gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS)
detection (Zhang et al, 2011; Table 1).

Another approach (without sample preparation) was reported by
Paglia etal (2010) for the rapid screening of metabolic defects of
cholesterol biosynthesis, analyzing directly in dried plasma/ blood
(spotted on paper) the markers of the Smith-Lemli-Opitz syndrome
(SLOS; cholesterol, 7- and 8- dehydrocholesterol, DHCs), two rare
SLOS-like syndromes, lathosterolosis (lathosterol) and
desmosterolosis (desmosterol), and also sitosterolemia (sitosterol;
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Table 1). This method offers advantages such as simple sample
collection, less invasive nature, reduced time of analysis (<3 min),
longer lifespan with reduced need for refrigeration and minimal
need for training, since the sample can be desorbed and ionized
directly for quantitative assay.

Although little improvement has been made during the last
decade, generally recent trends in sample preparation include
miniaturization, automation, high-throughput performance, online
coupling with analytical instruments and low-cost operation through
extremely low or no solvent consumption.

Sterol derivatization. One of the most critical factors of the GC
analytical determination is the step of derivatization, to decrease the
polarity of the sterol, which in turn increases its volatility, yielding
improved peak shape, resolution and sensitivity (Orozco-Solano et
al, 2010; Mendes et al, 2005). Zhang et al. (2011) and Domeno et al.
(2005) selected BSTFA as the derivatization agent, respectively for
the GC-MS and GC-FID determination of serum NCSs, while Garcia-
Llatas et al. (2012) and Ahmida et al. (2006) employed the mixture N-
O-bis-(trimethylsilyl) trifluoroacetamide/trimethylchlorosine
(BSTFA:TMCS) before the GC-FID determination.

Saraiva et al. (2011) compared three silylation mixtures (silylation
is the most common derivatization reaction) for the GC-MS analysis

of NCSs in human serum, namely N-methyl-N- (tert-
butyldimethylsilyl)trifluoroacetamide/ammonium iodide
(MTBSTFA:NH,I), BSTFATMCS and  N-methyl-N-(trimethylsilyl)-

trifluoroacetamide-1,4-dithioerythritol-trimethyliodosilane  (MSTFA:
DTE:TMIS), concluding that the last one was the most efficient
derivative reagent based on the specificity/sensitivity ratio (Table 1).

Although LC-MS has proven to be a promising analytical
technique, the detection limits attainable are sometimes insufficient
for certain sterols, and derivatization may therefore still be required
to enable quantitation. In ionization based systems, Honda et al.
(2008) applied another derivatization technique, picolinyl ester
derivatization (introduction of a picolinyl moiety into the hydroxyl
group of sterols), prior to the determination of serum NCSs by LC,
while Lembcke et al. (2005) and Paglia et al (2010) did not use any
derivatization step. Ito et al (2010) employed HPLC (with
electrochemical detection) without derivatization for the
determination of phytosterols in human serum (Table 1). Table 1
summarizes the improvements made during the last decade in
sample preparation (sample pre-treatment and derivatization
techniques) for NCSs analysis in biological matrices.

Advances in separation and detection techniques

In what concerns the sterols quantification, sensitive analytical
methods are necessary to detect physiological concentrations and
even slightly increased concentrations in human serum.
Determination methods for sterol quantification mainly include
enzymatic photometric methods (Hu and Zhang, 2008), isotopic
dilution mass spectrometry (IDMS; Briche et al, 2002), electro-
chemical (Peng et al, 1992) and chromatographic (Ortiz et al, 2006)
analysis, which accounts for GC and LC systems. As a general rule,
sterol separations by GC are both faster and more efficient than by
LC.

Gas chromatography. Gas chromatographic techniques combined
with flame ionization detector (GC-FID) and with mass spectrometry
(GC-MS) have been and remain the most popular analytical methods
for the NCSs analysis, besides being the only
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method validated. GC-FID, since the early work of method validation
by Phillips et al. (1999), has been recently applied by Domeno et al.
(2005) and de novo validated by Garcia-Llatas et al. (2012), for NCS
analysis in serum samples, while GC-MS has shown a wider use
(Ahmida et al, 2006; Zhang et al, 2011), having been validated by
Saraiva et al. (2011; in SIM mode; Table 2). For diagnostic purposes,
GC has been the standard method, to date, for the determination of
NCSs of clinical interest (Kidambi and Patel, 2008).

Liquid chromatography. Methods using HPLC for the
determination of phytosterol profiles in biological samples have
been developed, including HPLC with ultraviolet detection (HPLC-UV;
Hidaka et al, 1990; Kuriyama et al, 1991; Robins and Fasulo, 1997;
Ruan et al, 1997; Saldanha et al, 2006), HPLC with evaporative light
scattering detection (Nair et al, 2006), HPLC with refractive index
detection (HPLC-RI; Saldanha et al, 2006) or HPLC with fluorescence
(HPLC-FL; Lin et al, 2007), all with a derivatization step for
sensitive/selective detection.

During the last decade, HPLC-MS or HPLC-MS/MS (HPLC with
tandem mass spectrometry) has also been used for sterol analysis
(McDonald et al, 2007). In the field of steroid analysis, in the last 15
years HPLC-MS/MS has become an important analytical technique
widely used in clinical diagnostic laboratories (Kushnir et al, 2011),
leading to the assumption that this improvement might also be
beneficial to NCS measurement. HPLC with electrochemical detection
(HPLC-ECD) without derivatization was recently applied for the
determination of phytosterols in human serum (Ito et al, 2010)
(Table 2).

LC was greatly improved in the 1990s with the introduction of
atmospheric pressure ionization (API) techniques (i.e. electrospray
and ion spray, ESI; Appelblad and Irgum, 2002). ESI and atmospheric
pressure chemical ionization (APCI) or atmospheric pressure photo-
ionization (APPI) have become the standard ionization methods for
HPLC-MS. Most of the derivatization techniques used for ESI employ
incorporation of permanently charged or easily ionizable groups,
whereas the derivatization techniques for APCI incorporate groups
with high proton or electron affinity (Higashi et al,, 2008).

Honda et al (2010) reviewed the HPLC analysis for the
quantification of cholesterol and oxysterols, highlighting recent
developments for the quantitative determination of NCSs by HPLC-
electrospray ionization with MS/MS (HPLC-ESI-MS/MS), which with
the inclusion of a picolinyl ester derivatization step, surpassed GC-
MS sensitivity.

Recently, liquid chromatography-atmospheric pressure chemical
ionization-mass spectrometry (LC-APCI-MS; Nagy et al, 2006) and
LC-APCI-MS/MS (Tian et al, 2006) have been introduced as more
sensitive, specific and rapid quantification methods for nonpolar
compounds, such as sterols.

ESI can also be used as an ionization method for LC-MS/MS (LC-
ESI-MS/MS); however, sterols are poorly ionized and the sensitivity
does not reach that obtained by APCI. Honda et al. (2008) used LC-
ESI-MS/MS for the quantitative analysis of the picolinyl esters of 11
serum sterols (in 1 pL of dried serum; Table 2). LC-APPI-MS/MS has
also been used for the simultaneous quantification of free and
esterified phytosterols in serum samples, and the levels were in the
same range as those reported by other authors using GC-MS (~150-
fold higher sensitivity compared with GC-MS; Lembcke et al., 2005;
Table 2). The total time for sample pre-treatment and analysis was
reduced from ~3 h (GC-MS) to 15 min.
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Recently, different ambient desorption ionization (ADI) techni-
ques have been introduced to analyze many compounds by direct
sampling/ionization of the analytes from raw samples, leading to the
development of high throughput analysis. ADI techniques are mainly
based on two principles named desorption electrospray ionization
(DESI; Takats et al, 2004; Cooks et al, 2006) and direct analysis in
real time (DART; Cody et al, 2005). ADI has been used to perform
analysis in different fields for biological, forensic and pharmaceutical
applications, but nevertheless, its performance has not yet been
sufficiently investigated. Wu et al. (2009) successfully developed a
DESI method for the analysis of free cholesterol in human serum and
Paglia et al (2010) employed the atmospheric pressure thermal
desorption chemical ionization-MS technique (APTDCI-MS) for the
analysis of sterols from three different human complex matrices -
dried plasma/whole blood/ red cells spotted onto paper - and found
a good correlation with GC-FID (Table 2). The APTDCI-MS method is
an ADI technique able to ionize more lipophilic compounds. It is a
potentially useful tool to screen SLOS by determining the DHCs and
cholesterol levels, and in addition is also able to detect metabolic
disorders of sterols such as sitosterolemia.

