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lo INTRODUÇÃO 

No terreno da medicina, cada vez mals sente-se a necessidade 

de poder apreciar o aspecto din^iico dos fenómenos biológicos que estao 

na base dos processos fisiológicos ou fisiopatologicos« Daí a constante 

procura de métodos analíticos que permitam surpreender e definir caracte 

rípticas dinámicas de processos básicos como a absorção, secreção, ellmi 

nação, etc» 

No âmbito da endocrinologia, apôs se terem estabelecido e com 

provado posteriormente, técnicas capazes de determinar a concentração 

dos diferentes hormônios no sangue e em tecidos diversos, verificou-se 

que esta informação, de caráter essencialmente estático, nem sempre era 

suficiente para uma adequada definição do problema funcionalo Era mister 

conhecer a maneira e, principalmente, o ritmo com que os diferentes hor

mônios são produzidos e postos a disposição do consumo periférico. Ha-

via, pois, a necessidade de criar novas metodologias capazes de medir as 

quantidades de determinadas substancias que sao produzidas na unidade de 

tempo, constituindo-se essa informação, em verdadeiro parâmetro de compe 

tência funcional do tecido específico, de um lado, e, em expressão da 

conservação de mecanismos da homeostase, de outro» 

Decisiva nesse sentido foi a contribuição das técnicas radioa 

tivas que permitiram abordar praticamente a medida de parâmetros da dina 

mica das substâncias dotadas de ação hormonal» 

Dentro de nossa formação e levados pela particular inclinação 

ao estudo dos métodos analíticos associados ãs técnicas gerais bioquími

cas, interessamo-nos pela determinação dos rítmos de produção de hormô

nios, em particular do cortisol, hormônio produzido pelo tecido cortical 

da glândula suprarrenal, por meio de traçadores radioativos. 

Antes do advento das técnicas que empregam traçadores radioa

tivos, os métodos utilizados para a medida da taxa de secreção de corti

sol, envolviam a administração de grandes quantidades do esteroide, in

duzindo üm̂  estado de desequilíbrio dinâmicoo Esse fato foi posteriormen^ 
(33) 

te.confirmado, dentre outros pesquisadores, por SAMUELS e col» e 
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Com base na literatura e diante da possibilidade de associar

mos técnicas colorimetricas e radiometricas de medida, pudemos estabele

cer um plano de trabalho, que fosse capaz de informar as taxas de secre-

çao(*) de cortisol em indivíduos normais e com disfunção adrenocorticals 

(*) Eobora ainda cão tenha sido divulgada qualquer nomenclatura oficial relativa ao glossário emprega
do em analise oompartimental e em cinétiíca de- substâncias biológicas, são mais frequenteraante uti
lizadas as expressões seguintes, que serão usadas, no decorrer desta exposição, como equivalentes 
das correspondentes palavras em Imgua inglesa: 
pool. =• fase 
turnover rate » taxa de renovação 
secretion rate « taxa de secreção (quantidade total da substância em estudo secretada na unidade 

de tempo). 

I N S T I T U T O D E E N E R G I A A T Ó M I C A 
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2o MATERIAL E MÉTODOS 

2olo Material Biológico 

a) Preparação da dose de cortisol-l,2-3H 

O cortisol-lj,2-^H a ser infundido foi previamente purificado 

por cromatografiao Para tanto, alíquotas do cortisol-l,2-^H (Schwarz 

Bioresearch Inco, New York) foram aplicadas em cromatoplacas recobertas 

com a pasta de silicagel G, e desenvolvidas no sistema cloroformio-eta-

nol (90slO v/v)o A mancha correspondente ao esteroide foi extraída com 

etanol redestilado e esterlli,zada por filtraçao em "millipore", a volu

mes de 3 ml por dose e correspondente a um valor medio de 3,5 uCi» 

b) Coleta do material 

As urinas de pacientes da Primeira Clínica Medica (SerVlço do 

Profo Ao Bo Ulhoa Cintra) do Hospital das Clínicas da FoMoÜoSoP«, foram 

coletadas durante o período de 24 horas antes e apôs administração endo

venosa aguda (5 minutos) de 2,5-4,5 jiCl de cortisol-1,2-%; as urinas fo 

ram conservadas em congelador, com timol, a fim de evitar a destruição 

dos asteroides a serem analisados» 

2o2<, Extração e Hidrolise Enziraãtica 

a) Reagentes 

Diclorometano destilados tratar Io000 ml de dlclorometano cora 50 ml de 

H2SO1J conco Repetir a operação ate que a camada sulfúrica nao mais apre

sente coloração amarelada com o reagente de "Porter-Silber"© Lavar com 

agua destilada, agitar com Na2S0ij anidro e filtrar em papel» Destilar e 

utilizar o terço medio» 

B-glicuronidases Ketodase , da Warner-Chilcott Lab», contendo 5o000 U-
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nidadas Fishman/mlc 

Tampão acetato-acético pH 4,5 ou 0,1 Mo 

Acetato de etila redestilado| acetato de etila»o o o o o«ooloOOO ml; anidri-

do aceticoooooooooolOO ml; H2S0^ cone»»o o<.»»o olO gotaso Submeter a reflu 

xo durante 4 horaSo Destilar^, Agitar o destilado com 20-30 g de carbona

to de potássio anidro, filtrar e redestilaro Utilizar o terço médloo 

Hidróxido de sodioo 

Sulfato de sodio anidro» 

