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DOSAGEM DO CORTISOL LIVRE DO PLASMA PELO
METODO DA DILUICAO 150TOPICA

Takeko Shimizu

RESUMO

Podivniunse wine indiveio pma n dosagem de cortisol plasméticn empregando-se a técnica (8 dinicdo ID1OpICe
para @ corregdo das perdas ocornidas durante o processo analftico. A tAcnice consistiv am adicionat-se uma guantidade
"trago’’ do cortisot- 4,2 M no inicio da extracio e majir-se 8 radiwatividade ds fragdo final obtide. Para a extragho @
determinacdo do conisol foi smpmgada a 1écnice de Peterson e col.n”_ Para a separagdo e identificacdo do cortisol foi
utilizads a cromatografia em camada delgada unidimensionsl, separando-se com nitidez o cortisol dos demais ester Sides
® impurezas presentes no plasma.

O valor encontrado paa 0 cortisnl plasmdtico foi de 14,02 + 5,79 ;g/100 m| e pars a porcentagem de perda de
5362 + 15.57%

A comparacdn da técnica de diluicdo 1w16pica com o método de Petmrison & col. mostrou que ambos ®
aquivalem, exceto quando existem substincias interferantes ndo estardudes. No mérodo proposto, as mesmas slo
aliminadas pelo ampregn da riomatografia em camada delgarda

CAPITULO |

INTRODUGAO

A dosagem de hormdnios corticais no sangue pesiférico proporciona informacdes muito tsis
para estudos rle ordern ciclica e ex;mtimenlal(aﬂ.

Dos hormdnios adrenocorticais, o cortisol {17-hidroxicorticosterdide) é predominante no sangue
periférico: sia concentracadao no plasma & de cerca de !13g/100 mi e a da corticosterona de cerca de
19/100 m'32!,

Os esterdides produzidos pela coriex da suprarenal sdo langados na veia adrenal, onde 8 sua
concentracdn é da ordem de 100 ug/100 mi''"), A veia adienal seria por certo 0 ponto de escolha para a
obtencdo de sangue utilizado no isolamento e na identificagdo desses horménios. Nos demais vasos, »
concentracdo dos hormdnios corticais & natura’.nente muito menor.

Os hampnios corticais sdo metabolizados nos diversos tecidos, mas as etapas do seu
metabolismo sdo pouco conhecidas. Sabe-se entretanto, que o figeio é a orincipal sede de degradacio de
esterdides.

Para estabelecer uma relacdo entre o nivel de esterdides plasméticos e a sua stividade biolbgica,
(°) Trabalho realirmio ne DivisAo de Radiobiologia do Instituto de Enaryls Atdmics de Sido Paulo.
Abrsviaturas: BG - background (contagem de fundo): cpm - contagam par minuto; dpm - desintegraclo  por
minuto; F - cortisol; am - nanametro; PPG + 2,6 - difeniloxazo); POPOP - - his [2 - {5 - fanilnxazohl| banzeno



devese levar em consideracdo varios fatores. No sangue pentérico, pequena fragdo do cortisol estd na
forma hvre, mas grande paite (aproximadamente 95%) esta iigada as proteinas, particlarmente 3
transcortina'32-28) A tracdo ligada a proteina, apesar de nio .id¢ quimicamente alterada é
farmacologicamente inativa. A fracdo livre é a corresporddente ao cortisol metabolicamente ativo. A
maioria dos métodos conhecidos para determinar o cortisol que corresponde a fragao livre, na realidade
mede duas fracoes, a ligada 3 ptoteind e a livie propriamente dila(:’:".

No sangue periférico, existe outra poigdo do cortisol e seus metabdlitos que estdo conjugados
com o 4cido ghcurdnico.

Na determinagdo do cortisol do plasma, a extragdo ¢ realizada por meio de solventes organicos.
Ambas as fracdes - a livre propanente dita e a ligada & proteina — s3o extrafdas como tal, de sorte
que a concentragdo deterrmirania indica a quantidade total do cortisol guimicamente ndo alterado.
Intere-se que a determinagdo do esterdide plasmdtico nao representa a concentragio do cortisol
tarmacologicamente ativo, que é dada pela fracdo livie propriamente dita'”'.

Apés a degradacao do esterdide, particularmente pelo figado, os metabdiitos do cortisol, 0s
dehidro e principaimente os tetrahidroderivados, que estao conjugados, especialmente com o dacido
glicuronico, entram na circulacdo periférica. Nao sendo extraidos diretamente do plasma pefos solventes
organicos usualmente empregados, ndo podem ser medidos, a3 menos que se proceda a hidrélise prévia
com a glicuronidase. Correspondem 30s hormdnios ditos conjugados, existentes no plasma. Em relagdo
ao cortisol, suas quantidades s3o aproximadamente iguais aos do assim chzmado cortisol livre ou
ndu-conjugado {livre = 11,3 1 6,5 ug/100 ml; conjugado = 13,7 £ 1,8 ug/100 m()“s'.

Por ocarrer variacao nictemeral dos niveis de wnisol‘”’, durante o periodo de 24 horas, em
individuos normais, as concentragoes mais baixas sjo encontradas entre meia noite e quatro horas da
madrugada, seguida por uma elevacdo répida, atingindo o acme entre seis e oito horas da manha. A
sequir, até meia noite os niveis plasmdticos seguem valor descendente, havendo queda mais rdpida nas
primeiras horas apds o pico(f"n'w'. Nessas condigbes, torna-se necessdria a indicagdo do hordrio da
coleta do sangue.

Sabe-se que os hormdnios esterdides permanecem na circulagdo durante tempo relativamente
curto. Segundo Peterson'n’, a meia vida do cortisol circulante situa-se em torno de 85 minutos.