All of these recent techniques allow rapid determination using
small serum volumes without extensive sample pre-treatment and
offer sensitive/specific quantification of sterols in human serum.
However, they require sophisticated and expensive instrumentation,
and may be more useful for the investigation of sterol metabolism
disorders than for routine analysis. Table 2 summarizes the most
recent advances (after year 2000) in separation and detection
techniques used for the determination of serum NCSs, as biomarkers
of cholesterol absorption and synthesis, as well as for the serological
diagnosis of inherited disorders of cholesterol metabolism.

Conclusions

Although serum NCS have been frequently reported in the last two
decades as surrogate markers of the cholesterol metabolism
efficiency, there is no reference method for their analysis in human
samples. Only systems that comprise efficient sample pre-treatment
and separation steps in combination with positive identification can
be regarded as state-of-the-art. Accordingly, GC-MS and LC-MS
qualify as general platforms on which rugged methods can be
developed and used for NCSs analysis. Furthermore GC-MS or GC-
FID is the only validated available method to date. Applicability is a
key issue; therefore, there is still a need to consider the most suitable
analytical methods for each case, whether for serological diagnosis
of inherited disorders, in-patient metabolic studies and small
outpatient studies, or large-scale outpatient- and population-based
studies.

For routine analyses, such as the case of the health evaluation
during lipid-lowering lifestyle/drug therapy monitoring, the key
option would be GC-MS or GC-FID, given the fact that it is the only
validated available method at present. Well-developed and validated
tandem mass spectrometry-based methods are more specific than
most other analytical techniques, having the advantage of the ability
to assess the specificity of analysis in every sample. Therefore LC-
MS/MS may become a valuable alternative for NCS separations. In
addition, new advances in ionization techniques have enlarged the
number of NCSs studies with HPLC. More sophisticated
instrumentation based on ADI techniques, enabling direct
sampling/ionization of the analytes

Biomed. Chromatogr. 2013; 27: 1234-1242
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Table 2.  Advances in separation and detection techniques for NCSs analysis in biological matrices
Matrix Analyte [internal standard] Method Mass transition (m/z) LOD/LOQ Reference
Stationary phase [mobile phase] (supplier)
Serum Desmosterol GC-FID FHP-5 30 m X 0.25 mm x 0.25 pm Not applicable 0.55/0.70 Domeno et al. (2005)
Lathosterol (Flewlett-Packard) 1.10/1.30
Lanosterol 0.25/0.30
Sitosterol 0.65/0.71
Sitostanol 0.61/0.70
[5a-cholestane] (pg/mL)
Serum /[-Sitosterol GC-FID CP-Sil 8/MS 50 m x 0.25 mm x 0.25 pm Not applicable 86/287 Garcia-Llatas et al. (2012)
Campesterol (Chrompack-Varian) 42/141
Desmosterol 4/15
Lathosterol 44/147
[Epicoprostanol ] (ng/mL)
Plasma Desmosterol GC-MS (SIM) Rtx-1701 60 x 0.25 mm x 0.25 pm (Restek) 351/456 0.30/0.90 Ahmida et al. (2006)
Lathosterol 443/458 0.40/1.30
/[-sitosterol 129/486 0.20/0.70
Campesterol 382/472 0.50/1.50
Cholestanol 305/445 0.40/1.30
[5a-cholestane] 217/357 (pmol/L)
Serum Stigmasterol GC-MS DB-5MS 30 m x 0.25 mm x 0.25 pm 378 NA Zhang et al. (2011)
(Agilent Scientific) 363
/[-Sitosterol [Not applicable]
Serum Cholesterol GC-MS (SIM) FIP-5MS 30 m x 0.25 mm x 0.25 pm 443/458 NA Saraiva et al. (2011)
Desmosterol (Flewlett-Packard) 343/456
Lathosterol 255/458
Campesterol 343/472
/[-Sitosterol 357/486
[5a-Cholestane] 217/372
Serum /[-Sitosterol HPLC-ECD Develosil C30-UG-3 (150 x 4.6 mm) Not applicable NA Ito et al. (2010)
Campesterol [acetonitrile—LiCI04] (Nomura Chemical)
Brassicasterol
Stigmasterol
[6-Ketocholestanol]
Serum 19 Cholesterol precursors LC-ESI-MS/MS FHypersilGold 150 x 2.1 mm NA a Flonda et al. (2008)
2 Plant sterols [acetonitrile-MeOFI-water (45:45:10)]
(Thermo Electron)
2 Plant stands [Coprostanol]
Serum (Free/este rified) LC-APPI-MS/MS  Chromolith/SpeedRod RP-18c Free/ester Lembcke et al. (2005)
/[-Sitosterol 50 m x 4.6 mm [MeOFI-water 397/257 LOQ
Campesterol (75:25)] (Merck) 383/161 0.32/.068

(Continues)
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from raw samples, might become a potential useful tool to screen
inherited/metabolic disorders of sterols, based on LC.

One pitfall in serum NCS assessment is associated with the lack of
widespread application of these techniques, owing to the absence of
harmonization and standardization, which is necessary for use for
routine measurements.

Reference
Paglia et al. (2010)
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ABSTRACT

Objective. The dynamics of cholesterol homeostasis and the development of
cardiovascular disease (CVD) are complex and multifactorial, to which adds individual
variability in the proportion of cholesterol from exogenous versus endogenous sources.
The aim of this study was to undertake the first characterization/categorization of
cholesterol absorption and synthesis profiles in Portuguese hypercholesterolemic adults
through the quantification of surrogate markers and the analysis of their association with
CVD risk factors.

Methods. Serum samples for the measurement of lipid profiles and cholesterol
homeostasis markers were obtained for 100 men and 112 women, aged 30 to 65, with TC
> 5.2 mmol/L (~200 mg/dL) and/or LDL-C > 2.6 mmol/L (~100 mg/dL), none of whom were
on any lipid-lowering therapy.

Results. Overall, sex-specific significant differences were observed in the cholesterol
homeostasis markers and lipid profiles; women had lower cholesterol synthesis marker
concentrations (P < 0.01 for lathosterol) and lipid parameters (except for HDL-C
concentrations). Age-related significant differences were also found, including higher
concentrations of cholesterol absorption markers in association with increasing age. The
categorization into cholesterol metabolism profiles showed sex-specific significant
differences. Men had a higher tendency to be included in the low cholesterol
absorption/high cholesterol synthesis trait, which is associated with a higher prevalence of
obesity, diabetes and metabolic syndrome, as evidenced by their higher BMI, higher
atherogenic lipid concentrations and lower HDL-C.

Conclusion. This study of the profile distributions of cholesterol metabolism markers
extends the analytical basis for phenotype-driven clinical assessments to guide lipid-

lowering therapy.
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Introduction

Atherosclerosis, which leads to cardiovascular diseases (CVD), is usually caused by a
combination of interacting risk factors. Some of these factors are related to lifestyle, while
other risk factors, also modifiable, are, elevated blood pressure, type 2 diabetes, and
dyslipidemias, or non-modifiable, such as age and male sex.

The role of lifestyle patterns in the prevention/treatment of CVD has been extensively
reviewed with most evidence showing that dietary factors, levels and types of physical
activity, and tobacco cessation influence atherogenesis directly or through their effects on
traditional risk factors, and can also be used in the management of hypercholesterolemia.
Total cholesterol (TC) and low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C) levels have been the
primary targets of dyslipidemia therapy, precisely because they can be modified by
lifestyle changes and drug therapies [1].

Although the 2013 American College of Cardiology (ACC)/American Heart Association
(AHA) guidelines recommends moderate- or high-intensity statin monotherapy as the first-
line strategy for atherosclerotic cardiovascular disease (ASCVD) risk reduction [2], some
patients are statin-intolerant or statin-unresponsive. Also, statin efficacy may be affected
by pharmacogenetic variability, therefore higher-intensity statin monotherapy may not be
appropriate for all patients [3].

Therefore, analyzing whole-body cholesterol homeostasis may represent a novel strategy
to optimize lipid-lowering treatment with the intent of decreasing cardiovascular risk [4].
Cholesterol metabolism can be studied by using noncholesterol sterols (NCS) as surrogate
markers of cholesterol synthesis and absorption efficiency, because the circulating levels
of NCS have been shown to correlate with the absolute cholesterol synthesis and
absorption levels measured by the standard gold radio and stable isotopic methods [5-7].

The ease with which NCS can be measured compared to the complicated nature of more



invasive isotopic methods has led to its wide use for the measurement and
characterization of cholesterol metabolism across studies [8-10].

