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DOSAGEM DO CORTISOL LIVRE DO PLASMA PELO

MÉTODO DA DILUIÇÃO ISO TÓPICA

Takeko Shimizu

RESUMO

rVJi>,i../u..->* .•... rrnWi» iiara H dosagem d» cocrisoi paímmico empregando-se a técnica da diluição ijotopica
para a cortinai, d,is perdas ocorridas durante u processo analítico. A técnica consistiu em adicionai -se umn quantidade
"tracu" do cortisol I 2 ' M no inicio ds ««tração • medir-se a radioatividade da fração final obtida Paia a «tiacio •

t3ÉIdeterminação do coniwl foi empregada B técnica d» Peterson • col Para a separação e identificação do coriisol foi
utilzari» • cromatografia em cam«)a delqwla unidimensional, separendo-sa com nitidez o cortisol dos demais «leròirtei
e impure?» presentes no plasmo.

O valor encontrado paa n cortisol plasmático foi de 14.02 f 5,79 ifl/100 ml e parB a porcentagem de perria de
53.67 •- 15.57%

A comparação <ta técnica d* diluição isolópica com o método de Peteison e col moílrou que ambos se
eqüivalem, exceto quando Hxist»»m substâncias interfprentes não esteroides. No método proposto, as mesmea slo
eliminadas pelo •mnrp<|rt ria riomatografia pm camarfa delqada

CAPltULO I

INTRODUÇÃO

A dosagem de hormônios corticais no sangue pe. iférioo proporciona informações muito útç<s
para estudos >le ordem cfclica e exjierimental .

Dos hormônios *irenocorticais, o cortisol (l^hid'oxicorticosteroide) e predominante no sangue
periférico: sua concentração no plasma é de cerca de !3 g/100 ml e a da corticosterona de cerca de
1 g/100 m l 1 " 1 .

Os esteróides produzidos pela cortex da suprarenal são lançados na veia adrenal, onde a sua
concentração é da ordem de 100 jjg/100 m l ( 1 ' ' . A veia adienal seria por certo o ponto de escolha para a
obtenção de sangue utilizado no isolamento e na identificação desses hormônios. Nos demais vasos, •
concentração dos hormônios corticais é natura!.nente muito menor.

Oi hormônios corticais tão metabolizados nos diversos tecidos, mas as etapas do seu
metabolismo são pouco conhecidas. Sabe-se entretanto, que o ffgüio è a principal sede de degradaçffo de
esteróides.

Para estabelecer uma relação imite o nível de esteróides plasmáticm e a sua atividade biológica,

(') Trabalho r*riY\imlo na DmtAo de Radiobiolngia do Instituto d* Enenji» Atômica de Sio Paulo.
Ahr»via'u(3l BG - background knntaqern de fundo); epm - contagem por minuto; dpm - rleiintagracio pnr
minulo, f cortisol; nm • nanorrulm; PPO • 2,6 • cjifeniloxiirnl; POPOP • n his |2 • ÍS feniln«a/ohl| hemeno



deve-se levar em consideração vános fatores. No sangue peiitéiico, pequena fração do cottisol está na

forma livre, m.is grande partK (aproximadamente 95%) está üyatia às proteínas, paiticularmente à

transcortina1 3 7 '7 8 ' . A fração ligada á proteína, apesar de não ur quimicamente alterada é

farmacologit.iniente inativa. A fração livre é a correspondente ao cortisol metabolicamente ativo. A

maioria dos métodos conhecidos para deteiminar o cortisol que corresponde à fração livre, na realidade

mede duas frações, a ligada à pi ate ín d e a livre propriamente dita .

No sangue periférico, existe outra porção do cortisol e seus metabólitos que estão conjugados

com o ácido glicurônico.

Na determinação do cortisol «Io plasma, a extração é realizada por meio de solventes orgânicos.

Ambas as frações - a livre prop, mneitte dita e a ligada à proteína - são extraídas como tal, de sorte

que a concentração cíerc ;->>r.-.M mdica a quantidade total do cortisol quimicamente não alterado.

Infere se que a determinação do esteróide plasmático não representa a concentração do cortisol

farmacologicamente ativo, que é dada pela fração livie propriamente dita .

Após a degradação do esteróide, particularmente pelo fígado, os metabólitos do cortisol, os

dehidro e principalmente os tetraliidroderivados, que estão conjugados, especialmente com o ácido

glicurônico, entram na circulação periférica. Não sendo extraídos diretamente do plasma pelos solventes

orgânicos usualmente empregados, não podem ser medidos, a menos que se proceda a hidrólise prévia

com a glicuronidase. Correspondem aos hormônios ditos conjugados, existentes no plasma. Em relação

ao cortisol, suas quantidades são aproximadamente iguais aos do assim chamado cortisol livre ou

naoH»njugado (livre = 11.3 i 6,6 »ig/100 ml; conjugado = 13.7 ± l , 8ug /10Oml> M 6 ) .

Por ocorrer variação nictemeral dos níveis de cortisol , durante o período de 24 horas, em

indivíduos normais, as concentrações mais baixas são encontradas entre meia noite e quatro horas da

madrugada, seguida por uma elevação rápida, atingindo o acme entre seis e oito horas da manhã. A

seguir, até meia noite os níveis plasmáticos seguem valor descendente, havendo queda mais rápida nas

primeiras horas após o p i c o ' 5 ' 2 7 ' 3 0 1 Nessas condições, torna-se necessária a indicação do horário da

coleta do sangue.

Sabe-se que os hormônios esteróides permanecem na circulação durante tempo relativamente

curto. Segundo Peterson'321, a meia vida do cortisol circulante situa-se em torno de 85 minutos.

A concentração dos esteróides no plasma representa, portanto, um balanço entre a produção e a

sua degradação, tornando-se assim importante o conhecimento de que, a medida do nível plasmático de

um hormônio esteróide reflete a situação em determinado momento e não representa necessariamente os

níveis existentes algumas horas depois. Por outro lado, a estimativa dos metabólitos urinários, indica

geralmente a situação presente em longo período que i, o que o clínico deseja com freqüência111'.