A concentragdo dos esterdides no plasma representa, portanto, um balango entre a produgdo e a
sua degradagio, tornando-se assim importante o conhecimemo de que, 3 medida do nivel plasmdtico de
um horm2nic esterdide reflete 3 situacdo em Jelerminado momento e ndo representa necessariamente os
niveis existentes algumas horas depois. Por outro lado, a estimativa dos metabdlitos urindrios, indica
geraimente a situag3o presente em longo peri(odo que &, o que o clinico deseja com freqﬁéncia" "

Em determinadas condigOes patolégicas, os niveis urindrios dos metabolitos sdo mais elevados
ou reduzidos, independentemente do paciente apresentar sinais clinicos de hiper ou hipofuncdo da
cOrtex para o hormdOnio correspondente, j4 que o nivel circulante & normal. Sdo condigbes em que @
degradacio do hormdnio estéd aumentada ou diminufda e, a hiper ou hipofungdo é apenas homeostatica,
para a manutencdo de niveis normais dos horménios circulantes,

Essas discrepdncias ocorrem em algumas condigBes patolégicas ou apds o uso de certas drogas
que podem afetar ou ndo » funcdo pituitdrio-adrenal ¢ mesmo assim de maneira indireta. O
conhecimento de tais situacdes 4 muito importante para se evitar interpretacdo errdnes das dosagens
faboratoriais! 45/,

O cortisol (Figure 1) & um composto de 21 étomos de carbono, com s estrutura do
ciclopentanoperidrofenantreno, spresentando algumas caracter(sticas comuns a todos os esterdides ativos
da cOrtex: grupo cetdnico na posicdo 3 a uma dupla ligacio entre C-4 e C-5 (grupo 3-ceto-A*-3) e uma
cadeia ldteral ligads so C-17 do anel D, que & a 17,21.dihidroxi-20-cetons (-COH CO CH; OH)
. amento “Porter Silher . F ssas caracteristicas sio easenciais para atividade normanal'



Figura1t — Estiutura cocnaca e cortisol (hidivcortisora, oo composio F) 4-pregnenc 17a, 114,
2i-triot A TG uema
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A oenndacea s Duorescancra de certos esterdides em meie contendo  Jcido sulfdrico, foi
ohservada em 1936 (o0 Wartmsiviner e phifiner'®! 8, também POr Heichsigin e Shoppem:, em 1543,
Baseardns nessa propnedade muitos autores come Sweat 434 Lowis' Y -’Hnlsz””, Braunsbery &

19l 3’1, aesenyolver amm mé1odos para a determinegdo do cortisol @ da corticosterona do
plasma, emnpregardo oreliminaiments oma separacio cuidadosa dos esterdides através da cromatografia
em coluna'®® oy e pi)p(~1u7jd) ou de particéo(g', uma vaz gue a flusrescéncia, embora muito

sensivel, apreenta o poucs sspecifiea,

James e Rangona’

¢) Colorimetria

Em 1952, Mader e Suckms}. elaboraram um método colorimétrico de determinagio do cortisol
e da corticosterona, empregando o sal de tetrazdlio. A redugio deste sal se dd com 0s esterdides que
apreseniam na sua estrutura v prupo cetol (-CO-CH,0OH) ligado ao C-17 do anel D, formando uma
substincia colorida e insolirve! denominada formazona. € um método pouco aplicdvel, porque necessita
sucessivas purificaches dos esterdides, através da cromatografia,

Em 1959, ‘Poner e Silbmmm, desenvolveram métodos de determinacio guantitativa dos
17-mdroxicorticosterdides, amgpregando 3 reacdo da fenilhidrazina em Acido suitdrico concentrado
(reagente de Porter-Silber) com a carbonila em um dos radicais fiyados a0 esterdide. € uma reaglo
aspecifica dos esterbides r?ue apresentam na sua estrutura, radical 11, 17-dihidroxi-20cetona ligsdo ao
C-17 do anel D (Figura 1) 221 o agtes compostos sdo onnhesidns como ‘cromaogénios’” de Porter-Silber.
0O produtt fotreadn apres:nts puen de atwargdo mdxauma a 410 nm. Este mesmo mdtodo fon modificado
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pelos préprios autores em 1954") ¢ peterson e col. em 1957“"), simplificando-o, ¢ tornando-o
sdequado para uso em rotina clinica. O reagente de Porter Silber apesar de ser sensfvel ndo é muito
especifico. Devemos ter sempre em mente que no extrato plasmético uuudo existem, além do cortisol
livre, outras substincias que interferem com a or em presenca desse reagente. Para se ter uma
determinacdo especifica devese puriticar e separar o cortisol do extrato, empregando métodos

cromatogrificos. Muitos autores empregaram esse método para a determinacdo do cortisol no
plm.(s.m3,14.22,26.29.34.39.#4,47)

Em 1954, Morris e Williams!?8) empregaram a cromatografia para a separagio do cortisol do
extrato plasmitico e, aplicaram o método de pularografia aos derivados da hidrazona obtidos pelo
reagente de Girard. Devido 3 sua complexidade técnica esse método ndo foi ampiamente utilizado.

d) Oxidagdo d= caceia lateral ligada ao C-17 do anel D, empregando bismutato de sédio ou
dcido periddico, transformando o cortisol em 17-cetoesteréide. Para a medida do produto
formado pode-se empregar métodos de cromatografia a gds, desenvolvidos por Bailey‘z !

ou as reagoes indicadas para os l7-cetoester66des“9'.
e} Métodos radioisotdpicos

Séo métodos precisos e sensiveis para a determinacdo dos esterdides do plasma. Podemos referir
trés, apliciveis ao problema.

1) Adigio de determinada ,uantidade do radioisdtopo @ amostra, fazendo-se a medida da
atividade da fragdo final submetida a andlise quimica. Por este método conseguem-se
corrigir todas as perdas ocorridas durante a andlise, ndo se necessitando de cuidados
extremos durante a manipulagdo 0 que resuita em economia de tempo. Obtém-se grande
precisdo quando a quantidade do radioisdtopo empregado for suficientemente pequena,
de modo a ndo alterar a concentracio do esterdide plasmatico.