Among the cholesterol precursors, squalene, desmosterol and lathosterol can be used as
surrogate markers of cholesterol synthesis efficiency [6, 7, 11], and, serum phytosterols,
mainly campesterol and sitosterol, are used as surrogate markers of cholesterol
absorption efficiency [12]. Cholestanol, a 5a-saturated cholesterol derivative, can also be
used because it is poorly absorbed in the gut and rapidly eliminated via bile, thereby
indicating intestinal cholesterol uptake. Serum cholestanol has been shown to correlate
positively with serum plant sterols (campesterol and sitosterol) and fractional cholesterol
absorption, as well as, inversely, with cholesterol synthesis, as assessed by desmosterol
and lathosterol [6].

Furthermore, markers of cholesterol metabolism were found to be highly significant
predictors of CVD risk relative to established cardiovascular risk factors [4, 13].

The aim of this study was to undertake the (first) characterization/categorization of the
cholesterol metabolism profiles in the adult (untreated) hypercholesterolemic Portuguese
population through the quantification of serum cholesterol absorption and synthesis
surrogate markers. This will enable the classification of individuals as having high,
intermediate or low rates of gastrointestinal cholesterol absorption (and the inverse rates
of hepatic synthesis), resulting in better understanding of one of the main risk factors for

CVD.

Material and methods
Study population and experimental design
The study was approved by the Ethics Committee of the Faculty of Medicine of the

University of Coimbra and its institutional scientific review board, as well as by the Ethics



Committee for Health of the Regional Governmental Office for Primary Health Care of the
Central Region of Portugal. All procedures adhered to the guidelines of the Declaration of
Helsinki. Informed consent was obtained from all individuals before they were enrolled into
the study. By design, all participants were Caucasian, Portuguese, living/working in the
Central Region of Portugal, included in the active working-age population. Individuals
included in the study were selected at primary health care units in the Central Region of
Portugal, on the basis of the last check-up registered in the medical database of patients
coded for lipid metabolism alterations. The recruitment was conducted individually by
phone invitation to participate in the study. A fasting serum sample was collected from
each individual who agreed to participate. The fasting serum lipid criteria for enroliment
were TC > 5.2 mmol/L (~ 200 mg/dL) and/or LDL-C > 2.6 mmol/L (~ 100 mg/dL)].
Exclusion criteria were as follows: diagnosis of sitosterolemia, history of liver or kidney
chronic disease, mental iliness, pregnancy and the current use of lipid-lowering
medications, dietary supplements or functional foods active on plasma lipid levels for at
least 3 months before the study.

For a confidence level of 95%, a margin of error of 5%, and a 55% prevalence of
hypercholesterolemia, a statistical sample of N=201 individuals was calculated, based on
the population of the Central Region of Portugal (2 381 068 individuals on the basis of the
last 2011 census register).

In total, fasting serum samples for measurement of lipid profile and cholesterol
homeostasis markers were obtained for 100 men and 112 women, aged 30 to 65 years
old. These participants were also evaluated to obtain clinical data such as body mass
index (BMI) and use of concurrent medication that might influence cholesterol levels.

The covariates included were sex, age, BMI, TC, LDL-C, high-density lipoprotein

cholesterol (HDL-C), triglyceride (TG), non-HDL-C and lipid ratios.



Anthropometric and biochemical analyses

BMI was calculated (kg/m?) using height and weight, as measured by a trained nurse in
each health care unit following standardized and appropriate technique. A properly
calibrated (by professional service) electronic digital scale (200x0.1 kg) with stadiometer
(110 to 200 cm) (Prodoc PD 300, Detecto, Webb City, MO, USA) was utilized for accurate
weighing and height measuring of the study participants.

Fasting serum TC, HDL-C and TG concentrations were measured using standardized
enzymatic techniques. LDL-C concentrations were calculated by Friedewald’s equation
[14].

The cholesterol homeostasis markers analyzed included campesterol, B-sitosterol, and
cholestanol as absorption markers, and, desmosterol and lathosterol, as synthesis
markers. Serum concentrations of the absorption and synthesis markers were quantified
using gas chromatography-mass spectrometry-selective ion monitoring (GC/MS-SIM), as
previously described [15]. Because NCS are transported in the plasma by lipoproteins,
their concentration are expressed relative to the concentration of total cholesterol
(mmol/mol of cholesterol) to correct for the differing number of lipoprotein acceptor

particles.

Statistical analyses

All statistical analyses were performed using IBM SPSS statistics version 22.0 Inc. (IBM
Corporation, New York, USA) and P values < 0.05 were considered statistically significant.
Independent-samples t-test was used to compare the lipid, lipoprotein and NCS values
between women and men, and also to explain differences on the basis of sex that were
not explained by differences in BMI. Differences among groups were determined using
one-way ANOVA with Tukey’s post-hoc comparison test for localizing statistically

significant effects. Prior to statistical analysis, normal distribution and homogeneity were



checked. The study variables fulfilled the prerequisites for using parametric tests.

Untransformed data are presented in the text and tables as mean + SD.

Results

Participants characterization

Table 1 contains the participants’ characteristics.

Twenty-seven (12.7%) of the participants were obese (BMI > 30) and thirty-seven (17.5%)
were taking medication for concomitant diseases that may have influenced their
cholesterol levels, such as angiotensin-converting enzyme inhibitor (ACEI); angiotensin |l
receptor blocker (ARB); beta-blocker; calcium channel blocker; diuretics.

[Insert Table 1 here]

The study participants had borderline high hypercholesterolemia [89 (42.0%) had TC >
6.21 mmol/L (= 240 mg/dL); 70 (33.0%) had LDL-C > 4.15 mmol/L (> 160 mg/dL); and 43

(20.3%) had TG > 2.26 mmol/L (= 200 mg/dL)] (data not shown).

Serum cholesterol homeostasis markers and lipid profiles by sex

In our cross-sectional analysis, the average concentrations of the cholesterol absorption
markers were higher than those of the synthesis markers (Table 2). On average,
compared with men, women had lower cholesterol synthesis marker concentrations (P <
0.01 for lathosterol) and higher concentrations of campesterol and sitosterol (P < 0.05), but
not of cholestanol. On the basis of these differences, men had higher synthesis/absorption
ratios than women (P < 0.001 for both lathosterol to campesterol and sitosterol ratios).
With regard to serum lipid profiles and lipid ratios, sex-specific differences were also

observed. Women had lower concentrations of almost all parameters (P < 0.01 for TG; P <



0.001 for non-HDL-C and all the ratios), whereas only HDL-C was lower in men (P <
0.001) (Table 2).

[Insert Table 2 here]

Serum cholesterol homeostasis markers and lipid profiles by age

Age-related differences were also found. All cholesterol homeostasis markers assessed
(except cholestanol) were higher with increasing age, although statistical significance was
only found for campesterol (P < 0.05), sitosterol (P < 0.001) and lathosterol/sitosterol ratio
(P < 0.001) (within- and between-groups) (Table 3). Higher concentrations of TC, LDL-C,
and non-HDL-C and higher ratios of TC/ HDL-C and LDL-C/HDL-C, all of which are
atherogenic parameters, were observed with increasing age, in opposition to TG, HDL-C,
non-HDL-C/HDL-C and TG/HDL-C, although no significant differences were found (Table
3).

[Insert Table 3 here]

Characterization based on cholesterol metabolism profiles

To further characterize the cholesterol metabolism distribution, we categorized the
individuals (on the basis of sex) into profiles of cholesterol synthesis or absorption. Table 4
classifies the participants according to whether their lathosterol and sitosterol
concentrations were higher or lower than the corresponding median values (37.8 and
61.5*10% mmol/mol of cholesterol, respectively). Therefore, the individuals were distributed
into four groups, based on the relative levels of the cholesterol markers: a) Group 1 (N =
55), low synthesis/low absorption (60 % of women); b) Group 2 (N = 56), high
synthesis/high absorption (51.8 % of women); ¢) Group 3 (N = 51), high synthesis/low
absorption (70.6 % of men); and d) Group 4 (N = 50), low synthesis/high absorption (70 %

of women). Sex-specific differences were observed in Groups 3 and 4 (P < 0.01).



[Insert Table 4 here]

Statistically significant differences among the 4 profiles of cholesterol metabolism were
found in terms of age, BMI, HDL-C (P < 0.001), and all lipid ratios (P < 0.01) (Table 5).
Groups 2 and 4 include individuals with higher age, while group 3 individuals had higher
BMI, higher levels of atherogenic lipids and lipid ratios, and lower HDL-C concentrations.

[Insert Table 5 here]

Discussion

The cross-sectional analyses revealed significant differences in cholesterol homeostasis
markers by sex, age, BMI and lipids/lipoproteins concentrations.

In our study, the average concentrations of the cholesterol absorption markers were higher
than those of the synthesis markers, in accordance with Matthan et al [16].

