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R E S U M O 

O radtoin>unoensaio do rort isol ur inâno extraído com solvente orgânico (fraçSo 

livre) t ê m sido largamente emp iegado há vôrios anos no diagnóst ico do hlpeicort isol lsmo 

C o m o advento de antissoros mais específ icos houve possitMiidade de medti o Cortisol 

unnário sem necessidade d«» ext(a<,flo Entretanto nâo encon t iamos na literatura t rabalhos 

avaliando a dosagem do Cortisol urinário não ext a ldo no diagnóst ico do hiF)€rcortisolismo 

É nosso objetivo comparar e exequibil idade a sensibi l idade e a esper r f iudade dos dois 

métodos de dosagem de cortjsol urinário (ext ia ldo versus nâo ext ia ldo) no diagnóst ico do 

hipercort isol ismo Uti l izamos o kit G a m m a C o a i Cortisol p rocedente da Clinicai Assays 

incstar U S A para os doisf ms^todos p rocedendo â extrairão da urina com dic iorometano 

para dosagem do Cortisol extraído Foram lea' tzados 32 ensaios nos quais obt ivemos 

uma sensibi l idade que variou de 0 1 a O 47 ug/dl com um coeficiente de vanaçâo 

infraensaio para valores alto e baivo de 8 ?9 t ^ '^B % e 8 19 < 4 72 % respect ivamente 

para o Cortisol unnârio não extraído e de 9 72 < 1 94 % e 9 54 * 4 4 % respect ivamente 

para o Cortisol unnário extraído A p'ei is^o mteier^saio foi de 15 98 % para o controle atto 

e de 17 25 % para o controle baixo no método nSo extraído e de 16 15 % para o controle 

alto e 18 59 % para o contro le baixo no m«^todo extraído Aval iamos amostras basais de 

unna de 24 horas de 43 indivíduos no imais 53 indivíduos obesos ( com índice de massa 

corpórea •> 30 ) e 53 pacientes com diagnóst ico cor t f i imado de s índ rome de Cush ing O s 

valores Obtidos de Cortisol ur ináno nôo extra do pa ia o grupo de indivíduos normais fo ram 

Trabalho realizado em colaboração no l aboratório de Pesquisa <te 1 ^ Clinica Médica Selo de 
Radwimunoensalo do Hospital das Clinicas da FMUSP 
^ BiologMa do l aboratóno de Pe»auiss Setor de Radioimunoensaio da 1 * Cllnif» Medica do Hospital 
das Clinicas da FMUSP e aluna do pos graduação do IPEN CNEN'SP 
''Professeia Livre-Oocente da Disciplina de Endocnnoioqia da FMUSP e médica as^^istente de 
EndocnnologiJ do Hospital das ClIrM^ab da FMUSP 
^Professor Livt<» Docente Adjunto da Di'iciplina He Fndornnotogia da FMUSP e orientador do curso de 
pós-graduavâo do IPEN CNLN SP 



de 102 01 i 48 32 ug/24h nos obesos fo ram de 83 87 ^ 33 38 ug/24 h e nos pacientes 

com síndrome de Cusf i tng foram de 892 44 ^ 933 84 ug /24h respect ivamente O s 

valores obt idos de corbsol unnário extraído para o grupo de indiv iduos normais fo ram de 

46 61 i 19 44 ug/24h nos obesos foram de 36 23 + 17 32 ug/24h e nos pacientes c o m 

s índ iome de Cush ing fo ram de 444 28 < 479 23 ug/24h respect ivamente Obt ivemos urna 

difeteriçd eslatlstiLamcnle significante para o grupo de pâcier»tes c o m s índrome de 

Cushing em retS(,âo aos normaib n uos obt^sus em üfnbos os mátodos (p < O 05 ) O s 

g iupo de no imals e de obesos nâo foraní diferentes estat ist icamente em nenhum dos 

métodos (p > O 05) A reicn,ao coit isol ur ináno extraldo/cort isol urinario nf lo extraído tol 

s«?meihdnte nos três g iupos (p - ^ 0 05) A sensibi l idade diagnóst ica dos métodos fol 

semelhante (100 % e 96 1 % rtsspcctivamente para o método nâo extraído e extraldo)e a 

espe< ifictdade foi igual em ambos os m é t o d o s ( l 0 0 % ) Ot feervamos urna correlação 

post ivd ent ie os dois métodos em todos os g i upos estudados (p < O 05) Conc lu ímos que 

os dots n é todos sao eficit;nles para a )nvcstig<3vâo do hípercortisolismo e pela faci l idade 

de execução e custo mais bawo suger imos que a dosagem do cortisot unnóno nâo 

exlielido deva ser o método de primeira escolha no diagnóst ico da s índrome de Cusf i ing 
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A B S T R A C I 

The radio immunoassay of uunary corbsol ext iac ted by organic solvent (free cor tso l ) 

has been used for a long t ime in the hypercort isol ism diagnosis W i t h the development of 

more specific antisera it became possible to measure unnary Cortisol wrthout extract ing it 

However w e d idn t f ind any literature about this method In the diagnosis of 

hypercortisolism Ouc pbjetivc is to c o m p a i e the feasibility «?ensrtivity and specificity of both 

methods (extracted versus non extracted) in the hypercort isol ism diagnosis W e used 

