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1, INTRODUGAG

Ho terrvno da medicina, cada vez nols sente-se & pecessidade
de poder apreciar o aspecto dinfmico dos fenomenos biplopicos gque estao
na base dos processos fisloldgicos ou fisiopatologicos, Dal a constante
procura de metodoz analfticos que permitam surpreender e definir caracte
rlsticas dinamicas de Processcs basicos como a absorgao, aecregab, &limi

nagao, ektc.

No ambito da Ehdncrinniugia, apEB se terem astabelecido & com
provado posterisrmente, t@cnicas capazes de determinar a concentragac
dos diferentes hormonios no SanguUe ¢ Ccm tecidné diversosz, verificou-ge
qua esta infnrmagau, de cariter essencilalmente estitica, nem sempre era
suficiente para uma adéquada definigde do problema funcional. Era mister
conhecer a maneira e, principalmente, o ritmo com que og diferentes hor-
monios sac produzidos & postos i disposigao de comsume periferico. Ha-
via, pols, a necessidade de criar novas metodologias Ea;azes de medir as
quantidader de determinadas substancias que sas produzidas na unidade de
tenpo, constituindo«ze essa infurmaggh, em verdadeiro parimetro de compe
tZncia funcional do tecido especifico, de um lado, e, em expressao da

conservacas de necanismos da homeostase, de cutro.
; ; _

Decisiva nesse sentide fol a contribuigdo das tecnicas radioa
tivas que permitirsm abordar Praticameute a medida de parametros da din§

mica das subgtanecias dotadas de agau hormonal.

Dentre de nessa fnrmagsu e levados pela particnlar inclinegao
ao estudo dog metodes analiticos asacciados Eq t&cnicas gerals hioﬁﬂimi—
cas, interesgamo-nos pela determinagaoc dos ritmos de produgio de hermo~
nigs, em particular da cortisol, hormonic produzide pels tecido cortical

da glandula suprarremal, por melc de tragadores radicatives,

Antes do advento das tecnicas que emprepam tragadores radioa-
tivas, 08 métodos utilizados para 2 medida da taxa de gecragas de corti-
sol, eavolviam a administragao de grandes guantidades do esteroide, in-

‘duzinde om estadn de desequilibrie dinamico. Esse fate fol posteriormen-

te cenfirmado, dentre outros pesqulsadores, por SAMUELS e coli(BB} =1



‘nin,

Com base na literatura e diante da possibilidade de azsoclar-
mes tecnlcas colorimetrices e radicmétricas de medida, pudewmos estabale-
cer um planc de trabalho, que fosse capaz de informar as taxas de secre—

qah(*] de cortisol em individuos normals 2 com disfungao adrenocortical.

e

+=Y Eshors ainda oao traha sido divalgada pualguer nesepclazary aficisl relativa ae glossdric vopraga-
do ax apdlioe eqerartimental & ea Glﬂ'ﬂtﬂ;cﬂ. da 511\‘:51.311:1:;3 blalégicas, aio maia frejlawtenante wti-
lizedar =5 expresabes geguintes, gue anran Lindad, oo dwcorzer dunta axpodigis, coro equivalented
das coreespandentas palavras so lingwa ingléoa:
pal = faps
turnever rate w tara de reaovacio
seerelisg rale u 3:.1? dau:lr:acrer;aa (quantidade total Az substdscia v estuds Jecrstada na uatdode

1 'EnP
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nlo.

Com base na literatura e diante da possibilidade de associar~
mes tecnicas colorimdericas e radlométricas de medida, pudemos estabela-
cer um plano de trabalhe, que fasse capaz de informar as taxas de secrew

¢ao(*) de cortisol em individuos normais e com disfungao adrengcortical.

[*) Emcora sindn ndo zenha side divulgedn guelguer asmenclature sfisisl relativa mo gloagdzin 2zprapa-
da em apdliag COEpariizeatal & ea tiaftiden de sutstlneiaa biologiene, rap nuia frequentgoente ufi-
lizedan 8y exprefsges geguintes, que aerae wiedas, no decorres desta expodicBa, cokd eduivalmates
dag coreespindentes palavras am limgue inglépad
poel = faeg
turnever rete = tarl ce renovagdo .
sagruliss Potd o toxe de secregEn [quagtidude fotsl da substAgeis em eatwle ggerstuda oo unidude

de Lcop
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2. MATERIAL E METODROS

2.1. Material Bieclogice

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

L+ cartiﬁcl-lgzuaﬁ a ser infundido fol prEviamente purlficadsn
por cromatografia, Para tante, aliquotas do cmrtisalul,zuaﬁ {Schwarz
Bipregeareh Inc., New York) foram aplicadas em cromatoplacas recobertas
com a pasta de silicagel G, e desenvolvidas no sistema cloroformio-eta—
nol (90:10 w/v), 4 mancha correspondente ao esterolde fol extraida com
etanol redestilado e esterilizada por filtragso em "millipore”, a wvolu-

mes de 3 ml por dome & correspondenta a um valor medio de 3,5 pci.

b} Coleta do matarial

As urinas de pacientes da Primedira C1inieca MEdica {Seridge do
Prof. A. E. Ulhoa Cintra) do Hospltal daa Gl{ﬁicas‘da F.M.U,5.P,, foram
coletadas durante o p&rInda de 24 horas antes & apos administragﬁn endao—
venoga aguda {5 minutos) de 2,5-4,5 pli de cortisol-1,2-3H; as urinas fo
ram conservadas em congelader, com timol, a fim de avitar a destruicao

dos esteroides a serem analisados.

2.2, Extra;Ec e Hidrolise Enzimatica
a) Reapentes

' Diclorometano destilade: tratar 1.000 nl de diclerometane com 50 ml de
Ha80, ccﬁ;o Bepetir a opera;gc ate que a camada sulfirica n3c mals apre~
sente coloragac amarelada com o reagente de "Porter-Silber”, Lavar com
agua destilada, apitar com WasS50, anidro e flitrar em papel. Destilar =
utilizar o tergo medio.

B=glicuronidage: Ketndase(R}, da Warner-Chilicott Lzb., contende 3.000 U-



2. MATERTAL E METODOS

2.1, Marerial Bioldgico
a} PreparagEn da dose de cortisol-l,2-3H

0 curtisal—192—3H a ser infundide foi préviamente purifiecado
por cromacograiia, Fara tanto, alfquntas do cortisel-1,2~H (Schwarz
Bloresearch Inc., New York) foram aplicadas em cromatoplacas recobertas
com & pasta de sllicagel ¢, e desenvolvidas no sistema cloroformio-eta-
nel {90:10 v/v}. A mancha correspondente ao esteroide foi extraida com
etanol redestilado e esterilizada por filtragao em "millipore™, a volu-

wes de 3 ml por dose e ceorrespondente a um valor médie de 3,5 pCi,

b) Coleta do material

As urinas de paclentes da Primelra CIinica Modica (Servigo de
Prof. 4. B. Ulhoa Cintra) do lloapictal das Clinicas da F.M.VU.8.P,, foram
coletadas durante o perflodo de 24 horas antes e apos administragac endow
venosa aguda (5 milnutos) de 2,5-4,5 uCl de cortisul-l,Z—EH; as urinas fo
ram conservadas em congelador, com clmel, a fim de evitar a destruigao

dos esteroldes a serem analisados,

2020 Extragﬁo e Hidrolise Emzimatica
a) Eeagentas

f]iclurnmﬂ!:ﬂnﬂ destilado; tratar 1,000 ml de diclorometama com 50 ml de
HeS0y cunéﬂ Repetir a uperag501atE que a camada sulfurica nao mails apres
sente coiuragau amarelada com o reagente de "Porter-Silber”, Lavar com
Egua destilada, agitar com NasS0y, anidro e flltrar en papel. Destllar e

utilizar o tgrgn nedio,

(R)

B-glicuronidase; Xetodase s da Warner-Chileott Lab., contenda 5,000 U-



nidades Fishman/ml.