Consistent with some of the prior data available [17,18], on average, compared with men,
women had lower concentrations of all synthesis markers assessed; indicating that, in
women, the neo-synthesis of cholesterol is physiologically lower. These findings should
also indicate a lower activity and expression of 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A
reductase (HMGR), the rate-limiting enzyme in cholesterol biosynthesis. In accordance
with prior reports, the markers of cholesterol synthesis and absorption showed the
expected inverse associations, reflecting an apparent compensatory change in the
cholesterol homeostasis metabolism [4, 12, 18, 19]. Compared with men, women had
significantly higher concentrations of campesterol and sitosterol, but not of cholestanol; the
exact physiological mechanisms that account for this association between serum
cholestanol level and the fractional cholesterol absorption are not yet fully understood [6].
These differences on the basis of sex have not been explained by differences in BMI,

except for campesterol and LDL-C.



Increasing age (30 to 60 years old) was associated with higher levels of cholesterol
synthesis markers (although without statistical significance) and also of cholesterol
absorption markers (with statistical significance for campesterol and sitosterol); this finding
is consistent with some, but not all of the prior data available [16], which could be
explained by the fact that serum plant sterol levels vary substantially within and across
different populations. The greatest of this variability is attributed to the method used to
measure these levels; however, the data are also affected by genetics, sex, diet and
disease [20].

Among those aged 60 to 65 years, compared to middle-aged subjects, there is some
indication of an apparent attenuation of cholesterologenesis in both serum NCS and lipid
profiles, which is a logical age-related diminishing anabolic process, also closely
associated with multimorbidity, as observed by Tilvis et al [21].

Age- and sex-related profiles variations may reflect changes in hormone levels and
hormone sensitivity inducing a decreased ability to maintain lipid homeostasis. Although
the mechanisms are incompletely characterized, some evidence demonstrates that the
causes of age-related disruption of lipid homeostasis include the gradual decline in
clearance of LDL-C with increasing age (a 50% reduction in the rate of hepatic clearance
may translate into an increase of LDL-C level up to 116 mg/dL [22]), and the progressively
reduced ability to remove cholesterol through conversion to bile acids, the decreased
activity of the rate-limiting enzyme in bile acid biosynthesis, cholesterol-7-a-hydroxylase
(C7a0H) [23].

To further characterize the metabolism of cholesterol in our study population, we
categorized the individuals into cholesterol metabolism profiles. Sex-specific differences
were observed, with statistical significance emerging particularly in Groups 3 and 4;
women were found to show a higher expression in the low synthesis/high absorption

cholesterol profile (Group 4). Group 4 includes individuals who are hypo-responders (or



non-responders) to statin monotherapy but good responders to cholesterol absorption
inhibitors, such as ezetimibe or plant sterol-enriched foods. Men are highly represented in
Group 3, which includes individuals with high rates of hepatic cholesterol synthesis and
low rates of gastrointestinal absorption; thus, they are hyper-responders to statins.
Evidence also suggest that some of the residual coronary risk seen with statin
monotherapy is a consequence of statins actually increasing coronary risk in patients who
are hyperabsorbers, which is worrisome in the present day of widespread statin
monotherapy, particularly because statins increase absorption [24]. Groups 1 and 2 are
represented by individuals with a mixed phenotype, who are expected to show an
intermediate response to monotherapy, and therefore benefit from mixed/combined
therapies.

Our results also show that individuals with higher age are included in Groups 2 and 4
which are associated with a higher expression of cholesterol absorption. More, the profile
of Group 3 included individuals with higher BMI, higher atherogenic lipid concentrations
and lipid ratios, and lower HDL-C, a pattern typical of individuals with a tendency towards
obesity, type 2 diabetes, and prevalence of the metabolic syndrome (MetS) and its
components (with insulin resistance (IR) as a major contributor). Collectively, a number of
studies have addressed a possible link between cholesterol metabolism and IR in humans
and have shown that low cholesterol absorption can be an additional feature of the MetS,
as determined through the use of NCS [24-28].

Despite the fact that the treatment of the MetS should encode a “multi-risk factor”
approach, and dyslipidemia is only one component, the association of IR (and obesity)
with diminished cholesterol absorption (and increased cholesterol synthesis) underscores
a greater importance of lifestyle changes such as dietary modification [29], weight
reduction, increased physical activity and moderated alcohol consumption as first line

interventions to improve lipid abnormalities (increase insulin sensitivity) in the MetS. It is



therefore tempting to conclude that the early identification of individuals sharing the
cholesterol metabolism profile of Group 3 could enable the preventive management of the
MetS.

Group 4, which is associated with higher levels of serum phytosterols, corresponds to a
profile with a lower frequency of clustered metabolic risk factors.

In sum, the novelty of this study, besides its status as pioneering research in our country,
is that it is the first to categorize the cholesterol metabolism profiles in our adult (untreated)
hypercholesterolemic population on the basis of cholesterol absorption and synthesis
surrogate markers. The increased use of these markers and, also the emerging concept
of variations in cholesterol absorption profile between patient groups should translate into
more individualized dietary and/or pharmacological interventions.

In terms of the study’s limitations, although the number of individuals studied is a sample
statistically representative of the population of the Central Region of Portugal, it cannot be
argued that it is a population-based study. Moreover, the associations observed could
have been influenced by factors we could not control, such as genetic variability/genotype,
the cholesterol and phytosterol content of diets and the level of physical activity. Also, a
selection bias may have been committed, since the invitation to participate in the study
was made by a telephone call.

Despite the study’s limitations, the strength of this study is that useful information might
derive from this categorization of cholesterol metabolism profiles, e.g. the selectivity of the
different pharmacological and non-pharmacological therapies according to the profile of
cholesterol metabolism could increase the benefit of the prescription.

In conclusion, the results of the present study extend the analytical basis for the clinical
assessment of cholesterol homeostasis surrogate markers, promoting their utility as a

complementary tool to the traditional plasma lipid profile, and may have translational



potential in helping clinicians to better understand the age- and sex-related response to

therapeutic options for lipid lowering among untreated hypercholesterolemic individuals.
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Table 1 - Study population: Clinical characterization (N=212)

Variable 30t039y 40t049y 50t0 59y 60to65y  PValue
(N=56) (N=59) (N=52) (N=45)

BMI, kg/m?
Women 24037 253+39 25427 25051 NS
Men 269+32 272+39 276+26 274+39 NS
Overall 255+38 262+4.0 265+28 266+4.6 NS

Concomitant medication®, N (%)
Women 0(0) 2(6.3) 7(25.9) 8(32.0) 0.002
Men 2(7.1) 3(11.1) 8 (32.0) 7(35.0) 0.026
Overall 2(36) 5(8.5) 15 (28.8) 15(33.3) 0.000

Values are expressed as meanSD or N (%).

BMI, body mass index; NS, not statistically significant.

*Concomitant medication that may affect cholesterol level (ACEI, angiotensin-converting enzyme inhibitor; ARB,
angiotensin Il receptor blocker; B-blocker; calcium channel blocker; diuretics).




Table 2 - Serum cholesterol homeostasis markers and lipid profiles by sex

Variable Women (n=112) Men (n=100) P Value* BMI Adjusted P Value**
Cholesterol synthesis markers, *102 mmol/mol of cholesterol
Desmosterol 234495 243+46 0.391 0.542
Lathosterol 355+88 40.7+11.2 0.000 0.006
Cholesterol absorption markers, *102 mmol/mol of cholesterol
Campesterol 474 £13.6 432 +13.6 0.026 0.155
Sitosterol 63.6+19.8 55.3 +20.6 0.003 0.020
Cholestanol 61.6+16.2 65.1+21.2 0.175 0.069
Synthesis/absorption ratio
Lathosterol/campesterol 0.78+£0.27 1.02 £042 0.000 0.000
Lathosterol/sitosterol 0.60+0.23 0.84 +0.41 0.000 0.000
Lathosterol/cholestanol 0.61+0.26 0.68 +0.26 0.062 0.490
Fasting lipids, mmol/L
TC 6.07 £0.71 6.22+1.12 0.235 0.263
LDL-C 3.84 £ 0.67 4.03+0.74 0.046 0.070
HDL-C 1.58 +0.35 1.20£0.23 0.000 0.000
TG 147£0.72 237255 0.000 0.004
Non-HDL-C 449+0.70 5.02+1.12 0.000 0.000
Lipid ratios
TC/HDL-C 4.01 %091 530+ 1.26 0.000 0.000
LDL-C/HDL-C 2.55+0.76 343097 0.000 0.000
TG/HDL-C 2311145 4.94 £6.51 0.000 0.000
Non-HDL-C/HDL-C 3.01+0.91 4.34+1.26 0.000 0.000

Values are expressed as mean+SD.
*P value based on 2-sample t-test.