GammaCoat ^^^\ Cortisol kit provided by Clinical Assays Incstar U S A for Isoth methods 

extracting it with methilent; ch lo i ide in order to measure the exti acted Cortisol W e 

performed 32 assays f rom wh ich we obta ined f rom 0 1 to 0 47 ug/dl of sensitivity T h e 

intra run precision varied f rom 8 29 ' 3 38 % and 8 19 i 4 7? % for high and low levels 

respectively for non extracted Cortisol and 9 72 ^ 1 94 % and 9 54 t 4 4 % for high a n d 

low levels respectively foi extracted to i t i so l The inter run precision w a s 15 98 % a n d 

16 15 % fo i high level of non extracted and extracted Cortisol respectively For the low 

level we obta ined 17 25 % and 1 8 59 % for non extracted and extracted co r t so l 

respectively W e evaluated 24 hour unne ba"^al samples f rom 43 normal sub jects and 53 

obese ( body mass index > 3 0 ; and 53 Cushing 's synd iome patients In t h e g roup of 

normal subjects w e obta ined vatu«=^ of 102 01 + 48 32 ug/24 h for non extracted and 

48 51 + 19 44 ug/24 h fo i ex t ra t ted Cortisol In the group of obese patients w e ofcitained 

values of 83 87 j 33 38 ug/24 h for non extracted and 36 23 ± 17 32 ug/24 h for extracted 

Work perfoimed m collaboralion I aboratóno de Pesquisa da 1 * Clinica Medica Selor de 
Radioimunoensaio do Hosprtal das Clinicas da FMUSP 
'BK>k)gi*ii of Lat)oratôrio de Pesquisa da 1 ^ Clínica Medica-Setor de Radioimunoensaio of hiospital das 
Cllnr-as FMUSP and student ot posigiadtwte course of IPEN-CNEN/SP 
^MD Endocnnoiogy Hospital das riinira<i FMUSP 

Endocnnoiogy FMUSP and suf>efvisor of postgiaduate course of IPEN CNEN/SP 



Cortisol In the group of Cushing 's syndronrve patients w e ot>tained values of 892 44 ± 

933 84 ug/24 h for non extt&cted and 444 28 ^ 479 23 ug /24 h for extracted Cortisol T h e 

difference w e obta ined in both methods for the group of patients wi th Cushing 's syndrome 

»n relation to the normal subjects and obese patients was statistically signif icant (p < 0 05) 

The group of normal subjects and the group of obese patients we re not statistically 

different in any of the methods (p - 0 0 5 ; The ratio extracted unnary Cortisol/ non extracted 

urinary Cortisol w a s alike in the three g i o u p s ( p > 0 05) The sensitivity of the methods 

were similar ( 100 % and 98 1 % for non extracted and extracted methods respectively) 

and the specificity was the ^ame foi both methods (100 %) W e not iced a positive 

coirelat ion between the two method > In all t l ie groups we studied (p < 0 0 5 ; W e conc lude 

that both methods are efTicient for t t ie investigation of hypei ror t iso l ism However w e 

suggest that non-ex t raued unnary corli!>o( measurement shou ld be done first s ince i t s an 

easy to pe i torm and afforddble muthod lo diagnose Cushing 's syndrome 



1 iDíradufiâf i 

A dosagem do Cortisol unnâf io livre { nôo con jugado ) foi proposta c o m o teste para 

avaiiaçfto da funçSo adrenal por C O P E e H U R L O C K em 1964^ Existem varias razões 

teóncas que def inem a dosagem do Cortisol unnáno livre como u m método util no 

diagnóst ico do hip*»rcoiisolKmo De fato esta medida se correlaciona bem com a 

quant idade de corbsol plasmático livre Postenormente sua util idade cl inica fol reconl iec ida 

por C O P E e 6I_ACK ( i 9 6 0 ) que empregaram um ensaio derivado c o m dup lo isótopo 

(r>iDA) método laraan»ente acerto como preci«:o no entanto lento e t raba lhoso^ A partir 

de*.ia épocH muitos métodos de variada complexidade fo iarn apl icados na tentativa de 

viabilizar a medida do Cortisol urinário l ivre^ 4 5 6 7 8 Com o surg imento dos ensaios de 

ligação competit iva com proteínas nativas (RTA) a determinação unnána dos cort icoïdes 

tornou se mais prática el iminando a complexidade dos s istemas anter iores^ ^ ^ A 

avaliação da se< reçâo do coitiï>ol pode sei realizada Indiretamente através da 

determinação da excreção unnáua do Cortisol A quant i f icação e identi f icação dos 

metabolites unnános do Cortisol pode ser realizada por mé todos cromatográf icos 

ge ia lmente dispendiosos e lentos e atualmente através da cromatograf ia de alta pressão 

(HPLC) ou da cromatogiaf id oasosa/es^^ectroinetna de massa ( G C M S ) que requerem 

equipamentos especiais nem sempre disponíveis no laboratório c l i n i co ' ' ^ 13 14 15 

R U D E R e colaboradores (1972) consideraram necessána a cromatograf ia prévia da unna 

de forma a obter valoies tão baixos quanto àqueles obt idos usando C B G sem 

cromatograf ia ( R T A ) ^ ^ No entanto nâo investigai am a natureza dos interferentes e 

concluí ram que seus valores elevados eram causados por sut jstôncias nôo esferoides 

C H A T O R R A i e colaboradores ( i< i76 i uti l izando radioimunoensaio e R T A ot i t iveram 

valores consideiavelmente baixos para o Cortisol unnáno livre após cromatograf ia em 

diversos sistemas' ' '^ Este estudo suqe ie que os valores geralmente aceitos de média e 