Em determinadas condições patológicas, os níveis urinários dos metabólitos são mais elevados

ou reduzidos, independentemente do paciente apresentar sinais clínicos de hiper ou hipofuncâo da

córtex para o hormônio correspondente, já que o nível circulante 4 normal. São condições em que a

degradação do hormônio «stá aumentada ou diminuída e, a hiper ou hipofunção e apenas homeostática.

para a manutenção de níveis normais dos hormônios circulantes.

Essas discrepâncias ocorrem em algumas condições patológicas ou após o uso de certas drogas

que podem afetar ou nSo • função pituitârio-adrenal e mesmo assim de maneira indireta. 0

conhecimento de tajs situações é muito importante para se evitar interpretação errônea das dosagens

laboratoriais1461.

0 cortisol (Figura 1) á um composto de 21 átomos de carbono, com a estrutura do

eiclopentanoperidrofenantreno, apresentando algumas característica» comum a todos os esteróides ativos

da córtex: grupo eetônico na posição 3 e uma dupla ligação entre C-4 e C-5 (grupo 3-ceto-A"-3) e uma

carteia literal ligaria ao C 17 do anel D, que * a 17,21-dihidroxi-20cetona (-COH-CO CM, OU)

. nvimento "Prirtef-Silfnv". Fitos r<iMi:t»rí<;tic.i<; r.;in pwnriais paia ativirlarfr» norrnan.il" "



Figurai — Estiuturj r; !•" ica •*.<• coiüsol (liitiiuCortiiona, uv.. composto H 4-priHjrieno W<>, 110,

A rir: nn plasma r"tii"-; ;riRtooo cie id>?n?iii: MI, a'1 imiüo s<"-nsivPl devido à

;"""~"n,j(3i3 HQS cotiirostfi/iiilfjs, ftMr.-i'loi <)(>•-, rliu«rs<.i5 fluidos

p roirso sft Im'iCd .1 ,c;4Uit.

i: <40 tu">, típico pata os pnfiAules f|u» pofsunm sistenias

ti> MI>IU1Í fia lluíi'.';r:!iii:ia, produzida etn (VBsença fie , i lc j l i l 1 '1 v ou <\n ácido . É
'"'.i;.;*v í=.ii',<> ri'i'., fístoróiiios 1.1'ift possuem sisterras a, /i innatmiidos e hidroxila no C-11.

A !(.onr>ní •,) ija f!u<re«r;ijr>c'j rli; cnrtos estcróide?. em meio corHRtido ácido suHúrico, foi
obwrvada em 19Tí; c " Wc:i'.B>ítHir«t p Wiffner"' e, tambóm po» íiKiriiyifiin e Shoppe em 1S43.
Basi/aílns ne'.sd pn-.rin- ),*!<•, muiío'- autores come. Sweal'43^1*1. Csvvis1'121 - ' H a l e " " , Braun',berg &
Jamps n nonynn» , ;!nsc"vo!vw;rn n^todos para a cletHrminação do cortiso! • da corticosterona do
plasma, çrnpieí|?r.-io ;Kt'iitTi;rniniefHfí uma sfiparaç<io cuidadosa dos «tnroides air,iy/és da cromatografia
am colurid'*1 ou ».m pafjei'1 ' '
sensível, apresoiua >: pouc. -r-síiecífir-

•y>41 ou de partição , uma vrv qin a fluoreocència, embora muito

1-)

Em 1952, Mader e Buck . elaboraram um método colorimétiico de determinação do cortisol
e da ccticosterona. empregando o sal de tetrazólio. A redução deste sa! so dá com os esteróides que
apre»emam na sua estrutura i/rn grupo cetol (-CQ-CHjOH) ligado ao C 17 do anel D, formando uma
substância colorida e insolúvel denominada formazona. É um método pouco aplicável, porque necessita
sucessivas puii'icdções dos esteróides, através da cromatografia.

Em 19bO, Porter e Siltwi , desenvolveram métodos de determinação quantitativa do*
17 hidroxicorticostf.róides, fimprf;ganrio a rnação da fenilhidrazina ern ácido sulfúrico concentrado
(reagents de Portçr-Sillwr) com a carlionila err. um dos radicais liyados ao esteróide. É uma reação
específica dos esteróides nue apresentam rta sua estrutura, radica! 11, 17<1ihidroxi-20-cetona ligado ao
C-17 do anel D (Figura l i e csffls com(>ostos s?o conhecidos como "oromogênios" de PorterSilber.
O pfodu'o foirtv«io aprevíiiM (m-r, MP al-soitão máKima a 410 um. Estfi itwimc mííodo foi mixiificado



pelos próprios autores em 1954 1 4 1 ' e Peterson e col. em 19571 '. simphficando-o, e tornando-o

adequado para uso em rotina clinica. 0 reagente de Porter-Silber apesar de ser sensível não é muito

especifico. Devemos ter sempre em mente que no extrato plasmático o^udo existem, além do cortisol

livre, outras substâncias que interferem com a cor em presença desse reagente. Para se ter uma

determinação específica deve-se purificar e separar o cortisol do extrato, empregando métodos

cromatográficos. Muitos autores empregaram esse método para a determinação do cortisol no
-,^,,,,(5.8.13.14.22,26.29.34.39.44.47!

Em 1954, Morris e Williams17'11 empregaram a cromatografia para a separação do cortisol do

extrato plasmático e. aplicaram o método de polarografia aos derivados da hidrazona obtidos pelo

reagent» de Girard. Devido à sua complexidade técnica esse método não foi amplamente utilizado.

d) Oxiriação d i c i o i a lateral ligada ao C-17 do anel D, empregando bismutato de sódio ou

ácido periódico, transformando o cortisol em 17-cetoesteróide. Para a medida do produto

formado pode-se empregar métodos de cromatografia a gás, desenvolvidos por Bailey

ou as reações indicadas para os 17 cetoesteróides

e) Métodos radioisotópicos

São métodos precisos e sensíveis para a determinação dos esteróides do plasma. Podemos referir

três, aplicáveis ao problema.