** P value based on 2-sample t-test from the general linear model with body mass index (BMI).

TC, total cholesterol; LDL-C, low-density lipoprotein cholesterol; HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol; TG, triglyceride.




Table 3 - Serum cholesterol homeostasis markers and lipid profiles by age

Variable 30t039y 40t049y 50t0 59y 60to 65y PValue*  BMI Adjusted P Value**

(N=56) (N=59) (N=52) (N=45)

Cholesterol synthesis markers, *102 mmol/mol of cholesterol

Desmosterol 231+£124 236+58 249+45 240+£39 0.678 0.724
Lathosterol 37.3+123 391120 391479 362+7.6 0.409 0.351
Cholesterol absorption markers, *102 mmol/mol of cholesterol
Campesterol 4181102 457+172 479+143  467x115 0.112 0.037
Sitosterol 493+143 588+249 671+189 654176 0.000 0.000
Cholestanol 61.0+157 663+239 621+169 635+16.8 0.468 0.427
Synthesis/absorption ratio
Lathosterol/campesterol ~ 0.95+046  0.94+0.39  087+030 0.83+0.30 0.279 0.056
Lathosterol/sitosterol 083+041 077+038 064+027 061028 0.004 0.000
Lathosterol/cholestanol 066+034 062+022 067023 063+025 0.754 0.595
Fasting lipids, mmol/L
TC 6.09+129 617+074 617+075 6.12+0.82 0.969 0.964
LDL-C 376+069 395+076 401+065 397%0.71 0.262 0.308
HDL-C 147+045 140+£034 1322030 1411027 0.174 0.277
TG 217+307 193+146 181+x121 160063 0.487 0.298
Non-HDL-C 463+133 477+083 486+076 4.71%0.78 0.651 0.740
Lipid ratios
TC/HDL-C 450+149 466+137 489+111  449%099 0.348 0.387
LDL-C/HDL-C 274+099 298+113 317+083 292%0.81 0.155 0.255
TG/HDL-C 419+803 359+353 348+276 2791145 0.546 0.334
Non-HDL-C/HDL-C 350+149 367+£137 389+110 349+099 0.342 0.380

Values are expressed as mean+SD.
*P value based on ANOVA.
** P value based on ANOVA from the general linear model with body mass index (BMI).
TC, total cholesterol; LDL-C, low-density lipoprotein cholesterol; HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol; TG, triglyceride.




Table 4 - Subjects distribution based on cholesterol

metabolism profiles

Group 1 Group 2 Group 3 Group 4
Variable SYNT | SYNT 1 SYNT 1 SYNT |

ABS | ABS 1 ABS | ABS 1
Women 33(600%) 29(518%) 15(294%)  35(70.0%)
Men 22(400%)  27(482%)  36(70.6%)  15(30.0%)
N/212 55(259%) 56(264%) 51(24.1%) 50 (23.6%)
P value 0.138 0.686 0.003 0.005

P value based on ANOVA.
ABS, Cholesterol absorption; SYNT, Cholesterol synthesis

Table 5 - Cholesterol metabolism profiles by CVD risk factors

Variable Group 1 Group 2 Group 3 Group 4 P Value*
(N=55) (N=56) (N=51) (N=50)
Age, years 436+ 114 505+89 46.1+10.4 54493 0.000
BMI, kg/m? 252+35 269+39 282+38 244128 0.000
Fasting lipids, mmol/L
TC 6.29+1.33 6.01+£0.61 6.07£0.88 6.15+0.71 0.426
LDL-C 3.90+0.71 3.83+0.62 3.99+0.95 3.98+0.76 0.603
HDL-C 1.52+0.39 1.35+0.33 1.23+0.25 149 +£0.35 0.000
TG 1.76 £ 1.60 1.88 £1.31 241+3.04 1.52+0.78 0.107
Non-HDL-C 477 £1.34 465+ 0.69 4.85+0.96 4.68 +0.69 0.737
Lipid ratios
TC/HDL-C 439+1.35 466 +1.09 518 £1.49 4334097 0.002
LDL-C/HDL-C 2.75+0.99 2.95+0.83 333+1.18 2.80+0.73 0.011
TG/HDL-C 2.89+£2.63 354 £297 517 + 847 2.63+1.84 0.031
Non-HDL-C:/HDL-C 339+1.35 3.66+1.09 418+ 149 333097 0.002

Values are expressed as mean+SD.
*P value based on ANOVA.
BMI, body mass index; TC, total cholesterol; LDL-C, low-density lipoprotein cholesterol; HDL-C, high-density
lipoprotein cholesterol; TG, triglyceride.
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ABSTRACT

The effect of plant sterol (PS) enriched matrices on lipid profile has been evaluated in statin-treated
individuals, with LDL-C concentrations between 3.35 mmol/L and 4.90 mmol/L, but studies in the elderly
are scarce. In this study the additional effect of a low-fat PS-enriched fermented milk (PS-FM) on choles-
terol metabolism markers and serum lipids was evaluated in the elderly on stable statin therapy with
baseline LDL-C<3.35 mmol/L. Thirty-five individuals (88.6% women; 81+8years old; BMI
29.9 + 6.0 kg/m?), living in elderly nursing care facilities were placed on a daily intake of 2g PS-FM for
6weeks, in addition to their statin monotherapy. A fasting blood sample was collected at baseline (tO),
after 2 consecutive periods of 3 weeks intake (t1 and t2), and after 6 weeks of washout (t3), for the
analysis of serum lipid profile and cholesterol synthesis (lathosterol, desmosterol) and absorption
(sitosterol, campesterol and cholestanol) markers. PS-FM consumption led to a LDL-C reduction of
0.15 mmol/L (t1) and 0.27 mmol/L (t2) from baseline (P <0.05). Serum campesterol and sitosterol
(P < 0.001) increased (tO-tl; tO-t2), reflecting PS intake and contributing to the inhibition of cholesterol
intestinal absorption, leading to a decrease in cholestanol-to-cholesterol ratio. There was a reciprocal
homeostatic rise of serum cholesterol precursors, desmosterol and lathosterol (P < 0.001) from baseline,
based on the up-regulation of the opposing pathway. Statin-treated elderly individuals, with baseline
LDL-C < 3.35 mmol/L, may still have therapeutic benefit from strategies that reduce cholesterol
absorption, such as 2 g/day PS-FM.

© 2015 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Hypercholesterolemia is one of the primary risk factors for
coronary artery, carotid artery, and brain vessel diseases, whose
incidence is highly related to aging [1]. Disruption of cholesterol

Abbreviations: ACC, American College of Cardiology; AHA, American Heart
Association; ASCVD, atherosclerotic cardiovascular disease; BMI, body mass index;

metabolism can be caused by progressive loss ofhomeostasis char-
acteristic of aging; although the mechanisms are still incompletely
understood, experimental data indicate a gradual decline in the
fractional clearance of LDL cholesterol (LDL-C) from the circulation
and a reduced expression of hepatic LDL receptor with increasing
age [2,3].

The strategies used to reduce plasma cholesterol levels in elderly
people are mainly targeted at the inhibition of the rate limiting

CVD, cardiovascular disease; DYSIS, Dyslipidemia International Study; GC/MS-SIM, enzyme of the cholesterol biosynthetic pathway, HMG- CoA

gas-chromatography/mass spectrometry-selective
density lipoprotein cholesterol; HMG-CoA, 3-hydroxy-3-methylglutaryl- coenzyme A;
LDL-C, low-density lipoprotein cholesterol;
(trimethylsilyl)-trifluoroacetamide/ 1,4-dithioerythritol / trimethyliodosilane; NCS,

MSTFA:DTE:TMIS, N-methyl-N-

ion monitoring; HDL-C, high- reductase; therefore, current therapies are mostly based on the

prescription of statins [1].
The 2013 American College of Cardiology (ACC)/American Heart

noncholesterol sterols; PS-FM, plant sterol-fermented milk; TC, total cholesterol; TG, Association (AHA) guidelines recommend moderate- or high-

triglyceride.

intensity statin monotherapy as the first-line strategy for

* Corresponding author at: Instituto Politécnico de Coimbra, ESTESC-Coimbra Health atherosclerotic cardiovascular disease (ASCVD) risk reduction among
School, Ciéncias Complementares, Rua 5 Outubro, S. Martinho do Bispo, Apartado patients with LDL cholesterol (LDL-C) levels of 4.91 mmol/L or
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greater (2 190 mg/dL), preexisting ASCVD, diabetes mellitus, or
estimated 10-year ASCVD risk of 7.5% or greater [4].
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However some patients are statin-intolerant or statin-unresponsive.
Pharmacogenetic variability may also decrease statin efficacy.
Therefore higher-intensity statin monotherapy may not be appro-
priate for all patients.