Intervalo normal possuem um erro orosseiro fato conf i rmado por M U R P H Y e col 

(1981)' '*^ No entanto os método«^ que definiram e preconizam a dosagem do Cortisol 

unnáno livre foram descritos quar>do a especif ic idade dos ant issoros disponíveis era 

menor e r>oi Isso exigiam piepaiai^fto da amostra pa ia diminuir ou eliminar a reação 

cruzada c o m substâncias iHac ionadas 

Entretanto com o desenvolv imentr do rad io imunoense io^^ uti l izando ent issoros 

específ icos e ant igenos radioiodados a dosagem do Cortisol livre na unna teve g rande 

apl icação clinica Atualmente muitos métodos de dosagem de Cortisol ur ináno livre po i 

radioimunoensaio envolvem a extração com um solvente orgânico para eliminar 

compostos interferentes A dosagem diretd isto é sem extração ou pur i f icação prévia do 



coit isol uf inái io (FNE) ut i l i /ando antissofOb altamente específ icos nâo é um método 

iotin«?ir<imente empregado no diaynóstn o da s índrome de Cush ing Con tudo em estudos 

preliminares observamos uma co r rdaçèo positiva entre os valores de Cortisol unnóno 

extraído ou livre (FE) e nâo extraído (FNF) suger indo que este mé todo possa ser util no 

diagnóstico da s i n d i o m e de Cushing considerando a faci l idade de execução e o menor 

c u s t o ^ ^ Desta forma p iopp inos detenninai através de um lad io imunoensaio 

cornercialníentri disponível em nosso meio os valoies de Cortisol ur inai io extraído o u livre 

(FE) e nSo extraído (FNE) em um grupo dp indivíduos normais obesos e em pacientes 

com s ind iome de Cushing 

2 CiM^M's,? Métodos 

2 1 QasuMjCa 

Avállennos amost ias uunárias basar > de 24 i i o ias de 43 indiv iduos no ima is 53 pacientes 

obesos e 53 par ientes r o m s índ iome de Cush ing com diaonóst ico conf i rmado por 

ana lomo patológico or^de 3 í t inham r o n i o etiología Doença de Cush ing 11 tumor 

pnmáiiQ de supra renal e 6 tumores com secieçSo ectópica de A C T H ( 3 carcinóide de 

timo 1 feocromoci toma 1 carcinóide de b iònqu io e 1 Cdrcinoina de páncreas) estudados 

no Hospital das Clínicas na Disciplina de Endocr inología de» Facu ldade de Medicina da 

USP Os pacientes fo tem onentados a desprezar a pnmeira diurese e colher toda a 

restante por 24 h inclusive a pi imi. i ia da manhã seguinte mantendo a urina em geladeira 

sem conseivantcs No iaboralóno a urina foi homoger ieuada e medida em proveta A 

estocagem toi teita em aliquoias. de 10 ml em tubos de vidro contendo 1 g de ácido bórico 

e mant idas a - 20 ate o nK^nit inio das dosagens Uma alíquota de cada urina foi 

enviada pa id a de le imin jçSo dd c ic j t inur ia 

2 2 Materiais 

2 2 1 Permanentes Banho mai id 37 i 2 "C m o d U o 169 Fabbe banho de gelo tubos de 

v id ro ( l 5 X 120 mm) io lhas de b t m a i i i d i i " 4 agitador de tubus E t n a Brasil pipetas 

automát icas pa ia volumes fixoí> de 10 100 200 e 1000 ul Petcelm Biasi l e M L A U S A 

repipetador semi-autontá t i io f p p ^ f i d o i t A lemanha contador y l K B Wallac Min igamma 

1275 Wal lac Oy Finlandia 

2 2 2 Resjuentes Dif l o i omH . i nu p a M^-iiK água destilada Gai t i inaCoat ^ 2 5 | çQfjjgQl 

Clinical Assays Incstai U b A 



2 3 Métodos 

A creatinina urtnána foi dosada no Lal>oratôno de bioquímica do Leboratóno Central do 

Hospital das Cl inicas por um método automat izado (VP-Abbot t ) de acordo c o m Jaffé 

modif icado sem desprotelnizavôo uti l izando écido picrtco c o m o reativo O 

radio imunoensaio utilizado neste trabalt io emprega traçador marcado c o m ' ' ^S i Q Q 

método da fase sólida para separação da f raçôo l igada d ispensando a centr i fugação O 

antissoro foi produzido em coelf io contra o ant igeno Prednisolona 3 carboximeti l ox ima 

acopiado ô B S A numa concent ração da o rdem de 1 ugAut)0 e c o m uma constante de 

afinidade de aprox imadamente 2 x 10^ L/mol Os dados sobre a especif ic idade do 

antissoro utilizado se encont ram na T8t>ela 1 

2 3 1 Dosagem do Cortisol urinario extraído (FE) 

A dosagem do corti<^ol urinado extraído envolve duas etapas A pnmeira consiste na 

extração do Cortisol da fase aquosa para e fase orgânica por agi tação com dic iorometano 