1) Adição de determinada .uantidade do radioisótopo à amostra, fazendo-se a medida da

atividade da fração final submetida à análise química Por este método conseguem-sa

corrigir todas as perdas ocorridas durante a análise, não se necessitando de cuidados

extremos durante a manipulação o que resulta em economia de tempo. Obtém-se grande

precisão quando a quantidade do radioisótopo empregado for suficientemente pequena,

de modo a não alterar a concentração do esteróide plasmático.

Foi aplicado por Bondy e co l . ( 6 ' 7 ) e Peterson1311.

2) Reação dos esteróides com o reagente marcado. É preciso utilizar uma reação quantitativa

e específica e o produto formado ser quimicamente estável. Mede-se a radioatividade do

produto após várias purificações. Esse método foi utilizado por Berliner'31, Hollander e

Vinecour ( 1 8 ) .

3) Dupla marcação isotópica. Adiciona-se uma quantidade traço do esteróide marcado ao

extrato plasmático, este por sua vez, tratado com reagente radioativo. Foi aplicado por

Avivi e col.<9> empregando I 4 C e 3 H e Bojensen191 empregando ' 3 I I e " S .

Tendo em vista a importância de se conhecer a taxa de cortisol no plasma de indivíduo»
normais e a possibilidade de contar-se com métodos radioiso tópicos, de grande precisão e sensibilidade,
para a determinação do mesmo, procurou-se desenvolver, com base nos métodos referidos na literatura,
umê técnica combinada de determinação de cortisol plasmático.

Para tanto, a amostra em análise, adicionou-se cortisol marcado com J H (tricio) que, como

treçador, deveria permitir a determinação àa taxa de recuperação do cortisol.

A extração, do» esteróides do plasma foi realizada por meio de diclorometano purificado e o
extrato obtido, aplicado quantitativamente em cromatoplaca.

A par t i r da cromatografia. as frações foram eluídas e analisadas oolorimetricsmente,
utilizando-se o reagente de Porter-Silber1361, bom como, determinada sua radioatividade, através da
cintilacao líquida.

De poj*e do» resultado* nnrontriiiloj, procurou sn discuti-los com base natiuBlns relatados pel»
l i t e r a t u r a , p a r a a f i r m a i sf <<<• M I * v . ' l i H * l i '



CAPITULO I I

MATERIAL E MÉTODO

1 - Material Biológico

1.1 - Coleta de Material

0 sargue foi coletado de indivíduos normais e em jejum às 8 horas da manhã. Os doadores
foram pacientes da 1? Clínica Médica (Serviço do Prof. A. B. Ulhôe Cintra) do Hospital das Clínicas da
Faculdade de Medicina da USf; os médicos da Unidade de Diabetes e Suprarenal da 1* Clínica Médica
do Hospital das Clínicas da FMUSP; os doadores do Banco de Sangue do Hospital das Clínicas da
FMUSP; os colegas e voluntários do Instituto de Energia Atômica.

Foram coletados volumes de mais ou menos 60 ml de sangue em tubos heparinizados. Esses
tubos foram centrifugados logo após a coleta e o plasma obtido foi guardado em congelador a -20°C,
até o momento do uso, a fim de evitar a destruição dos esteróides presentes.

2 ~—

2.1 - Reagentes Empregados na ExtraçSo do Cortitol e ns Purificação dos Solventes:

- Diclorometano p.a.
- Ácido sulfúrico concentrado p.a. (Merck)
- Cloridrato de fenilhidrazina p.a. (Merck)
- Sulfato de sódio anidro p.a.
- Etanol p.a.
- Cloridrato de m-fenilenodiamine p.a. (Merck)
- Hidróxido de sódio p.a. (Merck)

2.2 - Reagentes Empregados na Cromatografia em Camada Delgada:

- Silica gel G F 3 6 4 (Merck)
- Clorofórmio p.a. (Merck)
- Etanol p.a.
- Metanol p.a.
- Padrão de cortisol (F) - Sigma Chemical Company - St. Louis, Mo., USA

2.3 - Reagentes Empregados na CoJorimetria:

- Cloridrato de fenilhidrazina recristalizado em álcool e guardado em dessecador com
CaClj.PF = 2 4 0 - 2 4 3 8 C

- Reagartfe "Branco" - 2 partas de H,SO4 64% pari 1 rnrte de etanol bidestilado

- Reagem* de "Porter-Silber" - 1 mg da cloridrato de fenilhidrazina para 1 ml de reegente
"Branco"

- Soluçfo padrlo de cortisol - 5 mg de F em 60 ml de etanol bidestilido (solução estoque)

- Soluçfo padrfc» de trabalho - 0,4 ml dl solução estoque diluída com água destilada para
?00 ml. Esta soluçSo corresponde a 0,2 m por ml de cortisol



B

2 4 - Reagentes Empragadot na Determinação da Radioatividade:

- Soluçio cintiladora1361: PTO = (2.5-difeniloxaxol) 4 g

POPOP - p-bi» 2 (5 faniloxaiolil) banzano 50 mg

tolueno q.i.p 1000 ml

- Soluçio «tartolica da cortiiol 1,2 5 H purifirado

3 - Purificação dot Retgantat

1 1 - PurrficadJo do Coribol 1,2- 3 H

0 cortiiol-1.2- J H (Schwartz Birataarch Inc., New York), am virtude da dagradaçSo durante a
tua ettocagsm, foi purificado previamente por cromatografia am camada delgada, mando silica-gel
G F 3 M e desenvolvido no interna de clorofôrmkj: etanol (87:13 v/v). A regifo correspondente è mancha
do cortisol foi isolada e extraída com etanol bidestilado a o «trato concentrado a um volume cu|a
atividade final foi aproximadamente de 1 jjCi/ml.