Tampac acetato-acético pH 4,5 ouv 0,1 M.

Acetatn de etlla redestilado: acetato de efilsiasscoceol000 ml; anidri-
do deetic0inacoe=0r100 ml; Ha804 CONC..co0u0:010 gdtas. Bubmeter a reflu
%0 durante 4 horas. Destilsr. Agltar o descilado com 20-30 g de carbona-
to de potisslc anldro, filtrar e redestilar. Utilizar o ter¢o medio,
Hidroxido de sodic.

Sulfato de sodio anidro.

Ckancl redestilado: Submeter a refluxo 1,000 ml de etanol com & g de clo
ridrate de mefenilenodiamina. Desrilar. Apgitar o destilado com NazSOy a-

nidro, fllrrar em papel e redeacilar; utilizar o tErga medio.
1) Técnica

hlfquutaa da urina de 24 horas, correspondentes a 1f20 do vo-
lume total, foram extraidas com 3 vezes 3 volumes de dicloremetanc destl
lade, z fim de remover os esteroides livres 2 os materiais interferentes
-(Eﬁjﬂ A sepuir, a fase aquosa fol tamponada com 0,1 volume de tampan ace
tato-acetico e adiclonou-sa R-glicuronidase parz uma cnnc6ntragzc final
de 1,000 Unidades Fishman/m!. Apds incubagac a 47°C, durante 15 horas,os
esterdides liberadas foram extraldos com 3 vezes 3 volumes de acetato de

etila redestilado (13]

. 08 exrrates comblnados foram submetidoz a lava-

gem alealina com 3 vazes 0,5 volume de NaOH 0,5 M, sepuida de uma lava~
gem com 0,05 volume de Agua destilaqatza}g Apoa adigdo de sulfato de 30
die anldrn, o extrate fol filrrado em papel de filtro Whatman I, e evapo
rade 2 secura, gob pressac reduzidap 2 temperatura de 40-43°C, A seguir,
fol retomads ecom, aproximadamente, 20 ml de etanol redestilado ¢ transfe
rido quantitativamente para um tubo de ensaie (25 ml de capacidade}, on=
de o extrato etanplico fol evaporade i secura, sob corrente de ar e aque
cimento a 45%C, O residuc séco fol retomado com 1,0 ml de etamol. Uma a-
lfquota deste extrato fol aplicada na cromatoplaca, atraves de uma micro
bureta,

2.3, Cromatografla em Camada Belgads

a} Reagnntes
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nidades Fishman/ml.

Tampao acetato-acético pH 4,5 cu 0,1 M.

heetato de etlla redestiladoi acetate de etilacoeccocoslaUD0 ml; anidri-—
do dc8tic0sensnesso100 ml; Hy804 CONC,aunaus.ol0 gdtas. Bubmeter a reflu
#x0 durante 4 horas. Destilar. Agitar o destilado com 20-30 g de carbona-
to de potisclo anddro, filtrar e redeatilar, Utilizar o terge madic.
Hidroxide de sadls.

Sulfato de spdio anidro,

Etancl redestilado: Submeter a refluxo 1,000 ml de etanol com 4 g de clo
tidrate de m=fenlienodlamina. Destilar. Agitar o descilado com NazsQy a-
nidro, filtrar em papel e redestilar; utilizar o tergo madio.

b) Téenica

Alfquatas da urina de 24 horas, correspondentes a 1/20 de vo-
lume total, foram extraidas com 3 vizes 3 velumes de diclorometanc desti
lade, a fim de remover os esterdides livres & os materiais interferentas
{Bﬁju A seguir, a fase aquosa fpl tamponada com 0,1 volume de rampan ace
tatoeacético e adicionou-se B-gllicuronidace para uma concentragaoc final
de 1,000 Unidades Fishman/ml, Apds incubagdo a 47°C, durante 15 hoxas,os
esteroides liberades foram extraidos com 3 vezes 3 volumes de acetato de

etila redestilade (13]

. 'Da pxtratos combinados foram submetidos a lava-

gem alealinag com 3 szas.D,B volume de NaOH 0,5 N, gepuida de uma lava-
gem com 0,05 volume de agua dastilada(23}u Apos adigao de sulfato de so-
dio anidro, o extrato fol filtrado em papel de filtro Whatman I, e evapo
rado a secura, sob pressan reduzidap = temperatura de 40-43°C, A seguir,
fol retomade com, mpreximadamente, 20 ml de etanol redestilado e transfe
Tido quantitativamente para um tubo de ensaie (25 ml de capacidade}, on-
de o extrate ttanﬁlico fol evaporado i secura, sob corrente de ar ¢ aque
cimento a 45°C, O tesiduoc seco fol retomado com 1,0 nml de etanol, Uma a—
1fquota déate extrate fol aplicada na cromatoplaca, atraves de uma micro

bureta,
2.3, CGromatoprafla em Camada Delpgada

a} Reagences



Bilicaped G, Merck

Cloroformio

Etanol

Dicloromecano

Metanal

Solugde reveladora de azul de tetrazolio: 2 partes da solugac aquosa de
aznl de tetrazolie a 0,2% para uma parte de snlugan de HNaCH 10X,

Splucdo padrao de tetra-hidrocortisona (THE): 2 mg de THE dissolvidos ecm

etanpl redestilado ge.s.p. 20 ml.
b) Teenica

Placas de vidroe 200%200%4 om, planas e lapidadas, caonvenlente
mente lavadas, foram recchertas com a pasta de silicagel G (silicagelgt
Egua destllada; na prnpurgan de 1:2 pesc/volume}, atraves de um aplica-
dor Desaga {Applicator Model 5-II; Desaga/Brinkmann}, na e¢spessura de
260 W, As placas foram delxadas en repoudo até a pasta se solidificar (a
proximadamente 10 minutos), sende entao ativadas a 105°C, durante 1 hera
e imediatamente transfeyidas a um desgsecador a vacuo contendo CaCls,comoc

arente desgecante,

_ ﬁlfquatas de 130 ul, do extrato urinaric foram aplicadas aas
cromatoplacas, atraves ge microburetas {(Micrometer Buret, cat.n? s-1100-
=RBGL Inﬁﬁrpnrateﬂ}, al,5 cm da extremidade., & linha de frente da miscu-
ra de desenvolvimente fol marcada a 15 cm da linha de hase, As creomato-
placas, assim preparadas, foram transferildas as cubas de desenvolvimento
(31;2 x ﬂlfz x 31;2 polegadas), providas de papel de filrro, conveniente
mente colocado, a fim de proporclenar saturagaa uniforme nas cubas, Uci-
lizou=se & técnica de desenvolvimento cromatografico bidimensional,sendo
a fase movel constituida de dols sistemas desenvolvedores (£1)(30);
sistema I = cloroformio-etanal {90:10 v/v)

siscema II

I

diclorometano=netanal (150:10 v/vw)

0 tempo de elulgic fol de 35 a 40 minutes, no sistema I e 20
- a 25 minutes, no sistema II.