Neste processo é necessár io controlar a eficiência da extração para que se possa corrigir 

o valor obt ido na dosagem Isto é feifo pot meio da adição de uma quant idade conhec ida 

de Cortisol è urina antes da mesma ser submet ida d extração Os valores ot>tldos de 

cortispi que ultrapassaram o ponto máx imo da cun/a (60 ug/dl) fo ram repet idos e m outro 

ensaio após diluição (1/10) da unna c o m água desti lada antes da extração 

2 3 1 1 Extração das amost ias 

Numeramos 2 tubos de vidro (15 x 120 mm) por amostra sendo u m deles Identif icado para 

calcular a eficiência e pipetamos 200 ul de unna previamente homogene izada e m cada 

um Aos tubkos da e f ic iênna adic ionamos 10 ul de padrão de Cortisol 6 0 ug/dl e 

misturamos c o m o auxilio de um agitador de tubos Acrescen tamos 1000 ul d e 

dic iorometano gelado a todos os tubos e extraímos por 1 min c o m agi tação para 

transfenr o Cortisol para a camada orgânica Fechamos os tubos c o m rolha de borracha e 

os mant ivemos em banho de gelo a fim de evitar a evaporação excessiva do 

dic iorometano enquanto agua ldamos a separação das fases Numeramos tutx>s de 

radio imunoensaio fornecidos no kit em duplicata para cada tubo de extração A p ó s a 

separação das fases removemos 100 ii( da camada infenor (orgânica) de cada t ubo d e 

extração e transfer imos paia os respectivos tutx)s de fase sólida Evaporamos o 

dic iorometano em capela e e i i tâo ad ic ionamos 10 ul de padrão d e Cortisol O ug/dl a fim 

de manter o me<mo volume de im i ibaçâo da curva padrão no radio imunoensaio A 

seguir p rocedemos ao radioimunoensaio propnamente dito 



2 3 1 2 Radioimunoensalo de cortisol 

Numeramos tubos de radtoimunoensaio em duplicata para a curva padrão (0-1-3-10-25-

6 0 ug/dt) amostras controles (atto e baixo) e tut>os sem antissoro para determinar a 

ligação inespecifica (NSB) Pipetamos 10 ul dos padrões e controles aos seus respectivos 

tubos Aos tubos das amostras padrões controles e NSB adicionamos 1000 ul de l^^l 

corbsol misturamos eincubamos por 45 min 9d7 ±2 'C em bantio-mana Separamos 

a fração ligada por decantação e deixamos os tut>os em posição invertida por 

aproximadamente 30 min sobre papel at}sorvente A seguir procedemos à radiometna em 

contados Y com janela para ^25| por 1 min 

2 3 2 Dg^qqem <<9 Çprtt^l Mnnánft P^ft ?><tr |̂dQ (FNE) 

Dosamos diretamente em 10 ul de unna após tiomogeneizaçõo O procedimento não 

requer nenliuma preparação prévia da amostra e consiste essencialmente no descrito em 

2 3 1 2 com exceção da adição de 10 ul de padrão O ug/dl aos tubos das amostras que 

na dosagem direta não é necessána Os valores obtidos que ultrapassaram o ponto 

máximo da curva padrão também foram previamente diluídos (1/10) com água destilada e 

repetidos em outro ensaio 

2 4 Cálculos 

2 4 1 Cálculo do Radioimunoensalo 

^ ) ó s a determinação da radioatividade das frações Hgadas (em cpm) em contador y 

foram calculadas as razões entre as contagens especificas da cada padrão controles e 

amostras e as contagens especificas ot>ttdas para o padrão O ug/dl (BQ) descontando-se 

o NSB O contador Y utilizado possue um programa de computação que executa as 

operações de cótculo2'> fornecendo os valoies da cun^a padrão transferindo-os para um 

gráfico tendo na ordenada a relação B / B Q expressa em % e na abctssa as concentrações 

dos padrões Posteriormente ele fornece as concentrações e os coefiaentes de vanação 

(C V ) calculado entre as duplicatas de cada amostra As duplicatas com C V maior que 

10 % foram rejeitadas e a amostra repetida em novo ensaio 

2 4 2 Cálculo do FNE 

O valor de cortsol urináno é convertido de ug/dl para ug/24h ( corngido pelo votuma total 

de 24 h) atiavés da seguinte fórmula 

F N E = ^ 

100 



onde A é a concent ração d r coit isol otrtida na curva padrão (em ug/dl) V e o vo lume total 

de urina nas 24 h (em mi) e 100 é o fator de conversão 

2 4 3 Cálculo do FE 

Para converter o corf lsol urinario extraído das amostras de ug/dl para ug/24 uti l izamos a 

equação que segue que corrige pela e fc iénna da extração 

f 'E - _ A _ x y 

3 3 3(fc A) 

onde A é a cont entraçâo obtida na curva pad iâo ( ug /d i ; V e o vo lume total de urina nas 24 

h i em mi) E é a concen t iac ' i o do tubo de eficiência da extração da amostra 

corresfx>nderite { ug/dl) e 3 3 3 é o la io i de correção da diluição da amostra 

Para o cálculo da eficiência do proc ed imento da extração uti l izou-se a seguinte fórmula 

E - _E ^A, X 100 

6 O 

onde E e A é a concen t iaçâo de cori isol otjt ida na curva padrão (ug/dl) cor respondente ao 

tubo da eficiência e da amo«5tra respect ivamente 6 O é a di ferença esperada entre as 

conr entraçóes dos tubos da eficiência e da amostra e 100 é o fator de conversão 

2 Comparação jd jop ipcec l imei j to técnico 

Comparamos os dois métodos quanto a facihdode e tempo utilizado na execução 

rendimento como numero de amostras que podem ser dosadas por ktt de 100 

determinações e custo por amost ia (eni US $) 