Etanol redestilados Submeter a refluxo 1»000 ml de etanol com 4 g de cio 

rldrato de m-fenllenodiaminao Destilar» Agitar o destilado com Na2S0i| a-

nidroj filtrar em papel e redestllar; utilizar o terço medio» 

b) Técnica 

Alíquotas da urina de 24 horas, correspondentes a 1/20 do vo-

limie total, foram extraídas com 3 vezes 3 volumes de dlclorometano destl 

lado, a fim de remover os esterõides livres e os materiais interferentes 

» A seguir, a fase aquosa fjoi taraponada com 0,1 volume de tampão ace 

tato-acetico e ^dicionou-se B-gllcuronidase para uma concentração final 

de loOOO Unidades Fishman/ml» Apos incubação a 47°C, durante 15 horas,os 

esterõides liberados foram extraídos com 3 vezes 3 volumes de acetato de 
Í13) 

etila redestilado ,̂  '» *0s extratos combinados foram submetidos a lava

gem alcalina con̂  3 vezes- 0,5 volume de í̂ aOH 0,5 N, seguida de uma lava

gem com 0,05 volume de agua destilada^^-^^» Apos adição de sulfato de so

dio anidro, o extrato foi filtrado em papel de filtro Whatman I, e evapo 

rado ã secura, s,ob pressão reduzida^ a temperatura de 40-43°C» A seguir, 

foi retomado com, aproximadamente, 20 ml de etanol redestilado e transfe 

rido quantitativamente para um tubo de ensaio (25 ml de capacidade), on

de o extrato etanolico foi evaporado ã secura, sob corrente de ar e aque 

cimento a 45°Co O resíduo seco foi retomado com 1,0 ml de etanol» Uma a-

líquota deste extrato foi aplicada na cromatoplaca, através de uma micro 

bureta» 

2o3» Cromatografía em Camada Delgada 

a) .Reagentes 
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Silicageâ Merck 

Gloroformio 

Etanol 

Diclorometano 

Metanol , 

Solução reveladora de azul de tetrazõllos 2 partes de solução aquosa de 

azul de tetrazolio a 0,2% para uma parte de solução de NaOH 10%o 

Solução padrão de tetra-hidrocortisona (THE): 2 mg de THE dissolvidos em 

etanol redestilado qoSop» 20 ml» 

b) Técnica 

Placas de vidro 200x20Qx4 mm, planas e lapidadas, conveniente 

mente lavadas, foram recobertas com a pasta de silicagel G (silicagelG+ 

agua destilada^ na proporção de 1:2 peso/volume), através de um aplica-

dor Desaga (Applicator Model S-II; Desaga/Brinkmann), na espessura de 

2S0 yo Ás placas foram deixadas em repouso ate a pasta se solidificar (a 

proximadamente 10 minutos), sendo então ativadas a 105°G, durante 1 hora 

e imediatamente transferidas a um dessecador a vacuo contendo CaCl2,como 

agente dessecante» 

Alíquotas de 150 yl, do extrato urinario"foram aplicadas nas 

cromatoplacas, através de microburetas (Micrometer Buret, catoUp s-1100-

-RGI Incorporated), a ls,5 cm da extremidade» A linha de frente da mistu

ra de desenvolvimento foi marcada a 15 cm da linha de base» As cromato-

placaSj assim preparadas, foram transferidas as cubas de desenvolvimento 

(8 | /2 ^ ^1 /2 ^ 8 l /2 polegadas), providas de papel de filtro, conveniente 

mente colocadog, a fim de proporcionar saturação uniforme nas cubas» Uti-

lizou-se a técnica de desenvolvimento cromatografico bidimensional,sendo 

a fase mõvel constituída de dois sistemas desenvolvedores (21)(30). 

sistema I ~ cloroformio-etanol (90:10 v/v) 

sistema II « diclorometano-metanol (150slO v/v) 

O tempo de eluição foi de 35 a 40 minutos, no sistema I e 20 

a 25 minutos no sistema 11» 

Gromatoplacas contendo 100-150 pl da solução padrão de tetra-

-hldrocortisona foram desenvolvidas simultaneamente com as cromatoplacas 
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contendoiallquotas do extrato urinario« A seguir, as placas com a solu

ção de THK, foram nebulizadas com a solução reveladora de azul de tetra

zolio, a fim de visualizar o asteroide» Com os valores dos R^s obtidos,a 

região correspondente a tetra-hidrocortisona, na cromatoplaca contendo o 

extrato urinario, foi demarcada, raspada e coletada através de um cole

tor a vacuo provido de filtro de placa porosa» O adsorvente foi agitado 

\ com 4 porções de 5 ml de etanol redestilado» O extrato etanolico, conten 

do a tetra-hidrocortisona, foi evaporado ã secura, sob corrente de ar e 

suave aquecimento» O resíduo seco foi retomado com 1,0 ml de etanol re

destilado e alíquotas foram tomadas para determinação da massa e da ra

dioatividade do esteroide. 

2.4« Colorimetria 

a) Reagentes 

Solução padrão de tetra-hidrocortisona: 2 mg de THE 'dissolvidos em eta

nol redestilado q»Sopa 20 ml» 

Clorddrato de fenilhidrazina: recristallzado em etanol e,dessecado sobre 

CaCl2 anidro» 

Reagente"t^£ânco": duas partes de H2SO11 a. 64% para uma parte de etanol re 

destilado» 

Reagente" de "Porter-Sllber": 1 mg de cloridrato de fenilhidrazina para 1 

ml do reagente "branco"i 

b) Técnica 

A avaliação quantitativa da tetra-hidrocortisona, do extrato 

urinario, foi obtida pela aplicação do método colorimétrico de FORTER e 

SILBER^^^^(^^^o O extrato etanolico, contendo a tetra-hidrocortisona,foi 

dividido em duas alíquotas de igual volume» Apos evaporação ã secura, a-

dicionòu-ise a um dos tubos 3,0 ml de reagente "branco" e a outro, igual 

volume de reagente de "Porter-Sllber"» Paralelamente, foi preparada uma 

serie de diluições da solução padrão de tetra-hidrocortisona (THE), para 

obtenção da curva padrão» Os tubos, assim preparados, foram deixados em 

reação, ã temperatura ambiente, e ao abrigo da luz, durante 15 horas. As 
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Concentrações de THE empregadas na colorimetria» 