Cromatoplacas contende 140-150 ul da sulug;u padrab de tetra-

-hidrocortisona foram desenvolvidas simultaneamente com as cromatoplacas



contendoialiquotas do extrato vrinario. 4 segnir, as plarcas com a solu-

cAo de THE, foram nebulizadas com a solugao reveladora de azul de tetra-
28lin, a8 fim de visualizar o asterdide, Com aos valores des Rfs cbtidoa,a
rezlao correspondente a tetra-hidrocortisona, na cromatoplaca contendeo o
extrato urinarin, foi demarcada, raspada e coletada atraves de um cole-
tor a vacuo provide de filere de placa perosa. 0 adsorvente fol agitado

com & pnrgaes de 5 ml de etanol redearilado. 0 extrats etandlica, conten
do a tetra~hidrocortisona, fol evaporado a secura, sob corrente de ar e
suave aguecimento, 0 residuo séco fol retomado com 1,0 =l de e&tancl Te-
destilade & aquuatas foram tomadas para determinagic da massa e da ra-

dicatividade do eateroide.
244, Colorimetria
a} Reagentes

Eulu;Ec padrao de tetra-hidrocortispnas 2 mp de THE dissolvidos em eta-
ol redestilade g.8.p. 20 el,

Clorddrato de fenilhidrazina: racristzlizado em etanol e dessacado sobre
CaCly anidro,

Reagentefegnco's duas partes de Hyp80y & 64% para uma parte de etancl Te
destilado,

Reagente de "Perter~Silber': 1 mg de cloridrato de fenilhidrazina para 1

ml do reagente "brapco''s
b)Y Tecnlca

A avaliagan quantitativa da tetra-hidrocortisena, do extrato
urinaric, foi obtida pela aplicagas do metodo colorimétrice de PORTER e
SILBEE{E?}Eaﬁ}u 0 extrato etanalicu, contende a tetra~hidrocortlacna,fol
dividido em duazs aliquotas de igwal volume. ﬁpss evapuraqsu a S&CurTa, 3~
dicionou-se a um dos tubes 3,0 ml de reagente "branco” e a outre, igual
valume de reagente da "Porter-51lber®™. Paralelsmente, fol preparada uma
série de diluicoes da solugac padran de tetra-hidrocortisona (THE}, para
n?tengao da curva padrao, 0s tubos, asgin preparades, foram delxados =m

reagdo, a temperatura amblente, e ac abrige da luz, durante 15 horas. As



Concentragoes de THE empregadas na colovinetria,

TARRIA T

Tubos Rerra-hidracortisona| Absorbancia
(nd) {ug) a 410 my
1- 1 0,0137
Py 3 ,0359
3 15 a,065]
‘. 8 0,1045

5 10 0,12095
6 15 0,1927
7 20 0,2544
8 25 g,0132
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0,3000 e e e

0,2000 +

0,1000

il

10 ) 20 ] 30

,Concentragao de THE {ug)

 FIGURA 1, Curva padr;u de terrs=hidrocortisena ETHE}, obtida com ag gow
guintes concentragoes de THE, a 410 mp:

Tetra~bidecoortlsans AboorbEneds
fe) ) . a 410 oy

1 0,0137

3 : 00333

5 60851

8 ) - 031045

10 0,295

15 . &, 1327

b - 0y 2544

25 00132
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leituras foram realizadas no espectrofotometre Coleman Jr., em comprimen
to de onda X = 410 mp.

Para a feitura da curva padrao de tetra~hidrocortisona ({THE)
foram utillzadas as concemtragoes Indicadas na Tabela I, bem como,as ab-

sorbancias medidas a 410 my.

4 Figura 1 moatra 2 curva padrao abtida a partir dos valores
referidog na Tabela I,

2.9, Medidsa da Radicatividade

a) Reagentes

Solugan cintiladora;: 2,5 difeniloxazol {(PPO)ccoccasscl &% {p—bis[ZH(S -
-feailuxazuli]henzenu} (POPOP)usecnonaodl meg: Haftalentaicoaeaasa120 g
1,4 DIoXaNn0.cacususssla000 ml,

Solucao etandlica de cortisol-1,2-%H: o cnrtisul-l,?-aﬂ foi purificade
por cromatografia em camada dolpeda, unldimensicnal no sistema de desen-
volvimento constituldo de clorofarmic:ietancl {90:10 v/v).-

Padrac interno: uma aliquora da solugas de sortisel-1,2-31, crumatngrafl
capente pura, £oi dilufda em solugza cintiladora e a segulr utilizada co

me padric interne.

») Tecnica
A radicatividade das amostras de urina e dos extratos urindh
rios fol determinada por téenica de cintilador liquide (Liquid Scintik-
lation System 725, Nuclear Chicago Corporation), adequada para detecgau
de particulas B de baixa energla, urilizando-se o metodo da padroniza-

(6)(8) _

;59 interna

A atividade da solucdo etanclica de cortisclel,2-3H foi de-
terminada ne sistema cinrilader 1Tquido, pelo metodo da tazac de caw
(29)

.nals , pelo usg de um conjunra de padroes de tritio (Tricium unquen
ehed and quanched srandarda set; Woclear Chicago Corporation, order

09 180040-180050) .
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TABELA TI

Ajuste da voltagem superlor de discriminacao do sistema cintilador 1Tquido

Digcrimipa= g:dizﬁig Egﬁigg:; gt Szfﬂg

dor superiocr EEg:[ da amostra (Fmoatra—Bg]
(V) (epm) (epm) (epm) (cpm)
1,0 8 149 141 2683
2,0 21 441 420 8400
3,0 39 635 5;; ! 9108
4,0 46 771 725 11427
5.0 55 893 838 12768
6,0 66 902 B36 | 10589
7.0 - 68 . 910 B&4Z 10426
8,0 70 t 946 B76 iugﬁz
9,0 ' 76 976 900 10658
9,9 B2 . .- 988 06 10010

- Bg = radiagio de fundo, obtida com 1,0 wl de urina nao radioativa

Amostra = 1,0 ml de vrina radioativa (aliquota da urina total de 24 ho-

ras de um dos pacientes estudados),
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0s discriminadores de voltagem do analisador de altura de pul
508 do slstema cintilador lIquido foram ajustades ac intervale de 0,5 a
5,0 volts, quando ocorre o valor maximo para a relacao sipal=ruido

{52!35}{19}{23], como esta lpdicado na Tabela II,

" As amostras foram preparadas para contagem em frascos de wi-—
dro, de baixe teor de potasaio(*) de 20 ml de capacidade, pela adigiu de
snlugah cintiladora ate completar 15 wl & allquotas de 1,0 wl do lote de
(&)

urina coletada em 24 horas ou 2,0 ml de extrato uripirie + & urina co-
letada, durante 24 horas, antes da adminiatracao de cortisei-1,2-%4, fel

utilizada para a determinagac da radlagac de fundo {"background").