Lower-intensity statin combined with nonstatin medication may
be an alternative and can lead to superior lipid outcomes, but the
benefits and risks compared with those of higher-intensity statin
monotherapy are unclear, and studies have not shown decreased
rates of CV death, myocardial infarction, revascularization, or stroke
[5].

Data from the Portuguese sub-study of the Dyslipidemia
International Study (DYSIS) showed that even though all enrolled
patients (N = 916) were under statin therapy, most still failed to
attain the therapeutic LDL-C goal, and in particular those at high
cardiovascular risk (66.7%) are vulnerable to developing cardio-
vascular complications. Around 22% of patients had low high-den-
sity lipoprotein cholesterol (HDL-C) levels and 39% had elevated
triglyceride (TG) concentrations, illustrating the need for combined
therapy targeted at various lipid parameters. Only 15.3% were
simultaneously taking other lipid-lowering agents, the most common
being ezetimibe (10.2% of all patients) [6].

The combination of the cholesterol synthesis inhibitor simvas-
tatin with the cholesterol absorption inhibitor ezetimibe is widely
used in everyday clinical practice in order to induce a robust
decrease in LDL-C concentrations. Okada et al. [7] reported that
ezetimibe-plus-statin therapy provides greater reduction in LDL- C
level than statin monotherapy, irrespective of baseline levels of
cholesterol absorption and synthesis markers, while Blair et al. [8]
observed that the magnitude of the additional decrease in LDL-C is
slightly greater than that which would be expected from doubling the
dose of statin.

Gudzune et al. [5] conducted a systematic review (a total of 36
trials) in order to compare clinical benefits, adherence, and harms of
lower-intensity statin combination therapy with those of higher-
intensity statin monotherapy among adults at high risk for ASCVD.
Low-intensity statin plus bile acid sequestrant decreased LDL-C level
0-14% more than mid-intensity monotherapy among high-risk
hyperlipidemic patients. Mid-intensity statin plus ezetimibe
decreased LDL-C level 5-15% and 3-21% more than high-intensity
monotherapy among patients with ASCVD and diabetes mellitus,
respectively. Evidence was insufficient to evaluate LDL-C for fibrates,
niacin, and ra-3 fatty acids.

There is also evidence that several food matrices enriched with
plant sterols (PS), or supplements, are equally effective in lowering
serum LDL-C concentrations, when used alone as part of the diet or
when used as an adjuvant to ongoing statin therapy [9]. In addition,
the market for functional foods and dietary supplements with a
health claim (for lipid-lowering) is expanding rapidly worldwide and
consequently an increasing number of persons will use these
products and combine them with their prescribed drugs [9].

Several studies have investigated the effect on lipids and also on
serum surrogate cholesterol metabolism markers of a variety of PS-
enriched food matrices (or PS supplements) in hypercholes- terolemic
patients and in statin-treated individuals with mean fasting LDL-C
concentrations between 3.35 mmol/L and 4.90 mmol/L (130 mg/dL
and 190 mg/dL) [8-15]. Nevertheless, the number of studies on the
use of cholesterol-lowering agents in the elderly population is very
scarce, not only among the active elderly, but also in the elderly
population with disabilities and several diseases [16].

Therefore, it is the aim of this study to evaluate the additional
effect of a low-fat plant sterol-enriched fermented milk (PS-FM) on
cholesterol homeostasis surrogate markers and serum lipids in the
elderly on stable statin therapy with baseline LDL-C < 3.35 mmol/L
(<130 mg/dL).

2. Experimental
2.1. Patients

Eligible patients were men and women, aged 265 years old, in a
clinically stable condition, on stable statin monotherapy, with
baseline LDL-C < 3.35 mmol/L (<130 mg/dL), and living in nursing
care units for the elderly, to meet the criteria of compliance to a
regular dietary pattern. Participants were excluded if they were on
concurrent use of other lipid-lowering agents, at least for 3 months
before entering the study.

Written informed consent was obtained from the study partici-
pants or their relatives.

2.2. Study design

The intervention study was an open-label trial that was con-
ducted at 3 nursing care facilities for the elderly, in the Center region
of Portugal. The investigational review board and the Ethics
Committee of the Faculty of Medicine of the University of Coimbra
approved the study protocol. The study conforms to the Declaration
of Helsinki.

A total of 47 statin-treated individuals were recruited and were
assigned eligible, but twelve patients dropped out for health com-
plications not allocated to the study. A total of 35 subjects completed
the study and were therefore on a daily intake (lunch time) of a
2g/100g PS-FM (96 ml) in addition to their statin monotherapy, for
two consecutive periods of 3 weeks (a total of 6 weeks), followed by a
6-week washout period.

Body weight was recorded at the beginning and end of the study.
Body mass index (BMI) was calculated (kg/m2) using height and
weight, as measured with the participant standing. BMI data were
analyzed according to the recommendations of the World Health
Organization for individuals aged 265 years [17].

Participants maintained their usual dietary pattern as well as
physical activity throughout the study. Dietary intake was not cal-
culated nor PS intake, but it is plausible that there were no differ-
ences in dietary cholesterol or PS intake because as participants are
institutionalized, they all have the same daily regular dietary intake.

2.3. Study product

The PS-FM study product (Becel Pro.activ mini drinks) was pro-
vided by Unilever Jeréonimo Martins Lda. (Lisbon, Portugal). It was
dispensed in 96 mL (100 g) portions (one pack contains 6 portions)
for individual daily use (exactly as commercially available). The
nutritional composition of the PS-FM is given in Table 1. One portion
of PS-FM supplied 2 g PS equivalent as free sterol.

Content uniformity of PS in the portion packs was checked
throughout production runs according to Unilever
operating procedures.

The PS-FM mini drinks were distributed (under refrigeration) at
the start of each treatment period by the manufacturer.

Supervision staff from the nursing care facilities for the elderly
was instructed to follow manufacturer’s recommendations for
refrigeration of the study product and to give the participants one
portion per day after lunch.

standard

2.4. Blood sampling, serum lipids and noncholesterol sterols

A blood sample was collected (after overnight fast) at baseline (tO)
(e.g. before intake of the PS-FM), as well as after 3 and 6 weeks of
daily intake of a PS-FM (respectively week 3 (t1)
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Table 1

Nutritional information.

100g % Per portion**

Energy 190 kJ/45 kcal 2
Fat (excluding sterols)™ 1.5g 2

Saturates <0.5¢g 1

Monounsaturates <0.5¢g

Polyunsaturates 09¢g

Carbohydrates 45¢g 2

Sugars 45¢g 6

Protein 25g 5
Salt 0.lg 2
Plant sterols 2.0g

Ingredients: Fermented low-fat milk (80%), water, plant sterol esters* (3.4%), dietary
fiber, dextrose (1.1%), sugar (1.1%), fruit (1.1%) (raspberries (0.8%), pomegranate
(0.3%)), antioxidant (tocopherol rich extract), color (anthocyanins), flavourings,
sweetener (sucralose), emulsifiers (mono- and di-glycerides of fatty acids).

* Equivalent to plant sterols (2%).

** % of reference intake of an average adult (8400 kJ/2000 kcal) 1 portion = 100 g
(pack contains 6 portions).

** Excluding plants sterols which do not contribute to the energy value.

and week 6 (t2)), and also at the end of the 6-week washout period
(t3).

The fasting serum samples were analyzed for lipid profile (TC,
total cholesterol; LDL-C; HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol;
TG, triglyceride) and also for cholesterol synthesis (lathosterol and
desmosterol) and absorption (sitosterol, campesterol and cholestanol)
surrogate markers. TC, HDL-C and TG serum concentrations were
determined by enzymatic methods [18-20] on an automated analyzer
(Olympus AU400, Beckman Coulter, Lisbon, Portugal), with the
exception of LDL-C, which was calculated using Friedewald’s
equation [21]. Serum concentrations of the absorption and synthesis
markers were quantified using gas chromatography-mass
spectrometry-selective ion monitoring (GC/ MS-SIM). An internal
standard containing 50 uL of 5-a-cholestane 100 ug/mL was added
to 100 pL of serum and saponified with 2 mol/L ethanolic KOH 90%
for 2h at 60 °C, followed by an extraction procedure of the
nonsaponifiable layer with 1 mL of n-hexane. The extract was dried
under nitrogen, resuspended in 50 pL of the derivatization agent
[(N-methyl-N-(trimethylsilyl)-trifluoroacetamide/ 1,4-dithioerythritol/
trimethyliodosilane (MSTFA:DTE:TMIS, 5 mL:10 mg:10 pL)], and
heated for 1 h at 60 °C. The selection of the derivatization agent and
the validation of this analytical method have been previously
described by our group of researchers [22]. Briefly, a sample volume
of 2 pL was injected into a GC equipped with an inert mass selective
detector (Agilent Technologies 6890 N Network GC System, supplied
by Soquimica, Lisbon, Portugal) and a 30 m x 250 ym x 0,25 pm
capillary column (Supelco SLB-5MS, supplied by Reagente 5, Oporto,
Portugal). The injector and detector temperatures were 250 °C and
280 °C, respectively. A multi-ramp oven temperature program was
used. The initial column temperature of 200 °C was held for 1 min,
followed by an increase of 20 °C/min to 300 °C and a final
isothermal hold of 10 min. The total run time was 16 min. Peaks of
interest were identified by comparison with standards (Sigma,
Madrid, Spain) and expressed relative to the internal standard.