2 6 Sensibi l idade, reprodutibi l idade e prer isâo dos inétodps 

A confiabil idade de um ensaio d t p e n d e de sua sensibi l idade especif ic idade exatidão e 

piectsâo 

A sensibil idade da cuiva padrão é definula como sendo a n ieno i dose detectável (D M D ) 

estat ist icamente diferente do padrão ze io de concent ração a 95 % de limite de conf iança 

e foi avaliada pela dosagem de f» padrões zeros em duplicata em cada ensaio 

A reprodut iN idade dos ensaios ( ou exatidão) foi avaliada pela dosagem de 4 amost ras 

em duplicata em ensaios difere rites ot)servando o C V ap iesentado pelas mesmas 

Separamos 7 amost ias do a m p o normal e ? amostras do g rupo de s índrome de Cus i i lng 

para verificar a l ep ioduçâo inteiensaioc de valoies médios e altos submet idos ao 

processo normal do FE e do I NE 

A precisão dos ensaios to »v iiiatja pe'o C V int ia e inteiensaio apresentado pela 

dosagem de controles (soro) alto e baixo em duplicata Dosamos 3 amostras de cada 

nível de controle em dupln ata Ptn cada ensaio 
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2 7 Ayalidçõo da sen&itoliddde a especif ioidade didunóstico dos mt^todu» 

Sensibil idade diagnóst ica de um método é detinida c o m o a habil idade do mesmo na 

detecção de uma patologia É cal ru lada at iavés da le lação entre os valetes posit ivos no 

ensaio e positivos verdadeiros (n^ de pacientes com diagnóst ico ron t i fmado)22 

í:spef( if icidade diagnóst ica de un . método po i sud vez é deíinrda como a habil idade em 

diferenciai de outras patologias 1= calculado através da relação entre os valoies negativos 

no ensaio ( níveis notmais) e negativos verdadí^iros ( n'' de indivíduos normais) '^^ 

2 b Análise bslat ist ica 

Na inteipretaçáo dos resultados enire os très grupos estudados util izamos a anál ise de 

variáncia e quando a d i fe i^uva entre as medias foi declarada significativa pelo F-teste 

util izamos o leste de Bonfc i ron i pdia d<íteinundr quais t ia tau icntos diferiam ent ie si 

considr ' iando it ~ ^ Vt. A iHdi Ao r-ntie as doSdgens d«- F £ e FNE nOs y i u p o s fol 

estudada através da medida do r ot f ic ier i le de coce laçâo (r) e foram expressas por uma 

r td e uma equação de rt-gr 'ssôo 

3 Nesi i l tddüs 

3 1 Cornpa idcão do procedimpntp tpcnicg e ciittft ios de confi<^t)ilidadé do ensaio 

Realizdinos 32 ensaios (FNE e FF) nos quais obt ivemos os seguintes lesul tados 

Em relação do tempo e fai ilid^idr de «-xecuçâo reníJintento poi kil de 100 detenninaçôt fs 

e custo est imado apresentdrnos os lesul tddos na I abela 2 

Observamos que quanto ao proí dimento técnico a metodologia nâo extraída apresentou 

rnelhoies lesultados ein te i rnos de facil idddti de execução po i nâo haver necessidade de 

nenhuma prepa iaçêo piévid do dtnostrd a s.f i eribdiada e por Irer < onsumido menos tempo 

para sua realização A lém drsso mostrou ser o método de menor custo pois nâo 

necessita de matetial extia [ dit lo iometar io padrões O ug/dl adicionais ) e uti l izando 

duplicatas das amostras teve o ma>oi lend imunto por kit d€ 100 determinações ( 42 % do 

Kit é ut i l l /ado para dmost ias ; 

A sensiiJilidade dos ensaios (D M ) variou de ü 1 a O 47 ug/dl 

A precisão dos ensaios resultou num coel iciente de variação int iaensaio para valores alto 

e bdUc de 8 29 1 3 38 % e 8 19 < 4 72 % lespect ivamente pa ia o FNE e n u m 

coef iMci i t r de vai idçâo in f idrnsa io pd id valoi i ís alto e bdixo de 9 72 f 1 94 % e 9 54 ± 4 4 

% respectivamente pa id o Ff A pr^ci i .âo luteiensaio foi de 15 98 % para o contro le alto 
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e de 17 ?5 % para o cor i t rok baixo no FNE e de 1 6 15 % para o controle alto e 18 59 % 

para o ror>t(ole baixo no FF 

A reprodutibi l idade das ar rost ras toi avaliada pela dosagem de 4 amostras em diferentes 

ensaios nas quais obf ivemos unt roe f i nen te de vanaçSo de 7 6 % pa ia o FNE e de 19 0 

% pa ia o FE 

^ ValOitrs de cortisol j j f u iá r io ext ia ido_e_nâp .extraUJo ^ m indivíduos norrnais, obesos e 

pacientes com s índrome de^Ciishinq JTabe la 3] 