43 amostras, em duplicata ou triplicata, foram contadas ate
acumelar 10,000 contagens, para garantir um erro estatistico menor que
1%, Apaé adi;Eu de 1,0 ml de padrdo interno, foram novamente submecidas
a contagen, Atraves dos valores obtidos, determinaram-ze as atividades

das amostras, utilizando-se z seguinte formula:

(A - Bg) x 2
B~ A

Atdvidade {dpm) =

cndes

e
n

ritmo de contagem da ampatra {cpm), antes da adigsc do padrﬁh inter
' s

noj

P & atividade do padrao (dpm)

ritmo de contapem da amostra {cpm), apos a&igﬁh do padrsb interno;

=
1

Bg = radiaggn de fundo, obtida com a urina nao radlocativa,

Do gue foi expﬁsta, para malor facilidode de entendimenta, a
Figura 2 repressnta Esguemﬁt;pamente o procesap analitiro de extragzn do

glicurenato de THE urinidrio.

2,6, Medida da Taxa de Secregan de Cortiscl

{*), (Spestravial I, order zd 3326, Awolear Chicage Corparation),
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4 partir dos resultados obtidoe, a taxa de EECIE;EG de corti-
sol fol determinada oum total de 11 indivIduos, sendo 6 normais, 3 com
afndrome de Cushing, 1 com biperplasia cungEnitn vipilizante adrenal com
hipncﬁitisnlismu e 1 com adrenalectomia total, bilareral, mantide com 20

ng de cortisol oral, por diz, pelo EEPIEEG das formulas que B& SEEuUSm)

5.Gp = % x 1p-3

S.Cp u ﬁ x 10-3

onde:

S.C = taxa de secregao de cortisol (mg/24 horas), onde SC; € o valor cb-
tido & partir da dose injetada e 5.C; o walor resultante da fra-
gao eliminrada na urinaj;

atividade de curtisul—l,z-aﬁ administrada {dpm}:

atividode especlfiea de THE {dpmh.;g);

o
U

AE

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

(1) (N

- 0 verdadeiro valor da secregio de cortisel , situar-ge-a

entre o3 valores obtidos: por $.C1 & 5.C3.
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- FIGURA 2, RBepresentagao esquematieca do processo analitico para extragao

do glicuramato de THE urinaria.

INSTITUTD OE ENERGIA ATOMICA
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3.4, Taxa de Secrngsc de Cortiscl

Na Tabela VI, estac indicados os valores da taxa de secregac
de cortisol nos pacientes eatudadas, onde se verificam es resultados ge-
guintﬂ$:la] para a3 individuos normais, obriveram-se 23,5 £ 5,8 ng de cor
tisplfdia, a partir da dose adminiscrada e 17,0 * 5,8 mp de cortisol/24
horas, quande resultante da fracac eliminada na urina, Aplicando-se o
teste U(jﬁ]! verifica-se, na cumparagﬁu das taxas de secragga de corti=-
sol, gque o portadores de sindrome de Cushing apresentam valores signifi
cativamente mals altos do que us normais (pys, obtide = 0,012; py,, eri-
tico = {,023); b} para o paciente com hiperplasia congﬁnita virilizante
adrenal com hipocortisclismo, o8 valores cbtides foram bailxes; ¢) para o
paciente com adrenalectomia total bllateral, obtiveram-se 19,6 2 14,7 mg

de cortiscl/dia, valores estes compativeis com a quantidade de cortisocl
administrade (20 mg/dia).



TABRELA TII

Valores de Rpx100 para padrac de THE, nos

sistemas de desenvolvimentg I =& IT.

| : Yalorcs de Rfﬁlﬂﬂ
Pacientes
I (%) IT(*%)

GAM 25 19
RER 33 ' 32
GSL ' 30 17
PR 40 20
VBF 37 30
HMO ' 31 18
HGH 30 24
LES 33 17

‘ Léﬁ 33 17
HMG 40 20
(e 35 20

Hedia 33,4 21,3
8 t4,5 25,2

{*} Jistemn I ~ eloraffircier obanol (90710 /%)
[#9] cigiema II = diclarometana; metaned {15&:1[! \r‘."'ﬂ



TABELA I¥

Valores de excregao urinaria de

THE{#*) nos pacientes estudados.

Individuos normails

Caso Paciente Excregau'de THE em
n? 24 horas (g}
1 GAM 3,1
2 EBZ 3,3
3 GSL 3,3
4 FR b3
5 VBE ' 5,2
] LES 1,5
Media 3,5
5 _ £1,1

Pacientes com sindrome de Cushinpg

7 HEHM 10,0
g LGB 8,0
g . NMG 7.6

'Pa&ientes com hipoadrenalismo

| 100 mo L9

110% &4 ICG 1,4

*! TAE liberadoe por aidrallse ensiodbisza Gp glicurouako o THE

#t)irerplasin congdaite virilizante adromal ton bipsedrtisnlisms

3 L) ;nalr:atumin total, tilateral, caatida con 2lmg de sorbd-
selfdia,
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TARELA ¥

-

L1

Doae injetada de curtisal-l.l-aH, percentagen excretada em 24 ho-

ras,e atividade especIfica de THE(¥) urinaric,nes pacientes estudados,

. Caso Faciente Doge Exurﬁg;u em | Atividade especlfica
n? - i {(dpm} 24 horas (%) | de THE (dpm/ug)
1 GAM 5,87.10° 81,7 210,0
2 RBR 5,87.10° 71,1 236,0
3 G5L 5,37.10° 76,0 ' 328,86
5 PR 5,87,10° 68,2 : 310, 5
5 VBF 5,77.10° | 76,3 | 307,8
6 LES ?,??.1u5 52,7 _ 5248
7 HGM 3,77.10° 62,2 85,2
8 | 1.CB 9,77, 10" 70,8 150,0
9 MHG 9,77.10% 75,8 - 184,8
10 MO 9,77.108 81,6 _ 744,5
1 rce | 12,10.10° 75,0 618,2
MEdla | 71,9
=} 8,5

{9} THE Iitersdog per hiderdlide enzindties dp glicurgsato da TUE,
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TABELA V

k

Dase injetada de curtisal-l,z—aH, percentagem excretada em 24 ho-

ras,e atlvidade especifica de THE(*} urinario,nos pacientes estudados.