Foi aplicado por Bondy e ool.(s'” e Petersonn”.

2} Reagdo dos esterdides com o reagente marcado. E preciso utilizar uma reagdo quantitative
e especifica e o produto formado ser quimicamente estivel. Mede-se a radioatividade do
produto apbs vérias purificactes. Esse método foi utilizado por Berlinerm, Hollander ¢
Vinecour“m.

3) Dupla marcacdo isotdpica. Adiciona-se uma quantidade trago do esterbide marcado 8o
extrato plasmético, este por sua vez, tratado com reagente radioativo. Foi aplicado por
Avivi e col.!®) empregando '*C e *H e Bojensen'®! empregando ' !1 ¢ *%S.

Tendo em vista a importdncia de se conhecer a taxa de cortisol no plasms de individuos
normais e a possibilidade de contar-se com métodos radioisotdpicos, de grande precisio e sensibilidade,
pars a determina¢3o do mesmo, procurou-se desenvoiver, com bese nos métodos referidos na literatura,
uma téenica combinada de deturminag3o de cortisol plasmético.

Para tanto, A smosta em anélise, adicionou-se cortisol marcado com *H (tricio} que, como
tuacador, deveria permitir 8 determinac3o da taxa de recuperacdo do cortisol,

A extracfo, dos esterdides do plasma foi realizada por meio de diclorometsno purificado e o
extrato obtido, aplicado quantitativamente em cromatoplaca.

A partir da cromatog afia, as fraches foram elufdas e analisadas colorimetricamente,
utilizandose o reagente de PorterSilber'3®! bam como, determinade sus radioatividade, através da
cintilagio liquida,

De posse dos resultatdos ancontiados, procurou-se discuti-los com base naqueles relatados pela
wteratura, para afirmacse oo o validade



CAPITULO 11

MATERIAL E METODO
1 — Material Biolégico
1.1 - Coleta de Material

0 sangue foi coletado de individuos normais e em jejum 3s 8 horas da manhd. Os doadores
foram pacientes da 12 Clinica Médica (Servico do Prof. A. B. Ulhda Cintra) do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da USF; os médicos da Unidade de Diabetes e Suprarenal da 1? Clinice Médics
do Hospital das Clinicas da FMUSP; os doadores do Banco de Sangue do Hospital das Clinicas da
FMUSP; os colegas e voluntérios do Instituto de Energia Atdmica.

Foram coletados volumes de mais ou menos 50 mi de sangue em tubos heparinizados. Esses
tubos foram centrifugados logo ap6s a coleta ¢ o plesma obtido foi gusrdado em congelador a -20°C,
até o momento do uso, a fim de evitar a destrui¢do dos esterdides presentes.

2 — Resgentes
2.1 ~ Reagentes Empregados na Extragdo do Cortisol e ns Purificaclo dos Solventes:

— Diclorometano p.a.

— Acido sulfurico concentrado p.a. {Merck)

— Cloridrato de fenilhidrazina p.a. (Merck)

— Sulfato de sddio anidro p.a.

— Etanol p.a.

~ Cloridrato de m-fenilenodiamina p.s. (Merck)
— Hidréxido de sédio p.a. (Merck)

2.2 — Resgentes Empregados na Cromatografia em Camada Deigada:

Sflica gel GF g, (Merck)

Cloroférmio p.a. (Merck)

Etanol p.a.

Metanol p.a.

Padr3o de cortisol (F) — Sigma Chemicsl Compeny — St. Louis, Mo., USA

|

2.3 — Resgentes Empregados na Colorimetrie:

— Cloridrato de fenilhidrazina recristslizado em dicoo! e guardedo em dessecador com
CaCl,. PF = 240 — 243°C

— Resgente "‘Branco’” — 2 pertes de H; S0, 64% para 1 fiarte de etanol bidestilado

— Resagente de “‘Porter-Silber”” — 1 mg de cloridrato de fenilhidrazina pars 1 ml de resgente
"Branco”

— Soluglo padrBo de cortisol — 5 mg de F em 50 mi de etano! bidestilado (soluclio estoque)

* — SolucBo padrSo de trabalho — 0,4 mi ds solugBo estoque diluida com égua destilads para
200 m!. Esta soluclo corresponde 8 0,2 g por mi de cortisol



2.4 — Resgentes Empregedos na Determinaglio da Radicetividade:

— Solugdo cintiladora'3®): ppo = {2,5-difeniloxazol) ............. 4gq
POPOP = p-bis 2-(5-feniloxszolil) benzeno .................. .. 50 mg
LT S« 1000 mi

— Sohxcdo etandlica de cortisol-1,2-*H purificado

3 — Purificaglio dos Raagentes

31 - Purificagio do Cortisol-1,2- °H

O cortisol-1,2- °H (Schwartz Biresearch Inc., New York), em virtude ds degradaclo durante a
s estocsgem, foi purificsdo previaments por cromstografia em camadas delgads, usando sflica-gel
GF 5, @ desenvolvido no sistema de cloroférmio: etanol (87:13 v/v). A regilio correspondente 4 mancha
do cortisol foi isolads ¢ extraida com etanol bidestilsdo @ 0 extrato concentrado 8 um volume cujs
stividsde fingl foi sproximadamente de 1 uCi/ml.

3.2 — Pwificaglo dos Solventss

Os solventes p.s. foram purificados e testedos com o cloridrato de fenithidrazina (integrante do
sagente de PorterSilber), para remover as substincias cromogénicas, Porter-Silber positivas, que sxistem
n0s solventes, & fim de ndo interferirem na posterior colorimetria (coloraclo amarels-hidrazons).