1 J - Pwriffcaçto dot Solvent»»

Os solventes p*. foram purificados a testados com o doridrato da fenilhidrazina (integrante do
•agante de Porter-Silber), para remover as substancias cromogenica», Portar-Silber positivas, que existam

o » solventes, a fim d« nio interferiram na posterior colorimetria (coloraeio amarela-hidrazona).

O dicloromatano p.e. a tratado com ácido sulfúrico concentrado. Repete-ta esta operação ata
qua a camada «ulfúrica nab apresente coloraeio amarala com o doridrato da fenilhidrazina. Lava-se com
igua destilada, trata-** com o sulfato de sódio anidro, filtra-ta * deffila-w. Utiliza-se o terço médio,
(pomo de ebuliçJo = 40.1 °C(.

0 etanol p.a. ê lavado á refluxo com doridrato da m-fenilanodiamina, durante 4 horas.
Daslila-te. Trata-se o destilado com sulfato da sódio anidro, filtra-se e redestila-te. Utiliza-se o terço
mêdto que nfc dava desenvolver cor na presença do doridrato da fanilhidruina mais ácido sulfúrico.

4 - Extração «to Cortlsol

Um volume do plasma com adição da cortisol 1 ,2 'H purificado, da 260.000 a 300.000 dpm,
foi extraído eom 6 volumes da didorometano purificado, com agitaçio constant* durante 16 a 20
segundos. 0 * tubos foram centrifugados durante 16 minutos • 1600 • 2000 rpm, para quebrar a
•muhlo. Apôs • ramoçao total do plasma, por aspiração, iuntou-s* 1/2 volume da NaOH0,1 N •
agrlou-w vlgorosamanta ouram* 16 a 20 aagundoi. Os tubo* foram novamente centrifugado» durent* 16
minuto* • 1600 a 2000rpm para quebrar a nova amulsfo qua «a desenvolveu. Removeu aa
imediatamente a camada alcallna sobrenadant*, por asplraçio. 0 extrato fM evaporado i fecuri, aob
corram* da ar a aquecimento a 46*C. O extrato s*co, retomado eom 1 volume da etenol bidattilado foi
ffarwfarido quantrtatlvamenie para um tubo d* eneato da capacidad* da 10 ml, * tarado à ateura aob
Borram* da m • aquecimento, tendo novamente retomado com pequeno volume da etanol bideflllado. O
extrato «tanotico aatim obtido foi aplicado quamttativamama na cromatoplaca.

Placas d* vidro d* 20 > 20 eni, da espessura uniform*, foram colocadas num suporte espacial da



plástico. Uma pasta fina formada pela silica get GF ;>64 e água, na proporção 1:2 (p/v), foi
num recipiente de vidro com tampa, por meio de uma forte agitação. Essa pasta fui imediatamente
transferida para o aplicador Desaga (Applicator Model S I I Desaga/Brinckmanrt), de maneira que o filme
de silica gel apresente espessura uniforme. As placas foram deixadas em repouso a fim <ie se
solidificarem ao ar livre e depois levadas à estufa a 110°C durante 1 hora para serem ativadas. Após a
ativação ficaram estocadas no dessecador a vácuo, com CaCI2. até o momento do uso. Os extratos
etanólicos obtidos foram aplicados quantitativamente nas cromatoplacas. a 1,5 cm da extremidade
inferior, sendo colocado paralelamente padrão de cortisol (2 a S/Lig), servindo de guia para a localização
das manchas. As cromatoplacas assim preparadas foram levadas às cubas de desenvolvimento
(8 1/2 x 4 1/2 x 8 1/2 polegadas), contendo a fase móvel constituída de clorofórmioimetanol (87:13 v/v).
As cubas são providas de p;in.al de filtro, colocado convenientemente a fim de proporcionar uma
saturação uniforme do ambiente. 0 tempo de desenvolvimento foi de 45 a 50 minutos, sendo a distância
percorrida pelo solvente (da origem ao frente) de 15 cm. Após o desenvolvimento, as placas foram
retiradas da cuba e secadas sob fluxo de ar quente, sendo depois reveladas à lu/ ultravioleta IUV). As
regiões correspondentes às manchas do cortisol foram demarcadas e coletadas através de um coletor a
vácuo, provido de filtro de placa porosa. O material contendo o cortisol foi eluido com 5 ml de etanol,
por 3 veies, sendo posteriormente levado â secura sob corrente de ar e aquecimento a 40 C. O extrato
seco foi dissolvido em 5 ml de diclorometano purificado e alíquotas taram utilizadas para a
determinação da massa através da colorimetria e para a medida da radioatividade, por meio do cíntilador
líquido

6 - Colorimetria

6.1 - Técnica

Alíquotas de 4 ml foram destinadas à colorimetria e divididas em duas partes iguais, sendo
transferidas para tubos de ensaio de fundo cònico, com tampa de esmeril, de capacidade de 15 ml. Em
am dos tubos, adicionou-se 0,2 ml do reagente de Porter-Silber'35' e, no outro, igual volume de reagente
branco. Os tubos foram agitados vigorosamente durante 15 a 20 segundos e a seguir deixados em
repouso por 30 minutos. Após esse tempo, os tubos foram centrifugados a fim de permitir separação da
fase de diclorometano, que fica no sobrenadante, sendo a seguir removida por aspiração. O remanescente
nos tubos, contendo o cortisol, foi deixado em repouso á temperatura ambiente, por 18 horas, ao abrigo
da luz, para desenvolvimento da cor.