Tubos §etra-hidrocortisona 

(Pg) 

Absorbância 

a' 410 m|i 

1" 1 0,0137 

2 3 0,0399 

3 • 5 0,0651 

4 8 0,1045 

5 10 - 0,1295 

6 15 0,1927 

7 20 0,2544 

8 25 0,0132 

I N S T I T U T O D E E N E R G I A A T O M I C A 
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0,3000 

0,2000 

0,1000 

(Concentração^ de THE (yg) 

1 FIGURA 1. Curva padrão de tetra-hidrocortisona (THE), obtida com as se

guintes concentrações de THE, a '410 my: 

T etraF^idr 00 or tis oaa Absorbância 
a 410 

1 
3 
5 
8 

10 
15 
20 
25 

0,0137 
0,0399 
0,0651 
0,1045 
0,1295 
0,1927 
0,2544 
0,0132 
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leituras foram realizadas no espectrofotõmetro Coleman Jr^, em comprimen 

to de onda X - 410 mp» 

Para a feitura da curva padrão de tetra-hidrocortisona (THE) 

foram utilizadas as concentrações indicadas na Tabela I, bem como,as ab-

sorbâncias. medidas a 410 mv» 

A Figura 1 mostra a curva padrão obtida a partir dos valores 

referidos na Tabela 1« 

2.5. Medida da Radioatividade 

a) Reagentes 

Solução cintiladoras 2,5 difeniloxazol (PPO)»oooooóoo4 g; {p-bis[2-(5 -

-feniloxazol£]benzeno} (P0P0P)oo.(,oo<.<.o50 mg; Naftalenooo*o9o»ool20 g; 

1,4 DloxanOooooaooooloOOO ml» 

Solução etanolica de cortisol-1,2-%: o cortisol-1,2-% foi purificado 

por cromatografía em cjamada delgada, unidimensional no sistema de desen

volvimento constituído de clorofõrmiosetanol (50:10 v/v)»-

Padrão internos uma alíquota da solução de cortisol-l,2-^H, cromatograf! 

camente pura, foi diluída em solução cintiladora e a seguir utilizada co 

mo padrão intemoo 

b) Técnica 

A radioatividade das amostras de urina e dos extratos urina'^í. 

rios foi determinada por técnica de cintilador líquido (Liquid Scintil

lation System 725, Nuclear Chicago Corporation), adequada para detecção 

de partículas B de baixa energia, utilizando-se o método da padroniza-
« . ^ (6)(8) 

çao interna^ « 

A atividade da solução etanolica de cortisol-1,2-% foi de

terminada no sistema cintilador líquido, pelo método da razão de ca

rnais pelo uso de um conjunto de padrões de tritio (Tritium unquen 

ched and quenched standards set; Nuclear Chicago Corporation, order 

n9"180040-180050)o 
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TABELA II 

Discr1m1na-

dor superior 

Radiação 
de fundo 

RÍtmo de 
contagem 
da amostra 

I^mostra-Bg] 
S^Bg 

(V) (cpm) (cpm) (cpm) (cpm) 

1,0 8 149 141' 2485 

2,0 21 441 420 8400 

3,0 39 635 596 9108 

46 771 725 11427 ' 

5,0 55 893 838 12768 

6,0 66 902 836 10589 

7,0 - 68 910 842 10426 

8,0 70 946 876 10962 

9,0 76 976 900 10658 

9,9 82 > > 988 906 10010 

Bg « radiação de fundo, obtida com 1,0 ml de urina não radioativa 

Amostra = 1,0 ml de urina radioativa (alíquota da urina total de 24 ho

ras de um dos pacientes estudados)« 

Ajuste da voltagem superior de discriminação do sistema cintilador líquido 



- 12 -

Os discriminadores dé voltagem do analisador de altura de pul 

sos do sistema cintilador líquido foram ajustados no intervalo de 0,5 a 

55,0 volts, quando ocorre o valor máximo para a relação sinal-ruido 

(S^/Bg)^-''^^^^^\ como esta indicado na Tabela II. 

" As amostras foram preparadas para contagem em frascos de vi

dro, de baixo teor de potássio(*) de 20 ml de capacidade, pela adição de 

solução cintiladora ate completar 15 mi a alíquotas de 1,0 mi do lote de 

urina coletada em 24 horas ou 2,0 mi de extrato urinario o A urina co

letada, durante 24 horas, antes da administração de cortisol-1,2-%, foi 

utilizada para a determinação da radiação de fundo ("background") <, 

As amostraSg, em duplicata ou triplícate, foram contadas até 

acumular lOoOOO contagens, para garantir um erro estatístico menor que 

1%(, Apos adição de 1,0 mi de padrao interno, foram novamente submetidas 

a contagemo Através dos valores obtidos, determinaram-se as atividades 

das amostras, utilizando-se a seguinte formula: 

Atividade (dpm) = ^ ^ " 

onde; 

A » ritmo de contagem da amostra (cpm), antes da adição do padrao inter 

no; 

P ^ atividade do padrão (dpm) 

B = ritmo de contagem da amostra (cpm), apos adição do padrao interno; 