. Caso Paclente Dnse Excregﬁb en | Atividade espeeifica
ag ' _ {dpm) 24 horas ()| de THE {dpm/ug)
1 GAM 5,87.10° 81,7 216,9
) RBR. 5,87.10°% 71,1 226,0
3 GSL 5,87.10° 76,0 . 128,56
& | PR 5,87.10° 68,2 310,5
5 VEF §,77.10° 76,3 07,8
ﬁ' LES _ 5,77,10% 52,7 524 ,8
7 meM | 9,77.10% 62,2 85,2
8 LB 9,77,10° 70,8 150,0
g NME 3,77,10% 75,8 - 184,8
10 HHO 9,77.10° 81,6 _ Pat, 5
11 106 12,10,10° 75,0 618,2
Midia | 91,9
3 £8,5

{#Y THE libecradoz per hidedlise anzinftice do glicuronato de THE,
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- 19 -

Dose injetada de curtisol-l,i—aH, percentagem excretada em 24 ho-—

raz,e atividade Especffica de THE(*) urinirio,nos pacientes estudados,

., Casp | Paciente Dose Exeregac em | Atividade especifica
ng - (dpm) 2& horas (%) | de THE {dpmfug}
1 GAM 5,87,10° 81,7 210,0
2 RBR 5,87,10° 71,1 226 ,0
3 6sL 5,87,10° 76,0 328,6
4 PR 5,87.10° 68,2 310, 5
5 VBF 9,77.10° 76,3 307,8
.-6 LES 9,77.10° | 52,7 524,8
7 HGM g,77.10" 62,2 85,2
8 LCB 3,77.10% 70,8 150,0
9 MG 5,77,10% 75,8 184,85 )
10 HHO 9,77,10° 81,6 744,5
11 106G 12,10.10° 75,0 618,2
Média 7,8
s 8,5

{*] THE libaradoy por fidrdlise eppindtica do glicurzoets da TEE,
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TABELA VI

Valores da Taxa de Secrecao de Cortisol nos pacientes estudados,
. Individugs normais

. Taxa de secracao de cortisal

Case | Pacientes|Idade e|Peso|Altura Dose adminE Faer o urin, 24h
ne ‘ 58X0 (kgd | (cm) (dpm/A.E) | (dpmfA.E)
1 GaM  |23a,M  |50,6|166,5 27,9 l 22,8
2 RBR  |33a,F |53,7]158,0 26,0 18,5
3 GSL  |47a,H |79,4]|164,0 17,9 13,6
& PR Gba,M  [54,1|171,5 18,9 12,9
5 | VBF [28a,M [49,0{169,0 31,7 24,2
& LES |32a,M [4B,0{148,0 18,6 3,8
Media 23,5 17,0
s 15,8 t5,8

Pacientes com sindrome de Cushing

7 neM  [50a,F |[54,91155,5 | 109,7 68,2
8 . 1CB  |20a,F [63,1]157,0 62,3 4h,1
5 |} wmw |27a,F [57,0]145,0 52,9 40,1

Pacientes com hipoadrenalisma

10 (%) HMO  {1Ba,F |48,0[154,0 12,5 10,2

11(8%){ TG {25a,F |51,3|155,0 19,6 14,7

{e) Hipsrplasia cooginita virilizanbe adeesal oom hipecortisoliecs
(#*} adrenslectomia total, bilateral, cantide suc 20 mg de gortissl/dls..
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Taxa de secrecac de cortisol em individuos normais = Camparagﬁa

dos reaultados obtidos com o5 relatados na literatura.
ﬁntnr(ea}l Marado Taxza de secrecao de
v cortisol (me/24 horas)
.01
Hanada, 5. atividade especifica 17,9=31,7 (X = 23,5)

de THE

Cope & Elacktg]

atividade eﬁpec{fica
de THE urlnario

4,9-24,0 (X = 14,5)

{12}

Flaocd e cola, atividade especifica 13, 2-20,5
da TIE & allo-THF
RENy
Romancff e colsu. atividade especifica 15,5-31,4

de THE

Mlynarvyk e cclu{ZJ atividade EEPEEIfiEﬂ 5,9=28,7 (X = 16,1 = ﬁ,5}
de THE e THF
Layne ¢ col@(l?} atividade especifica 16,1 ¢+ 0,8
de THE e 8llo-THE : .
(&)

Biglierl & col,

atividade especifica
de THE e allo=-THF

9-31 (X = 18,8)

Van Der Strasten

atividade easpecifica

15,9-30,9 (X = 21,4)

e col, (38} de THE,THF e alle-THF |
Albugquarque e atividade especifica B, 5=14,8
Wajchenberg (1) de THE

Ealley e Westtz} atividade eapecifica 16,4-18,5

das metabolitos conjuga—
des com acido glieuronden

»
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4, DISCUSSED

0 presante trabalho, cujo interésae fol o de determinar a ta-

xa de secregga de cortisel; wtilizzs o princfpin da diluigEﬁ isotopica
(26) (39) |

Adminiatrando-se endovenossmente uma quantidade “trage' de cor
tizol radioative, ele se distrihuirﬁ, come o esteroide endogens, igual-
m;ntﬂ entre todos os metabolitos conmhecldos e desconhecidos e 1ra apare-
cer na urina, 0 estercide marcado & sens matabolitos sao diluldes pelo
correspondentea estertide nio marcado e sens metabelitos, e o fator dessa
dilui;gu pode ser detemminado medindo—se o contetdo isotapico do praprio
esterdlde ou de um ou varios des seus metabolites, Comhecendo-se a quan-
tidade e a atividade especifica do esterdide administrade, a atividade
especifica do merabolite isolado & o tempo de coleta da urina (apoe adal
nistragae do esteroide radicative), a taxe de secregdc de cortisol sera

fernecida pela expressact

$.0 = (i—:%i— 1) a = d % 10=3 (1)

onde:

5,0 = taxa de secrecdo de cortisol {mg/dia);

A.E = atividade especifica do metabolite isolado;
A.By = atividade eapecifica do esterpide injetado;
a = gquantidade de esterdide administrade;
d = nipere de dias.
Mo presente trabalho, a expressao (1}, resume-~se a:
$.6 = 2= x 103 (IT)
: ALE .o
onde;

3:C1 = taxa de secrecao de cortisoel (mg/dia);
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A.E = atividade especifica do esterpide fselado (THE):
b e atividade do ezterpide administrado {dpm) .

Una vez que, o periodo de coleta da urina foi de 24 horas(per
tanto, d=1) e a massa do esterdide administrade, infinltsmente pequena

(g = dﬂspfézfvel}n

G valor da taxa de secregao da cortisol sera fornecido pela
expressac (II}, se tdda a dose injetada far =liminada na -urina de 24 ho
ras. Entretanto, como isto nan ocorre (Tabela ¥), o verdadelro valor da
taxa de secregao de cortisol situar-se-2 entre os valotes obtidos por

E.Cy 2 5.Cs; evidentementsa,

A expressao (I1I) da o valor da taxa de secrecao de cortisol

resultante da fragao de dose exeretada na urinag

§,0; = E;E'” 103 (110D

L]

onde}

5.C» = taxa de secregzc de cortisol (mg/24 horas);
T = atividade total na urlna de 24 horas {dpm):
A,E = atividade especifica do metabolito iselade (THE).