6.2 - Curva Padrão

Parale'amente á extração pelo diclorometano e preparada uma série de diluições d»
solução padrão de trabalho do cortisol (F), para se obter uma curva padrão. As diluições da
wlução-padrão foram transferidas para tubos de ensaio de capacidade de 50 ml, providos de tampa de
esmeril. Os padrões foram extraídos com 25 ml de diclorometano purificado, sob agitação vigorosa,
durante 15 a 20 segundos, sendo a camada aquosa removida por aspiração. Adicionou-se 2 ml de
NaOH 0,1 N e apitou-se vigorosamente durante 15 a 20 segundos, sendo a camada alcalina removida por
aspiração. O extrato de diclorometano contendo o padrão de cortisol foi dividido em duas alíquotas de
igual volume, que foram transferidas para tubos de ensaio de fundo conico de capacidade de 15 ml. Para
um dos tubos, foi adicionado 0,2 ml do reagente branco • para o outro, o mesmo volume do reaqpntp de
Portw-Silber. Os tubos foram agitados vigorosamente durante 15 a 20 segundos, deixado* pm rnpm»u
cerca de 30 minutos,'sendo depois centrifugados durante 10 minutos a 1.500 a 2.000 ri>m A tamsrta dp
diclorometano foi removida por aspi ação. A solução qun remanesci1 nos tubos, foi rípixaila im repouso *
temperatura ambiente, ao abrigo da lu;, de 16 a 18 horas, para desenvolvimento tia ror

F o i c o r r i d o ( lu ran to im l r i ,, P - . I - . C . V I u m ti".rr*rni:nfnj » in <|I>»• <• ii.tifi.1ii d>' i -u i rn . i l I m

s i ib tu t i i i r i f t |tor fi m l iU- .ton ' '!•--.>.'.>-•-•



A leitura da intensidade da cor foi feita no colorfmetro "Spectronic 20" da Bausch e Lomb, em
microcubetas de capacidade de 0.3 ml. O comprimento de onda foi de 410 nm, onde o cortisol
apresenta pico de absorção máxima.

Para obter-se a curva padrão de cortisol (Figura 3), foram utilizadas as concentrações indicadas
na Tabela I, onde estão mostradas também, as absorbãncias medidas a 410 nm.

A montagem da curva padrão, através da determinaçio colorimétrica do cortisol pela técnica de
POrter-Silber é feita da seguinte maneira. As concentrações do cortisol padrio empregadas, variaram de
0,1 (jg a 0.8 pg, e para cada concentração foram realizadas, paralelamente, reações com o reagente de
Porter-Silber (cloridrato de fenilhidrazina + ácido sulfúrico 64% + álcool etflico) e com o reagente
branco (ácido sulfúrico 64% + álcool etílico), de acordo com a técnica descrita anteriormente na pág. 7
e as respectivas absorbãncias forma determinadas. O tratamento realizado com o reagente branco,
consistiu em verificar se estão presentes tanto na solução padrio de trabalho, como no extrato
plasmítico (apesar de purificado e cromatografado), substancias que reagem com o ácido sulfúrico dando
coloração.

Chamando de padrão A a uma das concentrações utilizadas, temos:

1) padrão A • reagente de Porter-Silber

2) padrão A + reagente branco

Determinaram-se as absorbãncias; tendo, portanto, para o primeiro, o valor de absorbârtcia igual
a o e para o segundo, o valor de b.

O testemunho (onde foi utilizada água destilada no lugar de cortisol) foi também tratado,
paralelamente, com o reagente de Porter-Silber e com o reagente branco, e as respectivas absorbãncias
determinadas.

Chamando de testemunho A, temos:

1) testemunho A + reagente de Porter Silber - d (absorbância determinada)

2) testemunho A + reagente branco = e (absorbencia determinada)

a - b = c

d - e = f

c - f = g - absorbância corrigida do padrio

Empregando-se essa correção para as absorbincias d* todas ai concentrações do cortiiol uedrio,
construiu-se a curva padrão (Figura 3), utilizando-se o método dot mínimos quadrados.

Para obter-se a massa do cortisol plasmaiico. procedeu-se da seguinte maneira.

Chamando-sa de Amostra A a um dos extratos plasmáticos lemos:

i) Amostra A » reagente de Porter-Silber

21 Amostra A • reaqente branco

Determinaram-te as respectiva* absorbâncins; tendo para o primeiro, a ebsorbancía igual t h »
para o segundo, i.



j - f k ahsorlianca corrigida do cortisol plttsmatico.

Peto valor da absorbância k nbtidd e através da rurva nadirio. tem se a <;ij.uitM(.Kjr> do ct>r11s<»l

plasm.uico (L). dado em inii.rorjrdiii.is

7 Medida da Radioatividade

As alíquotas de cortisrtl-1,2 'H purificado e (ins extratos plasma'titos, for.un loin, ,«i,f >
nascos de vidro esp^u-il* ; i " *J*.i rnl de capacidade. Adicionou se ;i st'tjipr, ;t solução rin!i!.-id«n.i. H V
completar o volum» .1 1 j ml, o liual tomece melhor eficiência no pmcesso ila deiumi'Matan ria
radioatividade.

Esses frascos foram acondicionados â baixa temperatura (aproximadamente 0°C) ? jo «ihricio da
litz, durante intervalo de uma hora. a fim de evitar as cintilações luminosa1;. provfriierUf^ <!,! Hupiiri!<il
qufíiitiluminescência e fosforescência. A seguir, iniciou-se a determinação da rüdioatividriile. tnili/andr» sf
a técnica de cintilador líquido (Liquid Scintillation System 725, Nuclear Chicago Corporation!, adequada
para a detecção de partículas/), de baixa energia.