Os valetes d f neal tn i i i r t unn^n.^ nfto fo ia in lltlll^Mdos pa ia exprès-.af os resul tados em g 

rreatrnina/?4 h pors esta náo s«=- mostrou como um bom Indrr e de confiabi l idade da 

coleta O i i t i os autores referem o mt«;mo res i i l tado^^ 24 por tanto os valores de FNE e FE 

fo am expressos em ug dt cort iso' ' ^4 h 

An»lisanio$ os resultados de FNF e FF do Qiupo noirnal at iavés de um teste 1 entre os 

sexos e apôs veii f icarntos ou^^ os valoies de ambas as dcsagens no sexo mascul ino e 

feminino n§o drfenarn ent i f ( p O 05 ) agrupat i ics os resultados Apreser^tamos os 

Vdiotes de cortiso' ui inanc n l o i v t r j ioc (FNF) ext ia ido (FE) e a relação FE /FNE % nos 

l iés y i upos estudados (.onsiiit hvnio a média e o intervalo cie valoies al>soltJtos 

Os valores da média de Y N h sfio aprox imadamente o dobro dos valores médios de FE em 

todos os gn ipos 

Nâo t iouvt, d i fe iençd estnlistic lu iente signifii ante entre o g rupo de normais e obesos 

nos valoies de FNF e nos valon^"-it> Tf (Ç> 0 0 5 ) 

O orupo df pacierites ' om sir idrome de Cush ing apresenta valores dist intamente elevados 

em ambos os métodos Houve um^» difeif^n^a estat ist icamente signif icante entre os grupos 

de noimats e obc-sos com le layan ao arupo dc pacen tes cont s i n d i o m e de Cush ing 

nos valores de FNF e de F F { p ' O 05 ; 

Veri f icamos uma correlação positivtí e signrticatrte entre os valores de FNF e FE em todos 

os grupos (Figura 1 3 ) 

3 3 Relação h E/F N E . % nos_ gu jpos de Ind i vduos normais obesos e pacientes cofí) 

s índrome de (. ushinq (Tabela 3¡ 

Verif icamos que a rehçSo PF/f Nf % nâo foi estat ist icamente diferente em n e n h u m 

grupo e houve uma sot>ie( osK,fto ef)tuada dos valores entre os g i upos 
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3 4 Avdljciçãp_da^ef)siMiGldde (tf e ^ e c r f i u d d d e d i â S L n 6 § k c a j l 9 S j r ^ 

Ap iesen tamos na t abe id 4 os dados obt idos na avaliação da sensibi l idade & 

especif icidade dos métodos extraído e nôo extraído quanto ao diagnóst ico Os dois 

métodos possuem uma exrelente capacidade em detectar a s índ iome de Cush ing Houve 

apertas ui i i caso desld patulogM em que o FE obt ido ericotiliavd se n<i dentro do intervalo 

normal porém com o seu F N t corieís.pondente acima do valoi no ima l Este fato fez 

dirnimiir modei adámente a sensibilidade do método extraído Quanto á especif ic idade 

diaynòsticd obt ivcinos o rnestno i r ^u l lddo pa ia ambos os n ié todos garant indo uma 

«< entu ida discfiniMiai^âo t-nlie os u iv^is pdtológu o e horma) 

1 abela 1 Fs|:>ecifictdadP do ani issoro expiesso como a razão da concent ração de cortisol 

peid < onr eniração da sub A'M^C id nt c ^ssánai paia o deslot amunto de SOVo do marcado 

Compos to Reação Cruzada % 

Cor tso l 100 

Piedniso lond 77 

b-Mct)lptednisülona 43 

11 Deoxicoit isol b 3 

17 Hidroxiprogesieroria 1 2 

Cort icosterona <0 4 

Dexamelasona 0 2 

Prednisona 0 2 

Oeoxicort icostcrona 0 1 

1 etraidrocort isona ( f H b ) 0 1 

Aldoste iona <0 1 

|í Coi to l <0 1 

i^ Corto lona < 0 1 

Coiüsona <0 1 

Di idiocort isona <0 1 

Progesterona < 0 1 

Espiroi io lactond <0 1 

T t t i aidrocortisol( TI ^f) < 0 1 

t> (5 Hidfocoft isoi id <0 1 



Tflbela 2 Comparação do piOLetlimento t^ i oico e custo para 100 determinações 
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T F M P O DE 

F X F C U Ç A O { h ) 

No de tubos necessAno», / 

amostra 

Matenal extra 

Rendimento por krt 

( 100 determinaçõ*»s ) 

Custo est imado 

poi a inost ia 

FNE 

3 

4 -> % 

US $ 1 50 

FE 

5 

Dic iorometano 

Padrão O ug/dl 

2 0 % 

US $ 3 00 

T a b t i a 3 Valo ies de FNE FE e t l i ç " o F L / F N f (%) nos grupos de indiv iduos normais 

obesos e pactantes < om s ind io io t CusI i ing 

n 

F N h 

FF 

4-^ 

10^ 01 V 

{3^4 ft 21 K b ) 

48 51 1 9 4<Í¡ 

(14 0 90 4 ; 

F b / F N t 50 4 ^ ,\2 »9 

(2 / 2 75 5) 

*mèdia +_ 1 desvio padrSo 

* vanaçôo 

1 abe'a 4 Sensibi l idade e espcr (ti< id ide otagnôstica dos métodos FNF e FE 

O B E S O S 

53 

a / i 3 3 í 8 

('^»^0 150 0) 

•^6 23 n 7 32 

(10 Q 82 4 j 

43 9ft t l 2 85 

(18 1 73 6) 

S Í N D R O M E DE 

C U S H I N G 

53 

892 44 «933 «4 

(265 5 5933 9) 

444 28 i 4 7 9 23 

( 9 9 ? 259«) 7) 