Bg K radiação de fundo, obtida com a urina nao radioativa., 

Do que foi exposto, para maior facilidade de entendimento, a 

Figura 2 representa esquematicamente o processo analítico de extração do 

glicuronato de THE urinario» 

2o6o ludida da Taxa de Secreção de Cortisol 

(*). (Spectravial I, order nS 332é, Huolear Chicago Corporation)» 
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Ã partir dos resultados obtidos, a taxa de secreção de Corti

sol foi determinada nvm total de 11 indivíduos, sendo 6 normais, 3 com 

síndrome de Gushing, 1 com hiperplasia congênita virilizante adrenal com 

hipocortisolismo e 1 com adrenalectomia total, bilateral, mantido com 20 

mg de cortisol oral, por dia, pelo emprego das formulas que se seguem: 

•2 -~-3 

onde: 

SoG = taxa de secreção de cortisol (mg/24 horas), onde SGi é o valor ob

tido a partir da dose injetada e S 0 Ç 2 o valor resultante da fra

ção eliminada na urina; 

D = atividade de cortÍsol-ls,2-% administrado (dpm); 

AoE = atividade específica de THE (dpm/yg); 

T = atividade total na urina de 24 horas (dpm) •> 

- O verdadeiro valor da secreção de c o r t i s o l s i t u a r - s e - ã 

entre os valores obtidos-por SoCi e S0G20 
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orgânica 

í 
Fase 
aquosa 

lavagem 
alcalina 
(reextrair) 

aquosa 

urina de 24 horas 

Alíquota (1/20 vol, 24 horas) 

Fase aquosa 

0,1 vol.' tampão acetato-acético pH 4 ,5 (0,1 K) 

Fase aquosa tamponada 

j ^ - glicuronlgaâe (l.OOO U,F,/ml) 
incubar a 4? C3 - 15 horas 

Fase aquosa hidrolisada 

3x3 vol, acetato de etila 

Fase orgânica 

3x0,5 vol, WaOH 0,5 N 

Fase orgânica 

acidificar oom ácido acético 0,5 N, se necessário 

Fases orgânicas cokbiuadas 

1x0,05 vol. 

Fase orgânica 

a) Ma2S04 anidro 

b) filtrar 

c) evaporar à 40-43''C, sob pressão reduzida 

Resíduo 

-Cromatografia em camada delgada", bidimensional 

4x5 ml etanol (THE) 

Extrato etanolico 

massa 

(método colorimétrioo 

de Porter-Silber) 

radioatividade 

(sistema cinti 

lador líquido) 

FIGURA 2o Representação esquemática do processo analítico para extração 

do glicuronato de THE urinãrioo 

I N S T I T U T O D E E N E R G I A A T Ô M I C A 
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3,4. Taxa de Secreção de Cortisol 

Na Tabela VI, estao indicados os valores da taxa de secreção 

de cortisol nos pacientes estudados, onde se verificam os resultados se

guintes; a) para os indivíduos normals, obtiveram-se 23,5 * 5,8 mgdecor 

tisol/dla, a partir da dose administrada e 17,0 * 5,8 mg de cortlsol/24 

horas, quando resultante da fração eliminada na urina» Ãplicando-se o 
(34) 

teste , verifica-se, na comparação das taxas de secreção de corti

sol, que os portadores de síndrome de Cushing apresentam valores slgnifl 

cativamente mais altos do que os normais (pi/2 o^^ido = 0,012; P1/2 crí

tico « 0,025); b) para o paciente com hiperplasia congenita virilizante 

adrenal com hipocortisolismo, os valores obtidos foram baixos; c) para o 

paciente com adrenalectomia total bilateral, obtlveram-se 19,6 e 14,7 mg 

de cortisol/dia, valores estes compatíveis com a quantidade de Cortisol 

administrado (20 mg/dia). 
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TABELA III 

Pacientes 
Valores de R^><100 

Pacientes 
I (*) I I ( A * ) 

ÇAM 25 19 

RBR 33 32 

G^L 30 17 

PR AO 20 

VBF 37 30 

HMO 31 18 

HGM 30 24 

LES 33 17 

^ LÇB 33 17 

NMG 40 20 

ICG 35 20 

Media 33,4 21,3 

s ±4,5 . *5,2 

(*) sistema I » olorofÓrmio; etanol (90:10 V/T) 

(**) sistema II - diclorometano: metanol (150;10 v/^) 

« 

Valores de Rf^ioo para padrao de THE, nos 

sistemas de desenvolvimento I e Ile 
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TABELA IV 

Indivíduos normais 

Caso Paciente Excreção" de THE em 

24 horas (mg) 

1 GAM 

2 RBR 3,3 

3 GSL 3,3 

4 PR 4,3 

5' VBF 5,2 

6 LES 1,9 

Media 3,5 

s ±1,1 

Pacientes com síndrome de Cushing 

7 HGM 10,0 

8 • LCB 8,0 

9 ' NMG 7,6 

"Pâ  Cientes com hlpoadrenalismo 

10 ( A * ) HMO 

11 ( * A * ) ICG 1.4 

*) THE liberadoti por hidrolise eüzimática do glicuronato dÇcTHE 
**)Hiperpla3ia congênita virilizante adrenal com hipocortisolismo 
t?*)Adrenalectomia to ta l , bilateral, mantida com 20mg de corti

sol/dia. 