0± raios cósmicos, o afeito termoiònico na fntomulliphc.idora P onfos fatorns. dãn tuiLjtjn: .1
um nível rnnstante de contagem (radiação de fundo BG), que é indnpendpnte (1H ,i.;'iistii> MIIIOÍUIVÍI.
A determinação da tadiacão de fundo é feita, empregando se amostras com as me.-.inai carürtBríítir;!:;
fisi«) químicas, das que serão analisadas posteriormente. Assim, 0,1 (ig de cnrtiso! em soUição de
diclorometano (0,1 fig/ml) foi colocado no frasco de contagem completando se o volumí1 a 15 ml corn n
solução cintiladora

Conhecendo se o ritmo constante da radiação de fundo, utili/ou se a unidade Auto Sul'tract
1 III (3 channel background subtract module Nuclear Chicago Corporation, cat n? 8.7231, acoplada
a>) sistama do contagem a fim de subtrair automaticamente a contagem da radiação de fundo.

A eficiência das contaqenç das amostras foi determinada através do rinMnd» (!•• I;I/SI> dn
i! M ctintagem for ai

(•nu r-sidtístico menor qup 1%.
•:díidis i! M ctintagem foram acumulada; durante um intervalo de tempo, s'if'cientr para <|ar^ntir um

Com os düdns ohtiitos d.i fadioatividadn. calculou-se a ta/a de recupciaçàit do ci:ilisi)l, ntravés
intes relações:

Coritagens da amostrii (cpml
Atividade da amostra - x 100 (1)

(dpm) Eficiência

Atividade da amottra (dpm)
Taxado recuperação - x 100 ('/.)

Atividade do padrão Idprnl

Com o valor do cortitul plasmátino ("L") obtido através da colonrnntria, ir? ÍP ,1 '.uneção diis

" L " (/«])
(| < . ornsii l X 100 (J)

f.ix.i di ' fiM^Uicra<,ão X volumo <lo pí^sir.-i íTttpleqtKi"
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A Figura 2 representa, de modo esquemitico as etapas seguidas para a execução do método.

0 cortisol do plasma de alguns pacientes, foi também avaliado, através do método dos
17-hidroxicorticoster6ides plasmiticos não conjugados, relatados por Peterson e col.<34>.

Construiu-se a curva padrão, empregando-se as concentrações do cortisol e as correspondentes
absorbâncias dada* na Tabela I. A curva foi traçada utilizando-se o métodos dos mfnimoi quadrados.

Tabela I

Concentrações do Cortisol Empregadas na Colorimetria
e as Respectivas Absorbâncias

Tubos
n?

1
2
3
4
5
6

Cortisol

(/ig>

0,1
0,2
0,4
0,5
0,6
0,8

Absorbância
a 410 nm

0,028
0,058
0,107
0,132
0,162
0,218
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P1ASMA

f a s e aquop«

fase aquosa

fase aquoaa

Í
massa

(color imetria-método)

"P&rter-Silber"

Branco ~\

allquotr. àe 5 ml

CH2C12 - 25 ml

fase orgânica

2 ml de NaOH

fase orgânica

2 ml de

fase orgânica

resíduo

concentração sob correute de ar

e aquecimento a 45 C

etanol

cromatografia em camada
delgada (silica gel GF25A)

3 x 5 ml etanol C)

extrato etanóllco

I •

resíduo

concentração sob corrente de ar

e aquecimento a 40°C

I 5 ml d ediclorometano

radioatividade

(clntllador liquido)

Porter-Silber

Flgur» 2 --> Repreienttçío etqugmética do processo de extração, purificaçío e doseamento do cortitol
livre no platma.
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Figura 3 - Curva Padrfo d l Cortiiol
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CAPITULO II I

RESULTADOS

1 - Valor d« Rf

Oi valores de Rf x 100. para o padrão de cortisol. obtidos através da cromatografia em camada
delgada, nas condições já indicadas, estão na Tabela I I . O valor médio encontrado foi de 56,33 ± a46* .

Tateia I I

Valores de Rf x 100 para o Padrão de Cortisol no Sistema
Desenvolvimento, Clorofórmio-Metinol (87:13 v/v|

Indivíduos

normais

E B
N Z K
E M
O U
A B S
GS
BS
A M N
AS
J G S
J S C
JBF
JPP

Média

V

S

RfxiOO

56.60
46.60
73,30
53,60
56,60
46,60
70,00
53,50
53,30
56,60
56,60
46,60
46.60

53,33

8,46

2 - Concentração Plismética do Cortisol am Indivíduos Normais

Os níveis de cortisol plasmitico, obtidoi através da cromatoplaca a partir da regiSo
correspondente a mancha do cortisol, nao corrigidos pelas perdas, est&o na Tabela I I I , coluna A. 0 valor
médio encontrado de 6,87 pg ± 3,75*

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

Os valores de cortisol corrigidos pelas perdas, obtidas através da diluição isotópica, acham-se na
Tabfla I I I , coluna C. 0 valor miMio encuntfado foi de 14,02//q ' 5,79".

[') Tmírr; m 'tüSVIOf m»nMnfi;Kff« f«f<ír"fn sn rK> rj»<v ,J«>
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Tabela III

Valores d* Cortisol Plasmático em Indivíduos Normais

CÍSOS

n?

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13

PACIENTES

Iniciais

EB
NZK
EM
OU
ABS
GS
BS
AMM
AS
JGS
JSC
JBF
JPP

Média

5«xo

F
M
F
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M

Desvio-Pad. o

Idade

25
31
32
—
36
40
-
49
38
21
19
49
-

A

Cortiiol <F)
Plasmático
não corrigido
(pg/100 ml)

2,25
7.66
3,25
8,72

14.20
8,50
4,40
4.38

10.00
3.24
8.18

11.50
3,00

6,87

t 3,75

B

Taxa de Recu-
peração do
cortiiol ra-
dioativo (%l

45,56
50,08
37.13
62,25
70,37
72,10
57,73
38,04
71,27
75.58
44.36
41,90
28,75

53,62

± 15,57

C

Cortisol(F)
plasmático
corrigido
big/100 ml)

4,70
15,30
8,80

14,01
20.08
14,04
14,81
20.03
14,00

4,30
18,40
26,35
10,44

14,02

1 5,79

' São mostrados o* valore* de cortisol plasmático obtido* pelo método de diluiçio isotopica. Na co-
luna A encontram o* valore* de cortiiol nfc corrigido* pelas perde» durante a dosagem (jig por 100
ml do plasma): na colune 8, o* valore* da taxa de recuperação obtido* pela* relaçõei 1 c 2 de pág.
16 (em %) t na colune C, o* valore* do cortisol plasmático corrigido pela* perda* (jig por 100 ml do
plasma).