50 5 ^ 1 8 07 

(12 0 9 6 8) 

FNP 

FF 

F SI t f iF lCIOADE 

1 0 0 % 

100 % 

SENSIB IL IDADE 

1 0 0 % 

98 1 % 
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As manrtestações dín icas da s índrome de Cush ing estão relacionadas ao grau e á 

duração da secreçf lo excessiva de Cortisol Po rem os s intomas e sinais característ icos 

podem íístar ausentes ou so rn ín l e aparecei num estadio tardio da doença sendo a 

•nveí.tiyaçí»ü iaboiatonal e*,̂ >njM< IHI pc>i^ sua d H e i çâo nos esl jd ius in ic iais^^ 

A ex( reçfto ui inória de Cortisol leiíetc a sec ieçào endógena deste hormônio e tem sido 

utili/cida ha vanos anos no diagnost-co do h ipefco i l iso i ismo^^ 

A g idndc maiorid dos t iaba lho t i ^ a i u n s ao diagnost ico do hipeicort isol ismo se refere á 

t iaçftü urináiid livre do coitKiil fonío u l í tHho! IndK e da se< reçâo do Cortisol 

< onsidcranoo que a frdçâo i i v ie é a dação ativa do horrnòniu e que substâncias 

fK-ttem irtimf-rtie inici^rrentes podef ic^n i s*»r reti iaaas apos extração com solvente 

ciigânico'**^ C o m o desí nv<)WiincMto de ari t icoipos niais específ icos a lgumas 

c ompdnhirís o t e i e r e m um m - , m d".- co I IJOI unnáno livie seni ex i iaçâo H U A N G e ? W E I G 

( I 9 t i y ) corrif>»rdrdm estrf dosau* m st m < xt iacâo corn um método extraído e mesmo com 

a simplifie dl, â o do inetudo i onti i t i iein^ que a dosdgem direta do Cortisol unnáno livre é 

pas j l ve l de erro devido a interteienft-" pois nâo «bt iveram correlação positiva entre os 

métodos-^^ O u l i o s tidl)dllios l e f f - i r i n a pi«*sença de intt rteientes na dosagem do Cortisol 

urinário li\/(e sem ext iaçáo poiéni r ienhurn d e l f s identifica com precisão estas subistâncias 

interterentes sugenndo que eld-^ --ejiî'M de or igem adtenal peld co i re laçào que rnantem em 

si tudçôes de hipei ou h ipo lunçâo qut' possut-rn polaridade supenof ou igual ou que 

eluerii eni i t -g iô^b imedinid iuenU anienoies OU posteriores ao Cortisol se i ido portante 

estrututalmente semelnante-^^ a ed M U H P H Y ' e co labo iadores ( i 9 « i ) em estudo anterior 

sobre a quar>titir açôo do r ortisoi u i iu ía i tü livre em 7 métodos diferentes most ra iam que 

havid faltd de especiti i i d j d e poi*^ l odo^ eles supeiest imarani d concen t iaçâo de Cortisol 

quando rpmpdfcsdo coii^ um ensHi iy q iK Idv^ia uso de c fomatog ia f i a^^ S C H O N E S H O F E R 

e colaboradoifos (1MUÜ; utili/dndo antis,suio p ioduz ido cont ia um ant igeno con jugado a 

bSA no carbono 21 ot)Seivüu que unta única extração c o m solvente orgânico nâo foi 

suficiente pata eliminai toda a i n i ^ i i e rènna de sut jstâncias que possuem polar idade e 

p iop i iedddes cromatoytáf i i as '^cinel l idntes às do Cortisol""^ GOl I G H e E L L I S ( 1 9 8 1 ) no 

entanto verificaram que uma única ext iaçâo dd amostra antes do radioimunoensaio 

resuitavej em níveis de cortisol mais Paixus que os valores obt idos sem ext raçâo^ô 

A dctei iTi inaçãu do lu i i iao t unnáno nâc extraído o fe iece grandes vantagens 

téi ni< ds em le ldçéo a de ieun iuaçâo do « oit isol extraído (f fdçâo livre) menor custo menor 

tempo de execução náo sei Ucc* ssáno adqumi materiais além dos fornecidos pelo Icrt 

maior p ie i i s f to urna ve / qu*^ a • i r isdyem e reai i /dda diretamente na unna sem extração 
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prévia que pode consistir e m fair»r de erro e melttor reprodut iv ldade Entretanto poucos 

trabalhos c l ln i ros publ icados ta re tn i iso de dosage in do c<>ftisol unnérlo nSo extraído no 

diaanóstíco da s índrome de C u s h i n g ^ ^ 

Neste trabalho determinamos os niveis normais de cort isol ui inâr io nSo extraído e 

extraído num grupo de 4 3 individuos normais e observamos correlação positiva 

significante er>tie os n'vHs de f F e FNF snoenndo urna in le r tdaçAo direta entre os 

métodos 

Foi po«-sivH diagnnstH f)} s l f^dlonle de Cush ing em todos os casps ( sensibi l idade dé 100 

e 98 1 % paia o FNF e o FF re<-p<-1 i ivamente^ enr ambos os métodos Da mesma 

oíant-ira que no g i upo i nntroU du «s dosagens coi relacionai dm se diretamente o que 

sugere uma interrelaçAo entre -ÍS duas formas de dosagem do hormônio tamt)ém em 

( or>dições patoiógir as 

No q iupo de obesrjs cujo q i iddro cl inico pode se assemelhar ao quadro de 

hipen ortiî,oiisn>o foi poss iv í l rifasldi a suspeita i lirm a tamt^ém através dos dois métodos 