O diclorometsno p.s. § tratado com écido sulfirico concentrado. Repete-se ests operaglio avé
que » camada sulfirica no spresente coloraclo amarels com o cloridrato de fenilhidrazine. Lava-te com
Sgua destilads, tratase com o sulfato de sédio anidro, filtra-se o destils-se. Lrilize-se o terco médio.
(ponto de ebuliclo = 40,1°C).

O atano! p.a. 6 levado & refluxo com cloridrato de m-fenilenodismina, durante 4 horss.
Destilase. Trata-se 0 destilado com sulfato de sOdio snidro, filtra-se e redestilese. Uniliza-se o tergo
midio que nSo deve desenvoiver cor na presencs do cloridrato de fenilhidrazina mais écido sulfirico.

4 — Extraglio do Cortisol

Um volums do plasmas com sdiclo de cortisol-1,2->H purificado, de 260.000 » 300.000 dpm,
foi sxtrafdo com 5 volumes de dicorometano purificado, com agitacBo constante durente 16 a 20
segundos. Os tubos forsm centrifugedos durante 156 minutos a 1500 s 2000 rpm, pera quebrar s
emultio. ApSs s remocio 1otsl do plsems, por mpirsglio, juntouse 1/2 volume de NsOHO,IN o
sgitouse vigorossments durante 16 & 20 segundos. Os tubos foram novamente centrifugedos durente 16
minutos & 1500 & 2000rpm pera quebrer @ nove emuislo que e dessavoiveu. Removeu-se
imadistaments s camads sicaline sobvenadants, por sspirsclo. O extrsto fol eveporsdo d securs, sob
corrents de or ¢ aquecimento e 45°C. O extrato seco, retomado com 1 volumae de etanol bidestiledo fol
tansforido quentitativamente pers um tubo de enssio de capecidede de 10 mi, ¢ levedo & secura sob
correns de & ¢ squecimento, ndo NOvaments rAIOMado com peguenc volume de stano! bidestilado. O
xtrsto etandiico smim obtido fol eplicedo quantitstivemante ne cromatoplecs.

8 ~ Crometogrefie em Comuds Deigede
Places de vidro de 20 x 20 cny, de espessura uniforme, foraem colocedss Num suporte especisl de



plastico. Uma pasta fina tormada pela silica get GF754 e agua, na proporgdo 1:2 (p/v), toi preparada
num recipiente de vidro com tampa, por meio de uma forte agitagdo. Essa pasta toi imediatamente
transterida para o aplicador Desaga (Applicator Model S-11: Desaga/Brinckmann), de maneira que o filme
de silica gel apresente espessura uniforme. As placas foram deixadas em repouso a fim de se
solidificarem a0 ar livre e depois levadas a estufa a 110°C durante 1 hora para serem ativadas. Apds a
ativagdo ficaram estocadas no dessecador a vécuo, com CaCl,, at¢ 0 momento do uso. Os extratos
etanolicos obtidos foram aplicados quantitativamente nas cromatoplacas, a 1,5 cm da extremidade
inferior, sendo colocado paralelamente padrio de cortisol (2 a 5 ig), servindo de guia para a localizagdo
das manchas. As cromatoplacas assim preparadas foram levadas as cubas de desenvolvimento
{8 1/2 x4 1/2 x 8 1/2 polegadas), contendo a fase movel constituida de cioroférmio:metanol (87:13 v/v).
As cubas sdo providas de panzl de filtro, colocado convenientemente a fim de proporcionar uma
saturagdo uniforme do ambiente. O tempo de desenvolvimento foi de 45 a 50 minutos, sendo a distincia
percorrida pelo solvente (da origem ao frente) de 15 ecm. Apds o desenvolvimento, as placas foram
retiradas da cuba e secadas sob fluxo de ar quente, sendo depois reveladas a luz ultravioleta {UV). As
regides correspondentes as manchas do cortisol foram demarcadas e coletadas através de um coletor a
vécuo, provido de filtro de placa porosa. O material contendo o cortisol foi eluido com 5 ml de etanol,
por 3 vezes, sendo posteriormente levado i secura sob corrente de ar e aguecimento a 40°C. O extrato
seco foi dissolvido em 5ml de diclorometano puriticado e alfquotas toram utilizadas para a
determinac3o da massa através da colorimetria e para a medida da radioatividade, por meio do cintilador
Hauido.

6 — Colorimetria

6.1 — Técnica

Aliquotas de 4 m! foram destinadas & colorimetria e divididas em duas partes iguais, sendo
transferidas para tubos de ensaio de fundo cdnico, com tampa de esmeril, de capacidade de 15 mi. Em
um dos tubos, adicionou-se 0,2 ml do reagente de Porter-Silber‘as’ e, no outro, igual volume de reagente
branco. Os tubos foram agitados vigorosamente durante 15 a 20 sequndos e a seguir deixados em
repouso por 30 minutos. Apds esse tempo, os tubos foram centritugados a tim de permitir separagdo da
fase de diclorometano, que fica no sobrenadante, sendo a seguir removida por aspiragdo. O remanescente
nos tubos, contendo o cortisol, foi deixado em repouso 4 temperatura ambiente, por 18 horas, ao abrigo
da luz, para desenvolvimento da cor.