Todavia; a taxa de secrecao calculada em paciente adrenalecto
mizade, mantide com 20 mh dizrios de cortisol {F}, forneceu um valor de
19.6 ng F/dia, quando obtide a partir da dose administrada e 14,7 mp
Ffitia, (Tabéla;VIliquande derivade da fracao eliminada na urina, sugerin
do que o valor real da taxa de secre;ﬁn de cortisel, calculado pela tec-
nica_em usp, estd mais proxime do ohtido com a formula §,01, relazcionada

com a doae Injetada {Tabela VI).

E fmportante notar que, como em todes os ensaios da diluigau
isotgpitag ot resultados nac sao invalidades pelas perdas que poSSam o-
correr em qualsquer etapas do metodo, exceto o cuildado da colegac urina-
ria que deve ser completa no periode em estudo. Este datalhe & Inportan=-
te considerande que interessa apenas a atividade especifica (relaggu ra-

dicatividade/massa correspondente). 4 fim de que a validade desse matado

Y m——

T

NST;
Sj‘_T'JTH OF ENERBIA ATOMigA T

T
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seja preservada, os sepuintes itens devem ser ohservadnstz){g}:

a) a administragah das molaculas do esteroide radigative nac deve afetor

¢ equilibrio entre as moléculas endogenas livres e as ligadas a pro—

telna;

by a via de1metabulizagao do esterclde em estude deve permanecar constan
te durante o-pericdo de coleta da urina. A circunstancia em que este
requisito nac & preenchide & guando ocorre aumento repentine na seere
;50 de ecortlsol, durante o tempo de coletz do material, de tal forma
que o equillbrio cortisol-cortiscona & rompide, Ne¢ preseate trabalhao,
esse requisito fol preenchide pela celeta da vrina no lntervalo de O
a 24 horas apds a&ministra;gu de cortisol, pols & sabida que pCcorre
variagac nictemeral na taxa de secrego de cortisol(?3); além diaso,
o5 paclentes estavam em condigoes clinicas de equillbric dindmico
{("steady state"):

c} apEs a filtragau glomerular do esteroide radicative, o Tim nzo devera
diseriminar entre cortiscl marcade & nao marcade. Asslm sendo, a reab
Enrg;u tubular nae devera ser diferente para o cortiael radisative e

nao-radiaativo;

d) o metabolito utilizado para ¢ calculo deve provir somente do esteroi-
de "pai™ em estudo. Portanto, no estudo da taxa de secregac de corti-
gol, a tétra-hidrutortisuna {THE) excretada deve ser totalmente dari-
vada dalccrtisul secretade, no qual o tragador radisative injetade se

distribuiu uniformﬁmenlz.eG

0 meteds aqui apresentado, envolve, pois, o5 seguintes esta-
glos: a) determina;ga da massa de um dos metabollitos urinariaos {THE) do
cortisol; k) daterminagaﬂ da atividade Eapecifica desse mecabalito; c)dE
terminagao da radicatividade injetada e da fragao excretada na uripa mo

"periodo de 24 horas spds a infusio aguda de cortisel.

. & via endovenosa foi utilizada para administrar o cortispl =
u1,2--3Hﬂ a fin de eliminar quaisguer duvidas quanta a completa abSGrgau
do mesmo, embora COPL e BLACK ?} & wsnapa e waICHENBERG(S) cenham en-
contrado boa cerrespeudencia entre ns valeres da taxa da secregao ohti-

dos pelas vias oral e endovenosa,
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seja preservada, o3 seguintes itens devem ser ubservaduscz}{g}z

a} a administraqzu das moléculas do esteraide radicative nao deve afatar
o equilfbrie entre as moléculas endagenas livres & as lipadas a pro—

tefna;

b} a via de metabolizacio do esterdide em estudo deve permanseer constan
te durante o-perfado de eoleta da urina, A eireunstancia em que Sste
requisico ni0 & preenchide & gquando ocorre atmento repentine na secre
;Eﬂ de cortisel, durante o tempo de colerta do materlal, de tal forma
que o equilibrio cortisel-cortisona & rompido. No presente trabalho,
Esse requisito fol preenchido pela coleta da urina no intervalo de O
a 254 horas ap;s administragao do cortlsol, poils e sabido que acorre
variagao nictemeral na taxa de secregac de cortisul(zﬁj; alem diaso,
o8 pacientes estavam em condigoes clinleas de equilibric dinamico
{'steady state"):

¢} apds a filtragﬁn zlomerular do esterside radioative, o rim nao devera
discriminar entre cortlsel marcado e nao marcado, Asaim sends, a reab
sarqEn tubular nae devera ser diferente para o cortisel radicative e
nag=radiaativo:

d) o metabolito utillzade para o calculo deve provie somente do esteroi-
de "pai" em estudo. Portanto, no estudo da taxa de secregdo de corti-
gol, a Eetra—hidrocortisuna {THE} excretada deve ser totzalmente deri-
vada do cortisol secretado, no qual ¢ tragador radicative injetade se
distribuiu wniformemente,

0 metodo aqul apresentade, envolve, pols, os seguintes esta-
plos: a) determina;ﬁb da massa de um dos metaboliros urinzries (THEY do
cortizel: b) determinaggn da atfvidade especifica dSsse metabolito; e)de
terminagao da radioatividade Injetada e da frag2o excretada na urina oo

" periodo de 24 horas apos a infusao aguda de cortisol.

_ A via endovencsa fol ntilizada para administrar o cortissel -
-1,2-3H, a fim de eliminar quaisquer dividas quanto a completa absorcao
do mesmo, embora COPE e BLACK'S) ¢ maNaDA e WAJCHENBERG(!®) temhan en-
contrado boa correspondencia entve os valores da taxa de secregao obti-

dos pelas vias oral e endovencsa.
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sela preservada, os seguintes ftens devem ser ubservadus{z}(g}:

a}) a administragzh das moléculas do estercide radicatlvo nfo deve afetar
o equilibrio entre as moleculas endogenas livres e as lipadas 2 pro=-

teIna;

b} a via de mEtabnlizaqu do estervide em estudo deve permanscer constan
te durante o-periode de coleta da urina. A circunstancia em que este
requisito nac & preenchide & quando ocerre aumento repentino na secre
gab de ¢ortizol, durante ¢ tempo de coleca do materisl, de tal forma
que o equllibrio cortisel-cortisona e rompide. No presente trabalho,
esse requisito feil preenchido pela coleta da urina me intervalo de 0
a 24 horas apos administragao do cartisal, pois 2 sabido que ocorre
variagae nictemeral na taxa de secregao de curtisul(ZS}; alem dissa,
os paclentes estavam em condigoes clinicas de equilibrio dinamice