3 - Comparação do Nível de Cortisol Plasmático, Determinado pelo Método da Diluiçio Isotopica a pelo

de Peterson a cot.1341

Na Tabela IV, achem-» o* valore* de cortisol plasmático, obtido* pelo* método* de Peterson e

col. e de diluiçio isotopica.

O valor médio obtido pelo primeiro método foi de 18,66 pg ± 6,11 * *endo que o segundo
forneceu o vetor médio de 14,42 ug± 3,26*. Aplicando» o teste "t" de Student141, verificou-se que,
para o nível de 1», as média* nlo apresentaram diferenças estatisticamente tignificante*.

I*) Todo» o* davtot nwnctonidM r«f«f»<TM« to dnvio pedrfo'41.
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Tabela IV

Taxa de Cortisol Plasmitico de Indivíduos Normais Obtidos Simultaneamente,
Através dos Métodos de Peterson e col.1341 e por Diluição Isotópica

Indivíduos

normais

BS
AS
JSC
JPP

Mediai

•
s

CORTISOL -«ig/100 ml

Peterson e col. ( 1 7 1

13,50
16,40
18,80
18,80

18.55

± 5,11

Diluição

isotópica

fi
ll

14,42

± 3,26
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CAPlYULO IV

DISCUSSÃO

A finalidade do presente trabalho foi padronizar um método de determinação do cortisol no
plasma, empregando a técnica de diluição isotópica: a extração do cortisol livre de determinado volume
de plasma já adicionado de um "traçador" (cortisol-1,2-3H).

O sangue foi coletado <> • 'ulividuos normais, em jejum, sempre às horas da manhã, devido às
variações nictemerais. sendo o sangue contrifugaòo logo após a coleta e o plasma imediatamente
separado e mantido a 20°C. Essa providência, seyundo Jayle1201, tem por objetivo evitar tanto quanto
possível, adsorção de esteróides às hemácias.

O diclorometano foi escolhido como solvente de extração, por apresentar inúmeras
vantagens'12-201. É bastante estável, não necessitando de purificações freqüentes111'; sendo mais denso
do que a água, a eliminação da camada aquosa após a extração, pode ser feita por simples aspiração,
evitando assim o uso de funis de separação; não é misci'vel com o reagente de PorterSilber; apresenta
coeficiente de distribuição K = 0.14, no sistema água/diclorometano, sendo que a taxa de extração do
cortisol, empregando 5 volumes do solvente, é de cerca de 98% .

A solução de diclorometano. contendo o cortisol, foi lavada com solução alcalina a fim de
remover os estrógenos, as substâncias fenólicas e as ácidas presentes. Essa lavagem deve ser feita
rapidamente, porque os esteróides são susceptíveis de degradação em meio alcalino'121.

Alguns autores determinaram os 17-hidroxicorticosteróides do plasma sem prévia separação dos
esteróides presentes15'14'29'34'35,40,44.47,48I_ M p a 5 J 0 q u e 0 I outros fizeram a separação, empregando
ou cromatografia em coluna de adsorção" 7 - 4 4 ) , ou de partição'9'28', ou em papel ' 3 ' 9 ' 1 8 ' 2 2 ' 2 4 ' 3 1 ' ou,
ainda em carrada delgada'2'. Foi empregada cromatografia em camada delgada, por apresentar tempo de
desenvolvimento mais rápido e pela facilidade de remoção da área, da cromatoplaca, correspondente à do
cortisol.

Pela Tabela I I , verifica-se variação nos valores de Bf x 100 do cortisol-padrão. Entretanto, esse
fato não impede a detecção do esteróide, tendo em vista que, juntamente com o plasma, desenvolvem-se
um ou mais padrões de cortisol, como referência.

Para a determinação do cortisol foi utilizado o método colorimétrico de PorterSilber'361,
ado por Peterson e col.134 ', <

diclorometano, é da ordem de 90 a 98%.
modificado por Peterson e col. '34 ' , cuja eficiência para a extração do cortisol do extrato de

Pela figura 4, obtida de cromatoplaca empregada par* a purificação do cortisol-1,2-JH,
verifica-se que ocorre perda do isótopo na cromatoplaca fato que, segundo Gold e col.1161, ocorre com a
maioria dos esteróides marcados com o trício. Esse efeito pode ser significante sem se levar em
consideração as perdas ocorridas ao longo da cromatoplaca. Devido a isto, após a remoção da região da
mancha correspondente ao cortisol da cromatoplaca, devem-se remover as outras regiSes remanescentes,
também percorridas pelo extrato medindo-se a sua atividade. Eita representa as perdas ocorridas na
cromatoplaca e devem ser somadas aquelas correspondentes às atividades obtidas com a recuperação.