6.2 — Curva Padrao

Paraletamente 3 extracio pelo diclorometano é preparada uma série de diingdes da
solugdo-padrdo de trabalho do cortisol (F), para se obter uma curva padr¥o. As diluighes da
solugdo-padrdo foram transferidas para tubos de ensaio de capacidade de 50 mi, providos de tampa de
esmeril. Os padrdes foram extraidos com 25 ml de diclorometano purificedo, sob agitacdo vigorosa,
durante 15 a 20 segundos, sendo a camada aquosa removida por aspiragdo. Adicionou-se 2 ml de
NaOH 0,1 N e agitouse vigorosamente durante 15 a 20 segundos, sendo a camada alcalina removida por
aspiracdo. O extrato de diclorometano contendo o padrdo de cortisol foi dividido em duas alfquotas de
igual volume, que foram transferides para tubos de ensaic de fundo conico de capacidade de 15 mi. Para
um dos tubos, foi adicionado 0,2 m! do reagente branco e para o outro, 0 mesmo volume do reagente de
Porter-Silber. Os tubos foram agitados vigorosamente durante 15 a 20 segundos, deixados rm repouso
cerca de 30 minutos, sendo depois centrifugados durante 10 minutos a 1.500 a 2.000 rpm A camada de
diclorometano foi removida por aspi acio. A solugdo gqun remanesce nos tubos, fo1 derxada e reponso A
temperatura ambiente, ao abrigo da tuz, de 6 a 18 horas, para desenvolvimento da ror

Foi corndo durante tadn o processo am testemmuinb s goe o path 300 de contisod dor
SUbStITUdn por 5 b e Agu et acky



A leitura da intensidade da cor foi feita no colorimetro *“Spectronic 20 da Bausch e Lomb, em
microcubetas de capacidade de 0,3 mi. O comprimento de onda foi de 410 nm, onde o cortisol
spresenta pico de absor¢do maxima.

Para obter-se a curva padrao de cortisol (Figura 3), foram utilizadas as concentragdes indicadss
na Tabela |, onde estio mostradas também, as absorbancias medidas 2 410 nm.

A montagem da curva padrao, através da determinacdo colorimétrica do cortisol pela técnica de
Porter-Silber é feita da seguinte maneira. As concentracdes do cortisol padrdo empregadas, variaram de
0,1 ug a 08ug, e para cada concentragio foram realizadas, paralelamente, reacdes com o reagente de
Porter-Silber (cloridrato de fenilhidrazina + &ido sulfdrico 64% + dicool etflico) ¢ com o reagente
branco (4&cido sulfirico 64% + alcool etflico), de acordo com a técnica descrita antefiormente na pég. 7
e as respectivas absorbincias forma determinadas. O tratamento realizado com O reagente branco,
consistiu em verificar se estdo presentes tanto na solugdo padrdo de trabalho, como no extrato
plasmdtico (apesar de purificado e cromatografado), substincias que reagem com o écido sulfirico dando
coloracio.

Chamando de padrdo A a uma das concantragbes utilizadas, temos:
1) padrdo A + reagente de Porter-Silber
2) padrdo A + reagente branco

Determinaram-se as absorbancias; tendo, portanto, para 0 primeiro, o valor de absorbincia igual
a » e para o segundo, o valor de b.

O testemunho (onde foi utilizada dgua destileda no iugw de cortisoi) foi também tratado,
paraielamente, com © reagente de Porter-Silber ¢ com o reagente branco, e as respectivas absorbancias
determinadas.

Chamando de testemunho A, temos:

1} testemunho A + reagente de Porter-Silber = d (absorbincia determinada)

2) testemunho A + reagente branco = e {absorbincia determinada)
a~b=c¢c
d~-e=f
c — { = g — absorbincia corrigida do bcdrio

Empregando-se essa correqdo para as absorbincias de todss ss concentragBes do corti.ol-tedriio,
construiu-se a curva padrdo (Figura 3), utilizando-se © método dos minimos quadrados.

Para obter-se 8 massa do cortisol plasmético, procedeu-se da seguinte maneira.
Chamsndo-se de Amostra A a um dos extratos plasmiticos temos:
7l Amostra A + reagente de Porter Silber

2) Amostra A + reagente branco

Determinaram-se as respactivas absorbincias; tendo para 0 primeiro, 8 absorbancie igust a h e
pars 0 sagunro, i.

h i '



i f Kk absorbancra corrigida do cortisol plasmatico.

Pelo valor da ahsorbancia k obtida e através da curva padrdo, tem se a quantidade de cortisol
plasmanco (L), dado em mrogramas

7 Medida da Radioatividade

As aliguotas de cortisnl 1.2 'H puriticado e das extratos plasmatios, foram cofoo i in
trascos de vidro espewal® v il de capacidade. Adicionosise @ ssguer, @ osolugdo cintibdona, ate
completar 0 voluma 4 toml 0 qual fornece methor eficiencia no processo da determemacdo da
radhoatividade.

Esses frascos foram acondicionados a baixa temperatura {aproximadamente 0°C) 2 a0 ahrigo da
luz, durante intervalo de uma hora, a fim de evitar as cintilacOes luminosas, pravenientes da pvental
guemituminescéncia e fosforescéncia. A seguir, iniciou-se a determinacio da radiocatividatle, uilizando se
a técnica de cintilador liquido (Liquid Scintillation Systemn 725, Nuclear Chicago Corporation), atiequada
para a detecgao de particulas [, de baixa energia.

Us raros cosmicos, o =feito termoidnico na fotomultiphcadora e ontros fatores. dao oogen
um nfyel eonstante de contagemn (radiagdo de fundo BG), que é independente da anostre 1athoativa,
A determinacdo da radiacdo de fundo é teita, empregando se amostids com as MeLMEs Caracterishcas
fisico quuimicas, das que serdo analisadas posteriormente. Assim, 0,1 ug de cortisnt em solugio de
dhclorometann (0,1 pg/mi) foi colocado no frasco de contagem completando se o velume 2 18 ml qum a
solucao cintiladora.

Conhecendo-se o ritmo constante da radiagao de fundo, utilizou se a unidade Autn Subtract
™M1l (3 chennel background subtract module -- Nuclear Chicago Corporation, cot n? 8 723}, acoplada
20 sistema <le contagem a fim de subtrair automaticamente a contagem da rachacao de fundo.