Nosso obietivo ern estudar indivíduos obesos se deve ao fato de que este g rupo é 

poteni talmente confundido com podddo^es de s índrome de Cush ing A obes idade produ? 

mudanças fisiológicas partu uiainiente no sistema endócnno e quando associada è 

diabetes ou hipertensão exibe mriit(»s srntomas c sinais cUnii os semelhantes aos da 

s índrome de Cush inq Para MK.^FON'*^ e Ml Y N A R Y K ' ^ O o peso estaña relacionado á 

elevação do taxa de produção d<- cortisol O s níveis de 1 7 0 H C S e outros metaból i tos 

util izados na investigação da função ad ienal estão elevados em indivíduos o b e s o s ^ l 

Dessa maneira é imf^>ortanie que um método que se propõe a diferenciai partientes c o m 

s índrome de Cush ing de outras s i tuações tenha especif ic idade suficiente Nossos 

resultados verif icaram que todos os indivíduos obesos apresentaram níveis de cortisol 

ext ia ido e não ext ia ido dent io dos valoies normais Esses resultados estão de acordo 

com S T R F F l h N ( 1 % 9 ) que estudando a excreção de coi t isol ur inôno livre em obesos 

nôo obteve diferença sianificativa com le lação aos no imais '^^ Ass im ambos os métodos 

f o i am eficientes na d iscnminação entre obesidade e s índrome de Cush ing 

Obt ivemos valores de FNE aprox imadamente 7 vezes maiores que os valores de F E em 

todos os giu(>os es ludados Fstes valores mais altos de FNE provavelmente se devem a 

dosagem de metaból i tos do coit isol < orno <?0 «/ di idrocortisol ¿O \\ di idrocortisol e em 

alguma extensão 6 hidroxn ortisoí nas amos t ras^^ gs ies metaból i tos do cortisol sao 

ext ia ldos com meno i e f í r r é n t u pelo diclorom«»tano mas apresentam interferência ainda 

que meno i na determinação do i ortisol não exfral i fo S C H O N E S H O F E R e co laboradores 

(1983) encontraram uma p iedominânc ia destes compos tos na urina de um paciente 

portador de s i n d i o m e de Cust^ing < o m hipeicort isolemia e que apresentava níveis normais 
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de F E ^ ^ Nesta condtçâo multo especial a dosagem do F N t identificaría niveis elevados 

de cortisol ur inâno e o FE sena normal E m nossa casuíst ica com s índrome de Cush ing 

observamos este padrão em apenas um caso 

Os trabalhos que se relerem á dosagem sem purif icação prévia são anteriores ao 

surgimento de antissoros mais específ icos considerando os estudos de especif ic idade do 

ant issoio que ap iesent t í iam níveis de reação cruzada super iores aos do ant issoro 

utilizado neste t raba lhe i O H 12 1 6 18 

Além disso muitos autores referem que a reprodutibi l idade dos ensaios diretos (sem 

ext iaçâo ou purif icação por crürndt'>grafid) é bastante pob re^ tato este nâo 

cont i imddo poi este trdbaitto onde obt ivemos índices satisfatórios de repiodut ibi l idade 

(7 b% de vanaçâo para o FNE) 

Na verdade nos últ imos 10 anos houve poucos avanços na precisão dos testes ou 

simplif icação da metodologia para determinação do corbsol u r i náno^^ 

A concent ração de cortisol livre plasmàti i a esto elevada em pacientes com 

s>lndrome de Cush ing A porcentagem da relação FE/FNE não se most rou diferente 

estatist icamente entre os t rês grupos estudados Desta forma conc lu ímos que esta 

relação nâo é ubi para o dragnóstico da s índrome de Cush ing uma vez que a var iação 

que ela pode ap iesenta i é encontrada nos três grupos estudados c o m freqüência 

semelhante 

U m fator que limita a conf iança na dosagem do cortisol unnáno são os poucos dados 

disponíveis na l i teiatuia avaliando a exc ieçõo em indivíduos normais pnncipalmente no 

que se refere a co inpa iaçâo ent ie mé todos extraídos e nÔo ext ia idos 

Cuest ionamos o porquê da literatura se leferir apenas á f ração extraída de corbsol urinario 

como melhor índice de secreçSo do cortisol na ausência de t rabalhos comparat ivos e 

pt opomos com este t iabalho que o diagnóst ico de hipercort isol ismo seja inicialmente 

leal izddo com a dosagem unnárid do FNE 

6 Conclusão 

No presente trabalho determinamos os niveis normais de FNE e de FE que podem servil 

como referencia dos métodos Os indiv iduos obesos possuem valoies de FNE e de FE 

dentro do intervalo normal sendo portanto ambos os métodos capazes de afastar a 

suspeita de s índrome de Cush ing oeste grupo de pacientes O s pacientes c o m s índrome 

de Cushing possuem valoies elevados em ambos os métodos 

A lém disso o FNE compa iado ao FE é um método de fácil execução e de grande 

aplicabilidade na robna de um laboratório clínico O F N E é u m método confiável sensível 

e específ ico para a determinação do diagnóst ico da s índrome de Cush ing e p ropomos 
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que este método seja o de primeira esro l t ia nos estados iniciais da invest igaçôo desta 

patologia 
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