{"steady stace');

c) apos a filtragau glomerular do esterolde radloative, o rim nao devera
discriminar entre cortlsol warcade e nao marcade. Assim sendo, a reab
Eurgah tubular nao deverz ser diferente para o corcisol radisoative e

nao-radicativa;

d) o metabolito utilizado para o cileulo deve provir somente do esteroi-
de "pai" em estudo. Portamto, no estudo da taxa de secrecdo de corti-
go0l; a fetra—hidrucurtisnna {TUE} excretada deve ser totalmente deri-
vada dé cortisol secrétado, no qual o tracador radloativo injetado se

distribuin uniform.em.eﬁi:eu

0 nétode aqui apresentado, envelve, poils, os sepuintes esta-
glos: a) determinagah da massa de un dps metabolitos uriniaries (THE) do
cortisol; b} dﬂterminagao da atividade espacifica desse metabolito: c}dE'
terminagaa da radicatividade injetada e da fragia excretada na urfma ne

) p&rIodo de 24 horas apds a infuszo apuda de cortispl,

) A via endovenosa fol utilizada para admiadarrar o cortiael -
11,2—3H$ a fim de elimirer quaisquer dividas guanto i complata ahsurqaﬁ
do mesmo, embora COFE e BLACK(9? o HANADA e WAJCHENBERG(LS) tenham en-
contrade boa carrespondencia entre oz valores da taxa de secregzu obti-

dosa pelas wias orazl e endovennse.
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0 netodo congiste, inlcialmente, na saparagaﬂ de um metaboll-
to urinarlo de cortisol, o THE. O cortiscl presente ma urina nao g ade—
guado para esse estude, pols encontra-se em concentracan inferjor a 50

{1ﬂ)n Fol separada o THE (retra-

uefdia, na urina de individuos normais
~hidrecortigona),; pols éste & encentrade nd urina em guantidades relati-
vamente grandes, cerca de 3.5 mg/dia na vrina de individuos normals (Ta-
bela IV). Essa substancla € eliminada priocipalmente na forma conjugada

com acido glicurapicu, sendo iscladas por tecnlca cromatograflica em cama-
da delgada, depois de sofrer hidrolise enzimztica com f-glicurcnidade{ls

horas, 479C, 1.000 Unidades Fishman/ml), conforme GLENN e HELSGE{lE}u

Apos extracao com acetate de etila, a fase orgénica fol subme
tida a lavagen alcalina com soliugae diluida de NaOH, a fim de remover a
grande maloria das substaneias (acidos, pigmentes, estrogenos) que, even
tualmenfe, poderian interferir nos ensaios quimicus do adrenocortigoste-
roide., De acordo com estudos realizados por ROMANOFF e cul.{zz), a8
1087 de THF e THE adicionades a urina sao recuperados apbs a lavagem al-

calina dos extratos urinarios.

Foi utilizada a tecnica crumﬂtcérﬁfica bidimensional por apra
sentar melhor Beparaggn para o THE, do que os metodos cromatograficos u~

(1) (30}

nildimensionais relatados por ocutres pesquisadores

Para z determinacao da radicatividade da urina e do extrato u
rinaric, foram preparadas anostras obedecendo as proporgoes otimas de vo
lumes de urina paﬁa a:SDlUQED cintiladora {1 ml de urina; 14 ml de solu~
cao cintiladora), estabelecidas por BUTLER(B], visande cbter melbor efi-~

ciéncia de contagem no sistema cintilader 1Iguids.

As experiéncias anteriormente realizadas por diversos pesqui-
sadores sobre a taxa de secregao da cortisol, estac Indicadas na Tahela
?ilq Asgin, BOWDY e ﬂLTRDEK(SJ, GRANT e cul,{lﬁ} e HARDY e TURRER(;E) ob
tiveram 20-30 mg de cortisol/diz, a partir da anZlise do sangue da vela
adrenal. Esse Processo apreseantd, Como jz indicado, o inconveniente de
induzir, de modo inmevitivel, umn condicdo de “stress", estimulando a ati
vidade adrenal. SAMUELS e col, >’
nermais, pelo estudo da velocidzde de desaparecimento de doses farmaceld

obtiveram 37 mg F/dia para individuos

gicas de cortisol (F) endovenoso. WAJCHENEERC e cula(ﬁu}, empregande &
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mesna téﬁnicag obtiveram valores de 34 a 46 og em 3 individuos normais.
DﬂREH&N(ll) a SILBER(BS)5 pelo estudo de determinados grupes de metaboll
tos urinirios do cortisol, obtiveram:l8-21 mg e 30-60 mg de corclsol/dia
regpectivamente., MOMHAM e Hﬁﬁﬂﬂﬁﬂfzz}, relaclonaram a dose adminiscrada
com a exgregzo vrindria dos 17-ceto e l?—hidrnxicnrticnaterﬁides, tendo

obtido 5,5~49 ng e 9,5=45 mg F/dia, respectivamente,

PETERSON e WYNGAARDEN(ZY) determinaram 2 taxa de secrecao de
cortizol pela injecao de corcisol-4-1%C e anilise da reducao da acivida-
de especifica do cortisol samguinec, em indivIdues normais, em condigoes
elinicas estaveis (17=29 mg de cortisol/dia) e quande submetidas T esti-
mules da adrenal (154 mg de cortiscolfdia), Em virtude da atividade rftmi
ca nictemerzl do cortex adrenal, esse metddo e indicado apenas para estu
dos de secrecac do hormonis durante um intervals de tempo relativamente

CUYED, '

0s valores da taxa de secregdo de cortisol, em individuos nor
mals, ohtidos pelo método aqul apresentade {Tabela VI)}, com & media de
23,5 mg (a partir da dose injetada) e 17,0 mg de cortisolfdia (a partir
- da fragao de dose eliminada na urina de 24 horas), podem ser comparados
com os apresentades por COPE e BLACK(®), PLOOD e col.12), noMawoFF o
co2. B1) | MLYMARYK e col.(20), LavNE e col.(7), BIGLIERT e col.(®?, vaw
DER STRAETEN e col,38), aLwuquErquE e waJcummsenc®l) o BaTLEY e wEsT(2),
que determinaram a taxa de secregﬁh de cartisel (mgf24 horas) baseando=
-52 na atlvidade especifica de um ou mals metabolitos do horm@nio. A Ta-‘
bela YIII zpresenta os resultados por nos obtidos, em individuns normais,
para efeitc de comparagac com os resultados da literatura. Os valores es
tao referidos para 5.C; (taxa de ﬂecregEn de cortisol relacionada com =2
atividade injetada) por ter sido esta a forma de expressic doz resulta-

dos, utilizada pelos autoresd

0 mBtedo da cromgtaerafia em papel fol o utilizado por COPE e
pLack (%), komanorr e col, 1), muymarvk e eol.?®), BrcuiEsr e co1, ™) o
UAN DER STRAETEN e 2al.*®) para separagic de THE ou tambm THF do extra
to urinirio. O inconvenlente désse processo 2 o tempo paste para o desen
volvimento da ¢romatografia, variando de um a varies dias (4=5 dias ou
mais}., A cromatoprafia em coluna de silicapel fol a técnica de escolha
ﬁara LEZARUS(IB}, enquanto que ALBUGUERUE e HﬂJCHEﬂBERG(I} ¢ BATILEY e
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(2)

tes nltimos pesquisadores empragaram, paralelamente, a cromatografia =

WEST utilizaram a cromatografia em ramada delgada, unldimenslconal. EE

pAS.