A eficéncia das contagens das amostras for deterrminada através do ridtods de 1a2d0 dy
. )
canans' 4 g g cantagens foram acumuladas durante um intervalo de tempo, suttciente pard garantir om

nria estatistico menor que 1%.

Com os dados obtidos da radioatividade, calculou-se a taxa de recuperacdo (o ceitisul, atraves
as <equuntes relagoes:

Contagem: da amostra (cpm)
Atividade da amostra -~ - - . x 100 (1
{ddpm) Eficifncia

Atividade da amostra (dpm)

Taxa de recuperagéo {2}

Atividads: do padido {dpm)

Com o valar do eorticol plasmitico ('L") ohtido através da cotorinetria, 87 se a worreqdo das
PPraas pula seguinte relagdo

CLT {pg) )
0 corhsal x M0 (3}
faxa de recuperacdo x volume do plasima empegado

. H T I A R N TR NI AT RS '
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A Figura 2 representa, de modo esquemitico as etapas sequidas para a execugiio do método.

0O cortisol do plasma de alguns pacientes, foi também avaliado, através do método dos
17-hidroxicorticosterbides plasmdticos ngo conjugedos, relatados por Peterson e col. 247,

Construiu-se a curva padrdo, empregando-se as concentracBes do cortisol e as correspondentes
absorbancias dadas na Tabela |. A curva foi tracada utilizando-se 0 métodos dos minimos quadrados.

Tabels )

Concentragdes de Cortisol Empregadas ne Colorimetris
e as Respectivat Absorbincias

Tubos Cortisol Absorbincis
n® {ug) 2 410 nm
1 0,1 0,028
2 0,2 0,058
3 04 0,107
4 0,5 0,132
5 0,6 0,162
6 08 0,218




1"

P1ASHMA

aliquots de 5 ml

CH2C12 - 25 ml

r -~
fase aquors fase organica
| 2 m1 de NaOH
+ v,
fase aquoss fase organica
i 2 ml de nzo
* ¢A
fase aquoss fase organica
concentragao sob correute de ar
e aquecimento a 45°%
residuo
etanol
cromatografia em camada
delgada (silica gel GF,.,)
254
3 x 5 ml etanol (F)
extrato etsndlico
concentrng;o sab corrente de ar
e aquecimento a 40°c
res{duo
l_ 5 m1 de diclorometano
masaa radioatividade
(colorimetria-metodo) (cintilador 1iquido)
"porter~Silber”
Branco Porter-Silber

Figurs 2 -, Representaclo esquemdtica do processo de extraclo, purificacdo e doseamento do cortisol
fivre no pissma.
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ABSORBANCIA(nm)

0,300

0,200

0,00 |-

0,5
CONCENTRAGAO DE F(pg)

Figura 3 — Curvs Padrfo de Cortisol
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CAPITULO 11}

RESULTADOS

1 — Valor de Rf

Os valores de Rf x 100, para o padrdo de cortisol, obtidos através da cromatografia em camada
delgada, nas condigdes j& indicadas, estio na Tabela (1. O valor médio encontrado foi de 55,33 + 846°.

Tabela 11

Valores de Rf x 100 para o Padriio de Cortisol no Sistems de
Desenvolvimento, Cloroférmio-Metanol (87:13 v/v)

Individuos
Af x 100
normais

EB 56,60
NZK 46,60
EM 73,30
ou 586,60
ABS 56,60
GS 46,60
BS 70,00
AMN 53,50
AS 53,30
JGS 56,60
JSC 56,60
JBF 46,60
JPP 46,60
Média 53,33
'y 8,46

2 — Concemraglo Pimsmitica do Cortisol em Individuos Normais

Os niveis de cortisol plasmdtico, obtidos através da cromatoplaca & partir da regifo
correspondente & mancha do cortisol, ndo corrigidos pelas perdas, est30 na Tabela I, coluna A. O valor
médio encontrado de 6,87 ug t 3,75"

Os valores da taxa de recuperacdo obtidos em cada andlise acham-se na Tabela |1, coluna B. O
valor médio encontrado foi de 53,62% t 15,67.

Os valores de cortiso! corrigidos pelas perdas, obtidas através da dilui¢do isotdpica, acham-se na
Tabela 111, coluna C. O valor médio encontrado foi de 14,02 g * 5,79°

]

{43 Toudne oy desvios mencionadog efaceen se oo desvin pacds 8o
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Tabela 1§

Valores de Cortisol Plasmitico em individuos Normais

PACIENTES A 8 Cc
Casos tniciais Sexo idade Cortisol (F) Taxa de Recu- Cortisol {F)

n? Plasmético peracdo do plasmitico

nio corrigido cortisol ra- corrigido
{g/100 mi) dioativo (%} {pg/100 mi)

1 EB F 25 225 45,56 4,70
2 NZK M N 7,66 50,08 15,30
3 EM F 32 3,25 3713 8,80
4 ou M - 8,72 62,25 14,01
5 ABS M 36 14,20 70,37 20,08
6 GS M 40 8,50 72,10 14,04
7 BS M - 4,40 57,73 14,81
8 AMM M 49 4,38 38,04 20,03
8 AS M 38 10,00 nz 14,00
10 JGS M il 3,24 75,58 4,30
1" JsC M 19 8,18 44,36 18,40
12 JBF M 49 11,50 41,90 25,35
13 JPP M - 3,00 28,75 10,44
Média 6,87 53,62 14,02
Degvio-Pad: .0 t 375 % 15,57 t 5,79

* Sdo mostrados os valores de cortisol pissmético obtidos pelo método de diluiglo isotdpics. Na co-
luna A encontram os velores de cortisol nio corrigidos pelas perdss durante a dosagem (u g por 100
mi do plasma): ns colune B, os valores da taxa de recuperaclio obtidos pelss relacBes 1 ¢ 2 de pég.
16 (em %) @ na coiuns C, os valores do cortisol plssmético corrigido peles perdas (xg por 100 mi do

plasma).