As noncholesterol sterols (NCS) (cholesterol biosynthetic
precursors and phytosterols/plants sterols and stanols) are
transported in the plasma by lipoproteins, their concentrations are
expressed to the of total
(mmol/mol of cholesterol) to correct for the differing number of
lipoprotein acceptor particles. In our study, the cholesterol level used
in this normalization was obtained from the same serum sample,
based on the TC measured by enzymatic methods for the assessment
of the respective plasma lipid profile.

relative concentration cholesterol

2.5. Statistical analysis

All statistical analyses were performed using IBM SPSS statistics
version 22.0 Inc. (IBM Corporation, New York, USA).

A sample size of 18 individuals was calculated to be necessary to
have 80% power to detect a 0.27 mmol/L LDL-C reduction from the
PS treatment (5% significance level).

Numerical data are expressed as mean + SD for normally dis-
tributed variables.

The primary outcome of the study was the difference in LDL-C
concentration between intervention at week 3 (t1) and week 6 (t2),
and baseline (t0). Secondary outcomes were the change in NCS, TC,
HDL-C and TG levels between intervention at week 3 and 6 and
baseline. Differences were assessed from the general linear model,
using ANOVA, with Bonferroni’s post hoc comparison test for
localizing significant effects. Correlation analysis was used to
investigate associations among outcome measures. P < 0.05 was
considered to indicate statistical significance.

3. Results
3.1. Participants characterization

Table 2 contains the participants’ baseline characteristics.

Fourteen (45.2%) women and one man were obese. Nearly 75% of
the participants were prescribed lipophilic statins of moderate-
intensity; the majority (N = 20) was taking simvastatin, while six
patients were on atorvastatin. Over 85% of the participants were
taking antihypertensive medication.

In terms of baseline lipid profile, 68.6% of the patients had LDL-
C < 2.59 mmol/L (<100 mg/dL) (data not shown); in average HDL-C
concentrations were between 40 and 50 mg/dL and TG levels below
150 mg/dL (Table 3).

There were no significant differences in BMI values throughout
the study in all participants. No side effects were reported resulting
from the intake of the PS-FM.

3.2. Effect of intervention treatment on serum cholesterol metabolism
markers and lipids

Table 3 presents the absolute change in serum cholesterol meta-
bolism markers and lipid profiles during the intervention period.

Table 2
Baseline participants characteristics.

Variable All (N = 35)
Age, years 81 £ 8 (68-92)
Women/Men 31(88.6)/4 (11.4)
BMI, kg/m?2 29.9 6.0 (20.1-42.1)
Hypertension 31 (88.6)
Diabetes 12 (34.3)
Stroke 5(14.3)
PAD 1(2.9)
MA 2 (5.7)
Statin
Lipophylic 26 (74.3)
Hydrophilic 9 (25.7)
Concomitant medication
Aspirin 13 (37.1)
ACEI or ARB 20 (57.1)
Beta blocker 10 (28.6)
Calcium channel blocker 6(17.1)
Diuretics 14 (40.0)
Oral antidiabetic drug 12 (34.3)
Insulin 3 (8.6)

Values are expressed as mean + SD, N (%) or range (min-max).

BMI, body mass index; PAD, peripheral arterial disease; MA, (prior) myocardial
infarction; ACEI, angiotensin-converting enzyme inhibitor; ARB, angiotensin II
receptor blocker.
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Table 3
Absolute change in serum cholesterol homeostasis markers and lipid profiles.
Variable
t0 tl Absolute change P t2 Absolute change P t3 Absolute change P
Baseline Week 3 value* Week 6 (0-2) value* Washout (0-3) value*
Cholesterol synthesis markers, *102 mmol/mol of cholesterol
Desmosterol 7.8+8.6 89+8.5 1.0+1.4 0.001 9.9+9.3 1.9+1.6 0.000 12.4+19.4 3.8+9.6 NS
Lathosterol 85+37  9.5%45 0.8+1.9 NS 12.245.9 2.8+43 0.000 10.9%4.9 1.9+3.8 0.002
Cholesterol absorption markers, *102 mmol/mol of cholesterol
Campesterol 28.3+18.7 40.5+18.8 7.8 £14.8 0.000 46.6 £21.2 20.5 + 14.7 0.000 34.9+20.8 6.4+6.1 0.000
Sitosterol 23.6+14.7 354+16.9 11.5 £7.0 0.000 40.4 £ 18.9 19.9 £19.1 0.000 29.7%17.4 6.0+5.7 0.000
Cholestanol 89.2+254 82.3+32.2 -3.3+41.8 NS 89.8 £29.7 -2.1+399 NS 97.2£29.3 13.5+24.9 NS
Synthesis/absorption ratio
Lathosterol/campesterol 0.44 +0.37 0.28 £0.18 -0.15+0.23 0.015 0.32 +0.22 -0.160.29 NS 0.42+£0.31 -0.04+0.24 NS
Lathosterol/sitosterol 0.51+0.38 0.32+0.21 -0.18+0.22 0.003 0.38+0.26 -0.19 £0.34 0.05 0.49 £ 0.36 -0.05+0.30 NS
Lathosterol/cholestanol  0.13 +0.13  0.15 +0.11 0.01 £0.13 NS 0.16+0.10 0.05 +0.19 NS 0.16+0.24 -0.009 £ 0.10 NS
Fasting lipids, mmol/L
TC 4.31+0.48 4.15+0.45 -0.15+0.47 NS 4.12 £0.51 -0.22 £ 0.49 NS 4.41 +0.65 0.004+0.56 NS
LDL-C 2.37+045 2.20+041 -0.15+0.31 0.041 2.14+0.44 -0.27 £ 0.38 0.020 2.39+0.51 -0.035+£0.45 NS
HDL-C 1.26+0.33 1.29 £0.29 0.083+0.13 NS 1.34+0.37 0.09 £0.21 NS 1.33+0.37 0.04 £0.17 NS
TG 1.48 £+0.44  1.45 +0.42 -0.07 £ 0.41 NS 1.40£0.42 -1.25 +0.39 NS 1.50+0.33 0.005+0.33 NS
Lipid ratios
TC/HDL-C 3.57+0.73 3.33+0.63 -0.2310.34 0.009 3.21+0.61 -0.42 +£0.43 0.000 3.46+0.71 -0.08 £ 0.49 NS
LDL-C/HDL-C 1.99 +0.56 1.78 £0.47 -0.19£0.23 0.001 1.69 +0.48 -0.33 £0.29 0.000 1.89+0.53 -0.08 £ 0.40 NS

Values are expressed as mean + SD.

TC, total cholesterol; LDL-C, low-density lipoprotein cholesterol; HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol; TG, triglyceride.

Bold values highlight data with statistical significance.
* Pvalue based on ANOVA from the general linear model.

There was a significant increase of the serum cholesterol
precursors, desmosterol and lathosterol, from their baseline levels,
after t2 (P < 0.001 for both). After t1, only the change in desmosterol
levels showed significance (P < 0.01 only for desmosterol). One
patient showed elevated levels of desmosterol (8.7 times plus in
average) comparatively to the rest of the participants (data not
shown).

Serum campesterol and sitosterol level (P < 0.001) increased from
a baseline mean level of 28.3 + 18.7 and of 23.5 + 14.7 x 102
mmol/mol of cholesterol to 46.6 +21.2 and 40.4 +18.9 x 102
mmol/mol of cholesterol (t0-t2), respectively, after 6 weeks of
intervention with 2 g/day of PS-FM.

The mean cholestanol-to-cholesterol ratio decreased during t1
and t2 periods of intake, although without statistical significance.