I N S T I T U T O D E E N E R G I A A T O M I C A 

Valores de excreção urinaria de 

THE(*) nos pacientes estudados» 
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TABELA V 

Dose injetada de cortisol-1,2- H, percentagem excretada em 24 ho

ras,e atividade específica de THE(*) urinario,nos pacientes estudados, 

. Caso 

n9 

Paciente Sose 

(dpm) 

Excreção em 

24 horas (%) 

Atividade específica 

de THE (dpm/pg) 

1 GAM 5,87.10^ 81,7 210,0 

2 RBR 5,87ol0^ 71,1 226,0 

3 GSL 5,87ol0^ 76,0 328,6 

4 PR 5,87olO^ 68,2 310,5 

5 VBF 9,77.10^ 76,3 307,8 

6 LES 9,77,10^ 52,7 524,8 

7 HGM 9,77,10^ 62,2 85,2 

8 LCB 9,77-10^ 70,8 150,0 

9 KMG 9,77olO^' 75,8 184,8 

10 HMO 9,77ol0^ 81,6 744,5 

11 ICG 12,10ol0^ 75,0 618,2 

Media 71,9 

s ±8,5 

'(«) THE liberado^ por hidrólise eazimática do gliouronato de THE, 
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TABELA V 
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TABELA V 
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(*) THE liberadô : por hidróllae enaimática do glicuronato de THE, 
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TABELA VI 

Indiv^ .duos normais 
Taxa de secreção de cortisol 

Caso Pacientes Idade e Peso Altura 
Dose admin^ Excrourino24h 

n9 s^o (kg) (cm) 
(dpm/AoE) (dpm/AoE) 

1 Gm 23a,M 50,6 166,5 27,9 22,8 

2 RBR 33a, F 53,7 158,0 26,0 18,5 

3 GSL 47a,M 79,4 164,0 17,9 13,6 

4 PR 46a,M 54,1 171,5 18,9 12,9 

5 VBF 28a,M 49,0 169,0 31,7 24,2 

6 LES 32a,M 48,0 148,0 18,6 9,8 

Media 23,5 17,0 

s ±5,8 

Pacientes com síndrome de Cushing 

7 HGM 50a, F 54,9 155,5 • 109,7 68,2 

8 LCB 20a,F 63,1 157,0 62,3 44,1 

9 NMG 27a, F 57,0 145,0^ 52,9 40,1 

-
Pacientes com hlpoadrenalismo 

10(*) HMO lSa,F 48,0 154,0 12,5 10,2 

1 1 ( A * ) ICG 25a,F 51,3 155,0 19,6 14,7 

(o) Hiperplasia oongenita virilizante adrenal oom hipocortisolismo 

(**) Adrenalectomia total, bilateral, mantida com 20 mg de cortisol/dia. 

Valores da Taxa de Secreção de Cortisol nos pacientes estudados, 
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TABELA VIII 

Autorias) Método 
Taxa de secreção de 

cortisol (mg/24 horas) 

SoCi 

Hanadag So atividade especifica 
de THE 

17,9-31,7 (X - 23,5) 

Cope e Black^^^ atividade específica 
de THE urinario 

4,9-24,0 (X « 14,5) 

Flood e colado ̂•'•̂^ atividade específica 
de THE e allo-THF 

12,2-20,5 

(31) 
Romanoff e coluu 

atividade específica 
de THE ' 

15,5-31,4 

(2) 
Mlynaryk e colo 

atividade especifica 
de THE e THF 

9,9-28,7 (X = 16,1 ± 6,5) 

Lajme e colô '''̂ ^ atividade específica 
de THE e allo-THF 

16,1 ± 0,8 

Biglieri e col=^^^ atividade específica 
de THE e allo-THF 

9-31 (X = 18,8) 

Van Der Straeten 
e colo (38) 

atividade específica 
de THE,THF e allo-THF 

15,9-30,9 (X = 21,4) 
í 

Albuquerque e 
Waichenberg (1) 

atividade específica 
de THE 

8,5-14,8 

Bailey e West^^^ atividade específica 
dos metabolltos conjuga
dos com acido glicuronim 

16,4-18,5 

Taxa de secreção de cortisol em indivíduos normais - Comparação 

dos resultados obtidos com os relatados na literaturao 
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4o DISCUSSÃO 

O presente trabalho, cujo Interesse foi o de determinar a ta

xa de secreção de cortisol), utiliza o princípio da diluição isotópica 

(26) (39) ' 

Administrando-se endovenosamente uma quantidade "traço" de cor 

tisol radioativo, ele se distribuirá, como o esteroide endógeno, igual

mente entre todos os metabolltos conhecidos e desconhecidos e ira apare

cer na urina» O esteroide marcado e seus metabolltos são diluídos pelo 

correspondente esteroide nao marcado e seus metabolltos, e o fator dessa 

diluição pode ser determinado medindo-se o conteúdo isotópico do próprio 

esteroide ou de um ou varios dos seus metabolitoso Conhecendo-se a quan

tidade e a atividade específica do esteroide administrado, a atividade 

específica do metabolito isolado e o tempo de coleta da urina (apôs admi 

nlstraçao do esteroide radioativo), a taxa de secreção de cortisol serã 

fornecida pela expressão: 

SoC = ( f ^ - 1) a X d X 10-3 

onde: 

SoC = taxa de secreção de cortisol (mg/dia); 

AoE =• atividade específica do metabolito isolado; 

AoEi - atividade específica do esteroide injetado; 

a - quantidade de esteroide administrado; 

d = numero de diaso 

No presente trabalho, a expressão (I), resume-se a: 

SoCi ^ 10-3 (IX) 

onde: 

Sopi = taxa de secreção de cortisol (mg/dia); 
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AoE = atividade específica do esteroide isolado (THE); 