3 — Comparaglio do Nivel de Cortisol Plasmitico, Detsrminado pelo Método de Diluiclio Isotépica ¢ pelo

de Peterson o col.!34)

Na Tabels 1V, acham-ss os valores de cortisol plasmético, obtidos pelos métodos de Peterson &

col. e de diluiglo isotépica.

O vslor médio obtido pelo primeiro método foi de 18,66 pgts,li'n‘r‘u’io mfc. 0 segundo
forneceu o velor médio de 14,42 ug  3,28% Aplicando-se o teste “1” de Student'®’, verificou-se que,

pars o nivel de 1%, 83 médiss nlo apresentaram diferences estatisticaments significantes.

{*) Todos os desvios mencionsdos referem-+a a0 dewvio podvlo“,.




Tabels tV

Taxa de Cortisol Plasmitico de Individuos Normais Obtidos Simultaneamente,
Através dos Métodos de Peterson e col.(34) e por Diluiclo Isotopica

CORTISOL — ug/100 mi

Individuos

Dituigio

normais Peterson e col. 117!

isotopica
8s 13,50 14,85
AS 16,40 14,00
JSC 18,80 18,40
JPP 18,80 10,44
Mdédias 18,55 14,42

s t 511 t 32

15



CAPITULO IV

DISCUSSAO

A finalidade do presente trabalho foi padronizar um método de determinacio do cortisol no
plasma, empregando 3 técnica de dituigdo isotbpica: a extracio do cortisol livre de determinado volume
de plasma ja adicionado de um “tracador” {cortisol-1,2-*H).

O sangue foi coletado - :ndividuos normais, em jejum, sempre as horas da manh3, devido as
variagdes nictemerais, sendo o sangue contrifugado logo apds a coleta e o plasma imediatamente
separado e mantido a - 20°C. Essa providéncia, seyundo .layle'zm, tem por objetivo evitar tanto gquanto
possivel, adsor¢ao de esterdides as hemacias.

O diclorometano foi escolhido como solvente de extragdo, por apresentar inomeras
vantagens'12-20)_ £ pastante estdvel, no necessitando de purificacBes frequentes'’2’. sendo mais denso
do que a aqua, a eliminacdo da camada aquosa apds a extragdo, pode ser feita por simples aspiraco,
evitando assim o uso de funis de separa¢do; nao é miscivel com o reagente de Porter-Silber; apresenta
coeficiante de distribuicio K =0,14, no sistema agua/diclorometano, sendo que a taxa de extragdo do
cortisol, empregando S volumes do solvente, é de cerca de 9g% 34

A solugdo de diclorometano, contendo o cortisol, foi lavada com solu¢do alcalina a fim de
remover os estrOgenos, as substincias fendlicas e as icidas presentes. Essa lavagem deve ser feita
rapidamente, porque os esteroides sio susceptiveis de degradagdo em meio alcalino!12),

Alguns autores determinaram os 17-hidroxicorticosteréides do plasma sem prévia separagdo dos
esterdides presemes"r"'"29'3"35"0'“'""8', a0 passo que os outros fizeram a separacdo, empregando
ou cromatografia em coluna de adsorcé'o“ 7'“‘, ou de partic!ow'”), ou em papel 3.9.18,22,24.31) ou,
ainda em camada delgada‘z). Foi empregada cromatografia em camada delgada, por apresentar tempo de
desenvolvimento mais répido e pela facilidade de remogdo da irea, da cromatoplaca, correspondente 3 do
cortisol.

Pela Tabela I1, verifica-se variagdo nos valores de Rf x 100 do cortisol-padrdo. Entretanto, esse
fato n3o impede a deteccdo do esterdide, tendo em vista que, juntamente com o plasma, desenvolvem-se
um ou mais padrdes de cortisol, como referéncia.

Para a determinagdo do cortisol foi wutilizado o método colorimétrico de PorterSilber{35!
modificadn por Peterson e col.'“’, cuja eficiencia para a extragio do cortisol do extrato de
diclorometano, é da ordem de 90 a 98%.

Pela figura 4, obtida de cromatopiaca empregada para @ purificagio do cortisol-1,2-3H,
verifica-se que ocorre perda do isGtopo na cromatopliaca fato que, segundo Gold e col."". ocorre com a
maioria dos esterdides marcados com o tricio. Esse efeito pode ser significante sem se levar em
considerac3o as perdas ocorridas a0 longo da cromstoplaca. Devido a iss0, ap6s 8 remogdo da regido da
mancha correspondente ao cortisol da cromatoplaca, devem-se remover as outras regiles remanescentes,
também percorridas pelo extrato medindo-se @ sua atividede. Esta representa as perdas ocorridas na
cromatoplaca e devem ser somadas iquelas correspondentes 3s atividades obtidas com a recuperagdo.