Com a finalidade de comparação, realizou-se a determinação do cortisol no plasma de alguns
indivíduos normais, empregando se o método desenvolvido neste trabalho em comparações com o de
Peterson e col.'341. Os valores obtidos pelo método de Peterson e col., embora mais elevados que os
obtidos nesse trabalho, não foram significativamente diferentes ao nível de 1%, mostrando, portanto, que
esses dois métodos se eqüivalem, como «lias já observavam Peterson e col. em 1957 (34>. Entretanto, os
dois métodos não tio sempre comparáveis. Com efeito, como se poderá observar na Tabela V,
variando te o volume da amostra de plasma, no mesmo indivíduo, nota-se que com maior volume (5 ml),
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obtiveram se resultados discrepantes entre as duas técnicas. Já com o método da diluição isotòpica, os
resultados obtidos loram praticamente iguais com a redução de volume até 3 ml. Entretanto, com 2 ml,
o valor se aproxima do obtido com a técnica de Peterson e col. Nas primeiras determinações (5,4 e 3 ml
de plasma) pela diluição isotòpica, foram localizadas na cromatoplaca, à luz ultravioleta, outras manchas
que não as correspondentes a do cortisol, facilitando desta maneira a remoção do esteróide, auxiliado,
ainda, pela Rf do cortisol padrão. Com a redução do volume de plasma (2 ml), as manchas dificilmente
podem ser vistas à luz ultravioleta, o que dificulta a demarcarão do cortisol; a remoção deste é feita,
então, por comparação com o padrão, exclusivamente, o qui: acarreta * determinação de valores mail
elevados, dada a existência de possíveis substâncias cromoo"mcas, remo» das com o esteróide.

Devido a esse fato o método de Peterson e col., bastante sensível e prático, é válido e
comparável à técnica desenvolvida nesse trabalho, apenas quando não existem substâncias interferentes.
Porter e Silber positivas, na dosagem do cortisol. Portanto, a separação do cortisol do extrato
plasmdtico, através da cromatografia em camada delgada, constitui um eficiente processo para a
especificidade da medida do cortisol.

A grand* vantagem da diluição isotòpica é a possibilidade de correção das perdas ocorridas
durante todo o processo analítico, não havendo, pois, necessidade de cuidados especiais em relação às
perdas durante o processo.

A média dos valores de cortisol obtido através do presente método foi de 14,02pg± 5,79
(Tabela III). É interessante comparar esses resultados com aqueles da literatura, cujos autores utilizaram
a separação cromatográfica do cortisol (Tabela VI). Observa-se que pelos trabalhos em que houve o
emprego do traçador radioativo para a correção das perdas13-6-7-91, similar ao nosso, a média que
obtivemos foi mais alta que a dos autores citados, embora absolutamente comparável aquela apresentada
por Peterson e col.1341, revelando pois, que o cortisol plasmático determinado pela fenilhidrazina e pela
diluição isotòpica dão resultados bastante comparáveis, á semelhança dos que também obtivemos.

Em relação aos métodos não radioativos, colorimétricos e fluorimétricos, os resultados por nós
encontrados são, ainda, mais altos, embora comparáveis. (Tabela VI)

Finalmente na Tabela V I I , podem ser apreciadas a média dos valores por nós obtidos, de 13
•lentes normais, através da técnica de diluição isotòpica e a média dos valores obtidos por Peterson e

1 4 > . Como se vé, os resultados são perfeitamente comparáveis.

Tabela V

Comparação dos Valores Obtidos com Volumes
Decrescentes de plasma

plasma
(ml)

6

4

3

2

cortisol plasmático
(pg/100 ml)

10,44*
18,80"

9,92*

9,63'

18,40*

Técnica de dllulçlo Isotòpica.
Método de Peterson e col.'341.
ReaçSo de Porter-Silbtr.



19

Tabtla VI

Métodos para a Determinação do Cortisol, no Plasma Humano da Indivíduos Normais

Autoras

Morris a
Williams1381

11963)

Sweat1441

11955)

Lewi,'241

11957)

Hale e col l 1 7 )

(1958)

Jenkin122'

(1960)

Bojesen"»

(1956)

Bondy a
Upton171

(1957)

Bondy a

col161 (1B57)

Berliner13*

(1957)

Braunabarg e
Jamei'9'
(I960)

Preterite

trebelj»

Solventes
empregados
na extraçfo

Etanol

Clorofórmio

Acetato de

Etila

Clorofórmio

Tetradoreto

de carbono

Clorofórmio

Clorofórmio

Clorofórmio

Clorofórmio

Acetato de

Etila

Dlclorometano

Separação

cromatografia
de partição
em celite

cromatografia

em sílic* gel

cromatografia

em papel

cromatografia

em papel

cromatografia

em papel

cromatografia

em papel

cromatografia

em papel

cromatografia

em papel

cromatografi

em papel

cromatografia
de pertielo
em celite

cromatografia
em camada
delgada

Detecção

Polarografia

Fluorescência

Fluorescência

Fluorescéncia

Porter-Silber

Radioatividade

Radioatividade

e fluoreseêncla

Radioatividade

e fluorescértcle

Radioatividade

Fluorescéncia

Radioatividade

e fluoretclncle

Cortisol
plasmitico
(Mg/100 ml)

8,4 ±1,5

10,8 ±2,6

9,2 ± 1,5

11,3 ±0,45

13,0 ±6.0

13,3

10,2 ±3,6

8,1 ±3,6

8,6 ±0,4

7,8 ±2,4

14,02 í 5,79
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Tabtla VII

Comparação dos Valore» Obtidos por Piterson e col ( 3 4 )

• peto Técnica da DiluiçSo Itotòpici

Peterson •

col.

Presente

Trabalho

Reaçfo da Portar-Silber

Dihiiçfo isotópíca

Diluiçfo isotópíca

Cortiiol Plaimático
(pg/100 ml)

1S.0 t 4 , 5

U 7

14,0215,79
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CAPfTULO V

CONCLUSÕES

1 — A técnica de diluição isotópica permit* corrigir as perdas occrrídas durante a

manipulação.

2 — 0 método rip diluição isotópica é superior aquelas técnicas em que, para a dosagem de

cortisoi, sem separação prévia do «terõide, existem interferentes na rateio da

color imetria

3 — 0 método de diluição isotópica conduz a resultados similares aos obtidos com o

método de Peterson e co)., exceto na condição acima.

4 - A cromatografia em camada delgada mostrou-se eficiente na separação do cortisoi livre
do plasma.
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