D - atividade do esteroide administrado (dpm)« 

Uma vez quê , o período de coleta da urina foi de 24 horas(por 

tanto, d=l) e a massa do esteroide administrado, infinitamente pequena 

(â » desprezível)o 

O valor da taxa de secreção de Cortisol serã fornecido pela 

expressão (11)9 se toda a dose injetada for eliminada na urina de 24 ho 

raSo Entretanto, como isto não ocorre (Tabela V), o verdadeiro valor da 

taxa de secreção de cortisol situar-se-ã entre os valores obtidos por 

SoCx e S0C29 evidentementeo 

A expressão (III) dã o valor da taxa de secreção de cortisol 

resultante da fração de dose excretada na urinas 

S 0 C 2 = ^ 10-3 (XXX) 

ondes 

S 0 C 2 == taxa de secreção de cortisol (mg/24 horas); 

T = atividade total na urina de 24 horas (dpm); 

AoE = atividade específica do metabolito isolado (THE),, 

Todavia, a taxa de secreção calculada em paciente adrenalecto 

mizado, mantido com 20 mg diarios de cortisol (F), forneceu um valor de 

19,6 mg F/dia, quando obtido a partir da dose administrada e 14,7 mg 

F/dia, jĈ JabélaííVî jlil̂ ^̂ 'io derivado da fração eliminada na urina, sugeriu 

do que o valor real da taxa de secreção de cortisol, calculado pela téc

nica em uso, esta mais proximo do obtido com a formula S o C j , relacionada 

com a dose injetada (Tabela VI)o 

Ê importante notar que, como em todos os ensaios de diluição 

isotópica, os resultados nao sao invalidados pelas perdas que possam o-

correr em quaisquer etapas do método, exceto o cuidado da coleção urina

ria que deve ser completa no período em estudoo Iste detalhe é importan

te considerando que interessa apenas a atividade específica (relação ra

dioatividade/massa correspondente)o A fim de que a validade desse método 
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seja preservada^, os seguintes Itens devem ser o b s e r v a d o s s 

a) a administração das moléculas do esteroide radioativo não deve afetar 

o equilíbrio entre as moléculas endógenas livres e as ligadas ã pro

teína; 

b) a via de metabolizaçao do esteroide em estudo deve permanecer constan 

te durante o período de coleta da urina», A circunstancia em que éste 

requisito não é preenchido é quando ocorre aumento repentino na secre 

ção de Cortisol;, durante o tempo de coleta do material^ de tal forma 

que o equilíbrio cortisol-cortisona é rompido^ No presente trabalho, 

esse requisito foi preenchido pela coleta da urina no intervalo de O 

a 24 horas apos administração do cortisol, pois é sabido que ocorre 

variação nictemeral na taxa de secreção de cortisol^^^^; além disso, 

os pacientes estavam em condições clínicas de equilíbrio dinâmico 

("steady state"); 

c) apos a filtraçao glomerular do esteroide radioativo, o rim nao devera 

discriminar entre cortisol marcado e não marcadoo Assim sendo, a reab 

sorção tubular nao devera ser diferente para o cortisol radioativo e 

não-radioativo; 

d) o metabollto utilizado para o calculo deve provir somente do esteroi

de "pai" em estudOo Portanto, no estudo da taxa de secreção de corti

sol, a tetra-hidrocortisona (THE) excretada deve ser totalmente deri

vada do cortisol secretado, no qual o traçador radioativo injetado se 

distribuiu uniformementCo 

O método aqui apresentado, envolve, pois, os seguintes está

gios; a) determinação da massa de um dos metabolltos urinarios (THE) do 

cortisol; b) determinação da atividade específica desse metabolito; c)de 

terminação da radioatividade injetada e da fração excretada na urina no 

período de 24 horas apos a infusão aguda de cortisolo 

A via endovenosa foi utilizada para administrar o cortisol -

-l,2~3ii^ a fim de eliminar quaisquer duvidas quanto ã completa absorção 

do mesmo, embora COPE e BLACK^^^ e HANADA e WAJCHENBERG^^^^ tenham en

contrado boa correspondência entre os valores da taxa de secreção obti

dos pelas vias oral e endovenosao 
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A via endovenosa foi utilizada para administrar o cortisol -

-1,2-3115, a fim de eliminar quaisquer duvidas quanto ã completa absorção 

do mesmo s embora COPE e BLACK^^^ e HANADA e WAJCHENBERG^^^^ tenham en

contrado boa correspondência entre os valores da taxa de secreção obti

dos pelas vias oral e endovenosa» 



- 26 -

O método consiste¡, inicialmente^ na separação de um metaboli

to urinario de cortisol, o THEo O cortisol presente na urina não é ade

quado para esse estudo^, pois encontra-se em concentração inferior a 50 

yg/dia, na urina de indivíduos normais ̂^̂ "̂  <, Foi separado o THE (tetra-

-hidrocortlsona) s, pois este é encontrado na urina em quantidades relati

vamente grandesE, cerca de 3^5 mg/dia na urina de indivíduos normais (Ta

bela IV)o Essa substancia é eliminada principalmente na forma conjugada 

com acido glicuronlco, sendo isolada por técnica cromatografica em cama

da delgada, depois de sofrer hidrolise enzimãtica com B-glicuronidade(15 

horas, 470C, loOOO Unidades Fishman/ml), conforme GLENN e NELSON̂ "''̂ »̂ 

Apos extração com acetato de etila, a fase orgânica foi subme 

tida a lavagem alcalina com solução diluída de NaOH, a fim de remover a 

grande maioria das substancias (ácidos, pigmentos, estrogenos) que, even 

tualmente, poderiam interferir nos ensaios quÊnicos do adrenocorticoste-

roideo De acordo com estudos realizados por ROMANOFF e colo , 98 a 

108% de THF e THE adicionados ã urina sao recuperados apos a lavagem al

calina dos extratos urinarioso 

. Foi utilizada a técnica cromatografica bidimensional por apre 

sentar melhor separação para o THE, do que os métodos cromatogrãficos u-

nidimensionais relatados por outros pesquisadores^^^^o 

Para a determinação da radioatividade da urina e do extrato u 

rinãrlo, foram preparadas amostras obedecendo as proporções ótimas de vo 

lumes de urina para a -solução cintiladora (1 ml de urina: 14 ml de solu-

çao cintiladora), estabelecidas por BUTLER^ ^, visando obter melhor efi

ciência de contagem no sistema cintilador líquido» 