Pelos valores indicados ana Tabelaz ¥V, verdfica-se gue apenas
TL,89% (52,7-81,72%) da radioatividade injetada foi eliminadz na urina de
24 horas. Bsta percentagem & inferior 8 media obrida por outros pesqulsa
dores {(Tabela VII}. Tendo em vista a finalidade do prezente trabalhe,gue
e o de informar as taxas de secregao de cortisol em individuos nermais e
com disfuncao adrenmocortical, podemos dlzer que, para fims c¢linices, Eie

se aplica convenientemente.

Pela Tabela VI, verifica-se na comparagap das taxas de secre
;Eu de cortisol que, os pacidkntes com s¥ndrome de Cushing sapresentam va-
lores significativamente mais altos do gue og normais (109,73 62,3 e52,9
mg de vortisol/dla); do mesmc modo, em paciente com hipecortisolismo, o
resultado (12,5 mg) esti abaixo do intervalo da normalidade (17,9-31,7m
da cortisol/dia).



1)

2)

3)

4)
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5, CONCLUSOES

A aeparagﬁn da tetra=hidrocortisona {THE)} por técnica cromatografica
bldimensional em camada delgada, permite pedir a taxa de secregao de

corkisol.

A tacnica eromatoprafica bidimensienal em camada delpada, mestrou-ze

adequada, teads em vista seu desenvalvimente rapido.

A téenica de diluigao isctopica, mostrou ser, lgualmente neste traba
lho, um valipso subsidio para & medida da taxa de secregac de corti-
sol.

(s valores relatados para individups normais e portadores de disfun—
gao adrenccortical, sao estatisticamente diferentes, permitinde dis-
tingui~los para fins diagnaatiuas.



- A0 =

6, RESUMO

-

Foi desenvolvido um mitodo de medida da taxa de secregao did-
riz de cortisol, pela adrenal do homem, injetando-ge cnrtisnl-l,E-EH c
determinéndn-se a atividade Especifica de tatra-hidrocorcisona {THE) ox-—
cretada na urina de 24 horas. A técnica da cromatografia em camada delga
da, bidimensioral, fol utilizads para separagao e identificacac désse a3
teroide, A massa de tetra~hidrocortisons (TEE) foi determinada através
de reagﬁu'cularimﬁtrica de Porter-5ilber e a radicatividade pelo sistema
cintilador liquidnu

*

A taxa de secrecio de cortisol foi ealeculada a partir da rela
gEn D/ALE (radisatividade injetada/fatividade espeeifica) [:gﬂi] a T/AE
{radinatividadu'tntai na urisa de 24 horasfarividade especifica] [E}CE]a

Em 11 individuos, a recuperagso do cortisel~l,2-’H administra
do, em 24 horas, variou de 52,7 & 81,7%, com 2 media de 71,5%. Em um pa-
ciente com adrenalectomia total bilaterzl, wmantido com 20 mg de cortisel
. fdia; por via cral, o [Enﬂi] forneceu 19,6 mp de cortiscl/dia e o E;ﬁa,
14,7 mp de cortlsolfdia. Isto sugere que, o valor real da taxa de secre=
555 de sortisel, caleulads pela técnica em usc, esta mals proximo do ob-
tide a sartir da atividade injetada [é.ﬂi], do quae o obtide a partir da
atividade exeretada ng urina [Enﬂéln

Po 6 individucs normals, a taxa média de secregac (medda t 1
desvlo padrao) foi 23,5 % 5,8 ng de cortisel/dia, quande determinado pe-
la S,ﬂi] e 17,0 * 5.8 ng de cortdscl/24 horas, pelo [S,Ci]‘ Em 3 pacien
tes com sindrome de Cushing os valores abtides Foram 108,73 62,3 e 52,9
mg de cortdsolfdia; pelo [Q.c{I e, respectivamente, 68,2; 44,1 e 40,1 ug
da fﬂftiSUljﬂia. pelo [E.Eé]. Bszes valores sao significativamente mais

altos do gque o3 dos normals,

Im um paciente com hiperplasia cnnganita virildzante adrenal
con ﬁipo:brtisolismo, foram obtidos 12,5 mg e 10,2 ng de cortiseol/24 ho-
ras, pelos [Euﬂi] e [Enﬂi]g respectivamente., Esses valores sac inferioe
" res aosd narpais. confirmande a aplicabilidade da téecnlca para valores

taixos.




SIMMARY

A methed has Been developed for measuring the dally secretion
rate of cortisnl by the adrenal in mamn, using cortisol—l,E-BH and deter
mining the specific aectivity of tetrshydrocortisons (TIE) excreted in
the 24-hour urine. This sterold identification and separation has been
carried out by twe-dimensional, thin-layer chromatographic technique.The
amount of THE hasibeen determined by the cclorimetric reaction of Porter
~=8ilber and ita radicactiviry using a liguid sedntillation spectrometry.

The cortisel secrerion rate has been estimated by the racio
LfS.4.(injected radiocactivityfurinary S.4.) [Enﬂij and by U/5.4; (total
radioaetivity in 24-heur nrine/urinary 5.4.) [S.R2].

In 11 subjects, the recovery of the adwinistered cortisol-l,2-
-3} in first 24 hours, ranged between 52,7 and 81.7%, with mean of 31.9%.
In one patient with bilateral total adrenalectomy, maintelned with 20 g
cortiselfdaily, by oral route, E.S v Rﬂ gave 19,6 ng cortiscl/day and E., RE
14,7 mg cortisol/day. This suggests that the actwal value of roridiscl 2e
crecion rate 1s more closely approximated by obtained from injected ra-

dicactivity EARD N

In 6 normal subjects, the mean secretion rate (mean value # 1
standard deviatien) was 23,5 ¢ 5.8 mg cortisel/day, when estimated by
[Eqﬂil and 17,0 * 5.8 mg cortisol/24 hours by [:aRi]a In 3 patients wich
Cushing’s syndrome, the valuea were 109.7, 62,3 aund 52.9 mg cortisol
daily by [Eqﬂi] and 68,2, 44,1 and 40,1 mg cortiscl/day, respectively by
[E»Hi}p The walues in these patileunts are slgnificantly higher thap those
of nermzl.

It one patient with congenital wirilizing adrenal hyperplasia
with hypocortisolise the values obtalned by [Eqﬂij and {Eenéj were rpes-

pectively, 12.5 mg and 10.2 mg cortiscl/24 hours, These values indicate

the applicability of the technlique to low secretion rates.
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