PS-FM consumption led to an absolute reduction from baseline
in serum LDL-C (P< 0.05). LDL-C was reduced by 0.15 mmol/L and
0.27 mmol/L (5.8 and 10.4 mg/dL) from baseline, respectively after
3 and 6 weeks of intake. Atherogenic lipid ratios (TC/HDL-C and
LDL-C/HDL-C) were also significantly lower after 3 (P <0.01) and 6
weeks (P < 0.001) of PS-FM intake. HDL-C levels increased during
treatment, but the absolute change from baseline had no statistical
significance (Table 3).

Changes between the washout period and baseline were not
statistically significant, except for lathosterol (P <0.01), campes- terol
and sitosterol (P < 0.001 for both).

Absolute changes in cholesterol metabolism markers, desmos-
terol (0-1 and 0-2) and cholestanol (0-2), were positively associated
(moderate-to-strong correlation) with concomitant absolute change
in LDL-C concentrations (Table 4).

4. Discussion

In this intervention study, the incremental effect on the reduction
of serum lipids/lipoproteins with the association PS + statin was
calculated by subtracting baseline levels from levels after treatment.
The maximum effect was not observed at the end of the first 3-week
period (t1), but after six weeks (t2) of 2 g/day of PS-FM intake.

Table 4
Correlations between the absolute change in NCS and the absolute change in serum
LDL-C with PS-FM treatment (N = 35).*

NCS (8)
A LDL-C (0-1) A LDL-C (0-2)
r P r P
Desmosterol 0.452** 0.011 0.533** 0.002
Lathosterol 0.237 NS 0.148 NS
Campesterol 0.159 NS 0.024 NS
Sitosterol 0.159 NS 0.027 NS
Cholestanol 0.088 NS 0.602** 0.000
TDL-C, low-density lipoprotein cholesterol; NCS, noncholesterol sterols, NS, not
significant.

Bold values highlight data with statistical significance.
* Pearson correlation coefficient.
** Correlation is significant at the 0.01 level.

In terms of the cholesterol synthesis markers, desmosterol and
lathosterol, despite the finding by Nissinen and colleagues [23] that
lathosterol appeared to be the most reliable surrogate marker for
cholesterol synthesis, in our study, the increase in these serum
cholesterol precursors only had statistical significance for desmos-
terol, after the first 3-week period (t1). This situation might arise
from the fact that one individual in our study showed surprisingly
elevated (8.7 times plus in average) levels of desmosterol, com-
paratively to the rest of the participants. Waterham et al. [24] found
that patients with elevated levels of the cholesterol precursor
desmosterol, in plasma, tissue, and cultured cells, have a deficiency
of the enzyme 3p-hydroxysterol-delta-24-reductase (DHCR24),
which, in cholesterol biosynthesis, catalyzes the reduction of the
delta-24 double bond of sterol intermediates.

In our study, the mean concentration of both cholesterol syn-
thesis markers continued to increase after the second 3-week period
of intervention (t2), with statistical significance for both desmosterol
and lathosterol. Suppression in cholesterol absorption by PS results
in lower circulating cholesterol concentrations. As a result, negative
feedback of cholesterol on HMG-CoA reductase is inhibited leading
to increases in cholesterol synthesis. Thus, the increase of the mean
serum levels of the cholesterol precursors,
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desmosterol and lathosterol, from their baseline levels, was a reci-
procal result from the intervention treatment with PS, based on the
fact that there is up-regulation of the opposing pathway, in an
apparent compensatory change in cholesterol homeostasis.

In our study, serum campesterol and sitosterol levels (P < 0.001)
increased from baseline after 3 and 6 weeks of intervention, con-
tributing to the inhibition of cholesterol intestinal absorption.
Several molecular mechanisms underlying the lipid-lowering effects
of PS have been proposed, but are not yet fully elucidated in
humans.

PS have been ascribed atherogenic effects, mainly because
atherosclerosis has been encountered in patients with phytos-
terolemia which is accompanied by extremely high concentrations of
PS. Due to the fact that the impact of increased serum concentra-
tions of PS on cardiovascular risk is unclear, Genser et al. [25] con-
ducted a systematic review and meta-analysis (17 studies involving
11 182 subjects) aimed to investigate whether there is an association
between (moderately elevated) serum concentrations of cam- pesterol
and sitosterol (which together constitute > 90% of the sterols
occurring in diet and circulating blood) and CVD. The study did not
yield any evidence of such an association.

PS levels not only reflect cholesterol absorption but also PS
intake [26,27] therefore, when intake levels of PS are being
manipulated, as in our study, PS should not be used as markers of
cholesterol absorption. As an alternative during PS consumption,
cholestanol can be used as a marker of cholesterol absorption, as it
is not found in PS preparations, and also because serum
cholestanol-to-cholesterol ratio correlates with cholesterol absorption
[28,29]. In our study, mean cholestanol-to-cholesterol ratio
decreased when cholesterol absorption was inhibited with PS.
Although this reduction lacked statistical significance, our par-
ticipants had low baseline levels of hypercholesterolemia and
probably, the inclusion of individuals with mild or severe
hypercholesterolemia would have resulted in a more pronounced
difference between cholestanol baseline levels and levels after
treatment.

In the present study, LDL-C reduction, after the two consecutive
3-week periods of combined treatment, confirmed the lipid-lowering
effect of the 2 g/day of PS-FM in addition to a statin, in the elderly,
with baseline LDL-C levels <3.35 mmol/L (<130mg/dL). Scholle et al.
[14] conducted a meta-analysis of randomized controlled trials (8
studies; n = 306 patients) to characterize the effect of PS on serum
lipids in hypercholesterolemic patients on concurrent statin therapy.
Upon meta-analysis, the PS + statin therapy significantly lowered
LDL-C (-0.34 mmol/L or -13.26 mg/dL [95% CI, -17.34 to -9.18], P<
0.001), but not HDL-C or triglycerides. In our study, serum TC,
HDL-C or TG concentrations were not significantly altered by PS-
treatment as compared with baseline levels.

Overall, despite the significant LDL-C benefit, there was con-
siderable broad range of variability in observed changes in NCS and
lipid concentrations, probably due to the different pharmacokinetic
and pharmacodynamic responses of the individual patients, e.g. the
pharmacogenetic variability.

Using their own mathematical model (hypothetical male model),
McAuley et al. [30] demonstrated that among the two main
mechanisms that are at the origin of the cholesterol metabolism
dysregulation (1) alterations in the absorption of
cholesterol, and (2) changes in the removal rate of LDL-C from
plasma, the second one has a higher impact over the metabolism. In
addition, small changes to the number of LDL receptors may result
in a significant rise
concluded that a 50-80% increase in the rate of cholesterol intestinal
absorption (at the age of 65 years) may result in a 34 mg/dL increase
in LDL-C; additionally, a gradual 50% reduction of the rate of
hepatic clearance may translate into an increase of LDL-C level up to
116 mg/dL.

in aging,

in LDL-C concentration. These authors

In regard to the 6-week washout period, the absolute changes
from baseline were not statistically significant, for NCS (with the
exception of lathosterol, campesterol and sitosterol), lipid classical
parameters and atherogenic lipid ratios. Extended washout duration
would have probably been necessary for patients to attain their
baseline levels for lathosterol, campesterol and sitosterol.

To our knowledge this is the first study with elderly hyperc-
holesterolemic patients on statin monotherapy in combination with
PS-FM treatment, which adds to the small number of studies
dedicated to individuals 265 years old.

Due to the fact that the participants live in elderly nursing units,
the strengths of the present study are based on the fact that precise
information could be obtained whether statin and PS-FM were
actually taken and also the guarantee that patients were on a regu-
lar/controlled dietary pattern. In addition, it is plausible to say that
this study corresponds to a “worst case scenario”, because LDL-C
benefit was accomplished in elderly patients, which are individuals
currently polymedicated for several comorbidities commonly
associated with drug interactions, and have probable loss of home-
ostasis, common in later life.

In terms of the study’s limitations, besides the fact that it is a
study with a small number of participants, there could have been
factors contributing to variations in serum NCS levels that were not
controlled, such as genetic variability/genotype, and also the use of
medication for concomitant diseases that could have influenced
cholesterol levels.

In conclusion, in elderly statin-treated patients with baseline
LDL-C level <130 mg/dL, co-administration of a 2 g/day PS-FM
effectively improved lipid profiles, e.g. a decrease in LDL-C, and
changes in cholesterol metabolism markers levels also suggest that
homeostatic mechanisms attempt to compensate for the effects of
drug intervention, as proposed by other studies.

Despite the contribution of this study to increase the number of
studies on elderly with hypercholesterolemia, it is important to note
that there is still a lack of studies in terms of grouped analysis of
safety data, for the comparison of efficacy and safety of the
association therapy statin + PS versus statin monotherapy, as well as
studies confirming clinical positive outcomes from this combined
therapy in terms of CVD magjor events, and mortality.
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