As experiências anteriormente realizadas por diversos pesqui

sadores sobre a taxa de secreção de cortisol, estão indicadas na Tabela 

VIIo Assim, BONDY e ALTROCK^^^, GRANT e colo ̂"'"̂^ e HARDY e TURNER^^^^ ob 

tiveram 20-30 mg de cortisol/dia^ a partir da analise do sangue da veia 

adrenalo Esse processo apresenta, como jã indicado^, o inconveniente de 

induzir, de modo inevitável, uma condição de "stress", estimulando a ati 

vidade adrenalo SAMUELS e colo obtiveram 37 mg F/dia para indivíduos 

normais, pelo estudo da velocidade de desaparecimento de doses farmacolõ 

gicas de cortisol (F) endovenoso» WAJGHENBERG e c o l » e m p r e g a n d o a 



mesma técnica^ obtiveram valores de 34 a 46 mg em 3 indivíduos normais» 

DOREMAN^*-^^ e S I L B E R ( ^ ^ \ pelo estudo de determinados grupos de metaboll 

tos urinarios do cortisol, obtiveramll8-21 mg e 30-60 mg de cortisol/dia, 

respectivamenteo MOXHAM e NABARRO^^^^, relacionaram a dose administrada 

com a excreção urinaria dos 17-ceto e 17-hidroxicorticosteroides, tendo 

obtido 55,5-49 mg e 9,5-45 mg F/dia, respectivamente» 

PETERSON e WYNGAARDEN^^^^ determinaram a taxa de secreção de 

cortisol pela injeção de cortlsol-4-^**C e analise da redução da ativida

de específica do cortisol sanguíneo^ em indivíduos normais, em condições 

clínicas estáveis (17-29 mg de cortisol/dia) e quando submetidos a estí

mulos da adrenal (154 mg de cortisol/dia)o Em virtude da atividade rítmi 

ca nictemeral do cortex adrenal, esse método é indicado apenas para estu 

dos de secreção do hormônio durante um intervalo de tempo relativamente 

curto» 

Os valores da taxa de secreção de cortisol, em individuos nor 

mais, obtidos pelo método aqui apresentado (Tabela VI), com a média de 

23,5 mg (a partir da dose injetada) e 17^0 mg de cortisol/dia (a partir 

da fração de dose eliminada na urina de 24 horas), podem ser comparados 

com os apresentados por GOPE e BLAGK^^^, FLOOD e col» ̂ '̂̂ ,̂ ROMANOFF e 

col»(^^\ MLYNARYK e col» (20)^ LAYNE e col»^^^)^ BIGLIERI e col» VAN 

DER STRAETEN e col»^^^^ ALBUQUERQUE e WAJGHENBERG^"^^ e BAILEY e WEST^^)^ 

que determinaram a taxa de secreção de cortisol (mg/24 horas) baseando-

-se na atividade específica de um ou mais metabolites do hormônio» A Ta

bela VIII apresenta os resultados por nos obtidos, em indivíduos normals, 

para e f e i t o de comparação com os resultados da literatura» Os valores es 

tão referidos para S»C| (taxa de secreção de cortisol relacionada com a 

atividade injetada) por ter sido esta a forma de expressão dos resulta

dos, utilizada pelos autoresl 

O método da cromatografia em papel foi o utilizado por COPE e 

BLACK^®^, ROMANOFF e col» ̂ "̂̂ ,̂ MLYNARYK e col»^^°\ BIGLIERI e col» e 

VAN D E R STRAETEN e col»^^®^ para separação de T H E ou também THF do extra 

to urinario» O inconveniente desse processo é o tempo gasto para o desen 

volvimento da cromatografia, variando de um a varios dias (4-5 dias ou 

mais)» A cromatografia em coluna de silicagel foi a técnica de escolha 

para LAZARUS^"^^\ enquanto que ALBUQUERQUE e WGHENBERG^'''^ e BAILEY e 
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WEST utilizaram a cromatografia em camada delgada, unidimensional» Ês 

tes últimos pesquisadores empregaram, paralelamente, a cromatografia a 

gas» 

Pelos valores indicados na Tabela V, verifica-se que apenas 

71,9% (52,7-815,7%) da radioatividade injetada foi eliminada na urina de 

24 horas» Esta percentagem e inferior ã media obtida por outros pesquisa 

dores (Tabela VII)» Tendo em vista a finalidade do presente trabalho,que 

e o de informar as taxas de secreção de cortisol em indivíduos normais e. 

com disfunção adrenocortical, podemos dizer que, para fins clínicos, ele 

se aplica,convenientemente» 

Pela Tabela VI, verifica-se na comparação das taxas de secre 

ção de cortisol que, os paci^tes com síndrome de Cushing apresentam va

lores significativamente mais altos do que os normais (109,7; 62,3 e52,9 

mg de cortisol/dia); do mesmo modo, em paciente com hipocortisolismo, o 

resultado (12,5 mg) esta abaixo do intervalo da normalidade (17,9-31,7mg 

de cortisol/dia)» 
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5. CONCLUSÕES 