Com a finalidoade de comparagio, realizou-se a determinacBo do cortisol no plasms de alguns
individuos normais, empregando-se 0 método desenvoivido neste trabslho em comparagles com o de
Peterson e col.'3%' O valores obtidos pelo método de Peterson ¢ col., embora mais elevedos que os
obtidos nesse trabatho, ndo foram significativamente diferentes a0 nivel de 1%, mostrando, portanto, que
esses dois métodos se equivalem, como zlids j4 observavam Peterson e col. em 1957'3%_ Entretanto, os
dois métodos ndo s80 sempre compardveis. Com efeito, como se poderd observar na Tabela V,
variando-se 0 volume da amostra de plasma, no mesmo individuo, nota-ss que com maior volume (5 mi),
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Figura 4 — Cromastoplaca de Cortisol — 1, 2.°H.
’ Empregando ¢ sfiica gel GF 3, ¢ @ & fase mével: Cloroférmio: metanol (B87:13 v/v); ¢ as frs-
cDes foram contader no cintilador }iquido.
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vbtiveram-se resultados discrepantes entre as duas técnicas. Ja com o0 metodo da diluigdo isotdpica, os
resultados obtidos foram praticamente iguais com a redugao de volume até 3 ml. Entretanto, com 2 ml,
o valor se aproxima do obtido com a técnica de Peterson e col. Nas primeiras determinacdes (54 e 3 ml
de plasma) pels diluicdo isotépica, foram localizadas na cromatoplaca, 3 luz ultravioleta, outras manchas
que n3o 3s correspondentes a do cortisol, facilitando desta maneira a remocao do esterdide, auxiliado,
ainda, pelo Rf do cortisol padrdo. Com a redugdo do volume de plasma (2 ml), as manchas dificilmente
podemn ser vistas & luz ultravioleta, o que dificulta a demarcacdo do cortisol; a remogdo deste é feita,
entdo, por comparacio com o padrdo, exclusivamente, 0 qus: acarreta 3 determinac3o de valores mais
elevados, dada a existéncia de possiveis substancias cromogrnicas, reme.vidas com o esterbide.

Devido a esse fato o método de Peterson e col., bastante sensfvel e pritico, é vélido e
compardvel 3 téenica desenvolvida nesse trabalho, apenas quando ndo existem substincias interferentes,
Porter e Silber positivas, na dosagem do cortisol. Portanto, a separagdo do cortisol do extrato
plasmdtico, através da cromatografia em camada delgada, constitui um eficiente processo para a
especificidade da medida do cortisol.

A grande vantagem da diluigdo isotdpica é a possibilidade de correcdo das perdas ocorridas
durante todo © processo analftico, nao havendo, pois, necessidade de cuidados especiais em refaciio ds
perdas durante 0 processo.

A miédia dos valores de cortisol obtido através do presente método foi de 14,02 ug £ 5,79
{Tabela I11). E interessante comparar esses resultados com aqueles da literatura, cujos autores utilizaram
a separacdo cromatografica do cortisol (Tabela VI). Observa-se que pelos trabalhos em que houve o
emprego do tragador radioativo para a corregio das perdas'd-6:7-9) similer a0 nosso, a médis gque
obtivemos foi mais alta que a dos autores citados, embora absolutamente compardvel iquels apresentsds
por Peterson e col.34), revelando pois, que o cortisol plasmético determinado pela fenilhidrazina e pela
diluicBo isotdpica dio resultados bastante comparéveis, 4 semelhangs dos que também obtivemos.

Em relacio aos métodos ndo radioativos, colorimétricos e fluorimétricos, os resultados por nbs
encontrados sio, ainda, mais altos, embora compariveis. {Tabela Vi)

Finalmente na Tabela VII, podem ser apreciadas a média dos valores por nds obtidos, de 13
‘ientes normais, através da técnica de diluigdo isotopica e a média dos valores obtidos por Peterson e
%) Como se vé, os resultados sdo perfeitamente comparéaveis.

Tebela V

Comparacio dos Valores Obtidos com Volumes
Decrescentes de plasma

plasms cortisol plasmético
(mi) (ug/100 mi)
’ 00"
4 ‘ 9,92"
3 0,83°
2 18,40°

* ~ Téenics de diluicko isotépica.
** _ Método de Peterson e col.l?®)
~ Rescllo de PorterSilber.
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Métodos pera 8 DeterminacBo do Cortisul, no Plasma Humano de Individuos Normais

Solventes Cortisol
Autores empregados Separagio Detecgdo plasmético
na extregiio {ug/100 ml)
Morris e cromatografia
Williams'2®) Etano! de partigio Polarografis 84 15
{1953) em celite
Sweat!44) cromatografia
Cioroférmio Fiuvorescéncia 108 *2,6
{1955) em sflica gel
Lewis! 24 Acetato de cromatografia
Fluorescéncia 9,2 t15
{1957) Etila em papel
Hale e col'1?) cromatografia
’ Cloroférmio Fluorescéncia 11,3 0,45
{19568) em papel
Jenkin'22! Tetracloreto cromatografia
Porter-Silber 130 £60
{1960) de carbono em papel
Boiesenm cromatografis
Clorof&rmio Radiostividade 13,3
{1956) em papel
Bondy e cromatografia Radiostividade
upton!7! Cloroférmio 10,2 3,8
{1957) em papel e fluorescéncls
Bondy e cromatografia Radiostividade
Cloroférmio 81 38
co!f®! (1957) em papal o fluorescéncia
Berliner'® cromatograf’s
Cloroférmio Radiostividade 86 204
(19567) om papel
Braungberg Acetsto de cromatografie
James'? . de perticho Fiuoreschncla 78 $24
(1960) Etile om celite
Presente cromstografia Radiostividade
Diclorometano om camada 14,021 5,79
trabalho deigada ¢ fluorescincle




Tabels Vil

Comparacio dos Valores Obtidos por Peterson e coll>4!
e pels Técnica de Diluico isotbpica

Cortisol Plasmético

(ug/100 mi)
Peterson e ReagSo de Porter-Silber 150 t45
col, Dilviglo isotdpica 137
Presente
Dilviclo isotépics 14,021 5,79

Trabelho
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CAPITULO V

CONCLUSOES

1 — A técnica de diluigio isotSpica permite corrigir as perdss occrridas durante @
manipulagio.

2 — O mitado de diluigiio isotépica é superior dquelas técnicas em que, para 8 dosagem de
cortisol, sem separagio prévis do esterdide, existem interferentes na resclo de
colorimetria.

3 — 0 méitodo de diluicio isotdpica conduz a resultados similares sos obtidos com o
método de Peterson e col., exceto na condiclio acima.

4 — A cromatografis em camada delgada mostrou-ss sficiente na seperacio do cortisol liwe
do plasma.
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