1) A separação da tetra-hidrocortisona (THE) por técnica croraatografica 

bidiraensional em camada delgada, perraite medir'a taxa de secreção de 

cortisol» 

2) A técnica croraatografica bidimensional em camada delgada, mostrou-se 

adequada, tendo em vista seu desenvolvimento rápido» 

3) A técnica de diluição isotópica, mostrou ser, igualmente neste traba 

lho, um valioso subsídio para a medida da taxa de secreção de corti

sol» 

4) Os valores relatados para indivídups normais e portadores de disfun

ção adrenocortical, são estatisticamente diferentes, perraitindo dis

tinguí-los para fins diagnósticos. 
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6o RESUMO 

Foi desenvolvido um método de medida da taxa de secreção dia

ria de Cortisols pela adrenal do homem, injetando-se cortisol-l,2-3H e 

determinando-se a atividade específica de tetra-hidrocortisona (THE) ex

cretada na urina de 24 horaso À técnica da cromatografía em carnada delga 

da, bidimensional^ foi utilizada para separação e identificação desse es 

terõldeo A massa de tetra-hidrocortisona (THE) foi determinada através 

de reação colorimétrica de Porter-Silber e a radioatividade pelo sistema 

cintilador líquidoo 

A taxa de secreção de cortisol foi calculada a partir da rela 

çao D/AoE (radioatividade injetada/atividade específica) [SoCj] e T/AoE 

(radioatividade total na urina de 24 horas/atividade específica) [SoCg])» 

,Em 11 indivíduos, a recuperação do cortisol'-l,2- H administra 

do, em 24 horas, variou de 52,7 a 81,7%, com a média de 7 l 9 9 % o Em um pa

ciente com adrenalectomia total bilateral, mantido com 20 mg de cortisol 

/dia, por via oral, o SoCj_ forneceu 19,6 mg de cortlsol/dia e o SoC¿ , 

14,7 mg de cortlsol/diao Isto sugere que, o valor real da taxa de secre

ção de cortisol, calculado pela técnica em uso, esta mais proximo do ob

tido a partir da atividade injetada [SoC{], do que<o obtido a partir da 

atividade excretada na urina S o C 2 _ o 

Em 6 indivíduos normais, a taxa média de secreção (média ± 1 

desvio padrao) foi 23,5 * 5,8 mg de cortisol/dia, quando determinado pe

lo [SoCj] e 17,0 * 5g8 mg de cortlsol/24 horas, pelo [SoC£[o Em 3 pacien 

tes com síndrome de Cushing os valores obtidos foram 109 ,7 ; 62,3 e 52,9 

mg de cortisol/dias, pelo [SoCi] e, respectivamente*, 6 8 , 2 ; 44 ,1 e 40 ,1 mg 

de cortisol/dia, pelo S«C2_ o Esses valores sao significativamente mais 

altos do que os dos normaisc 

Em um paciente com hiperplasia congénita virilizante adrenal 

com hipocortisolismo, foram obtidos 12,5 mg e 10 ,2 mg de cortisol/24 ho

ras, pelos ^ o C £ ] e [ S o C y , respectivamente» Esses valores sao inferiot? 

res aos normais, confirmando a aplicabilidade dá técnica para valores 

baixoso 
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SUMMARY 

A method has been developed for measuring the daily secretion 

rate of C o r t i s o l by the adrenal in man, using cortlsol-l,2-3H and deter 

mining the specific activity of tetrahydrocortisone (THE) excreted in 

the 24-hour urineo This steroid identification and separation has been 

carried out by two-dimensional, thin-layer chromatographic technique»The 

amount of THE has been determined by the colorimetric reaction of Porter 

-Silber and its radioactivity using a liquid scintillation spectrometryo 

The Cortisol secretion rate has been estimated by the ratio 

D/SoAo(injected radioactivity/urinary SoA») [^»R|J and by U/SoA^ (total 

radioactivity in 24-hour urine/urinary SoAo) _SoR2 o 

In 11 subjects, the recovery of the administered cortisol-1,2-

-^H in first 24 hours, ranged between 52<.7 and 81o7%, with mean of Zlo9%c 

In one patient with bilateral total adrenalectomy, maintained with 20 mg 

cortisol/daily, by oral route, [|<,Rl1 S^ve 19o5 mg cortisol/íay:^and[SoR2 

14o7 mg cortisol/dayo This suggests that the actual value of Cortisol se 

cretion rate is more closely approximated by obtained from injected ra

dioactivity SoRj_ o 

In 6 normal subjects, the mean secretion rate (mean value * 1. 

standard deviation) was 23o5 ± 5o8 mg cortlsol/day, when estimated by 

[ S O R Q and 17p0 ± 5o8 mg cortisol/24 hours by [s<,R£la In 3 patients with 

Cushing/s syndrome, the values were 109<,7, 62o3 and 52o9 mg Cortisol 

daily by l^oRj, and 68o2, 44c.l and 40.1 mg cortisol/day, respectively by 

_SoR|_ o The values in these patients are significantly higher than those 

of nórmalo 

In one patient with congenital virilizing adrenal hyperplasia 

with hypocortisolism the values obtained by ¡^«R^j and •[SoR2_ were Res

pectively, 12o5 mg and 10^2 mg cortisol/24 hourso These values indicate 

the applicability of the technique to low secretion rateso 
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MEDIDA DA TAXA DE SECREÇÃO DE CORTISOL NO HOMEM 

(UTILIZAÇÃO DE C0RTIS0L-1,2-^H) 

pag< linh-a onde se le leia-se 

Abreviaturas 5 p-bis 2-(5-feniloxa 
zoDlbenzeno 

p-bis[2-(5-feniloxa 
zolil)'} benzeno 
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