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PADRONIZAGAO DA TECNICA DE MEDIDA DO CORTISOL NO PLASMA
HUMANO POR COMPETICAO A PROTEINA FIXADORA (TRANSCORTINA)

Helens Okada

1 — INTRODUGAO E PROPOSITO

A dosagem de horménios adrenais em liquido biolbgico, até a década de 80, era feita através de
processos anal{ticos que exploravam a configuragdo quimica de grupamentos especificos. Por se
apresentarem os referidos hormdnios em concentragdes relativamente baixas no plasma, os métodos

quimicos, embora especificos, carecem de precisdo, sensibilidade e requerern muito tempo na sud
feitural15.16.17.18)

Recentemente, introduziram-se técnicas ditas de saturagdo ou de deslocamento dependentes da
competicdo de duas formas da mesma molécula (uma radioativa e outra ndo radioativa) por focais
reativos de uma segunda molécula de concentracdo menor.

Uma das formas da andlise de saturag3o € a chamadza “andlise de competicdo A fixacdo proteica”
em que uma molécula da reacap é uma prote(na com elevada afinidade e especificidade para a outra, que
se pretende medir. A proteina mencionada pode ser um anticorpo (radidimunroensaio), uma enzima
{ensaio radioenzimico) ou uma proteina circulante que tem especificidade e afinidade para a substincia a
ser analisada, fornecendo locais especificos de fixag3o.

A quantificagio de hormdnios adrenais somente se tornou mais acessivel 3 rotina quando se
associaram 3s propriedades fixadoras especificas de determinadas proteinas plasmdticas, com alta
afinidade para os esterbides, a extrema sensibilidade das medidas radioativas.

Foi introduzida, inicialmente por Ekins (1960)'6), para a determinac3o de tiroxina plasmdtica e
adaptada por Murphy, Engelberg e Pattee, em 1963, para os esterdides' 12’ . Subsequentemente, Mt_':rpg)y
{1967, 1969) aumentou a sensibilidade da técnica, utilizando hormdnio tritiado como tracador“ A8

A técnica por competicdo 3 protelna fixadora tem por principio fundamenal as reacGes de
equilfbrio entre o hormdnio livie com complexo protefna conjugadora-hormdnio, esquematicamente
representadas na Figura 1. Colocando em contacto hormdnio marcado & proteina fixadora espec(fica,
estabelecer-se-4 um equilibrio dindmico entre o complexo hormdnio marcado-protefna conjugadora e
seus elementos constituintes. Se hormdnio ndo-marcado (hormdnio “frio”) € introduzido no sistema, este
competird com a forma livie do hormdnio marcado para os locais especificos de fixagdo, passando o
formar complexo hormdnio nSo-marcado-proteina fixadora. Se a concentragdo da protefns fixadora e do
hormdnio marcado forem constantes, a fracBo de hormdnic macado-protefna, no equilfbrio,
corresponde & um nivel de radioatividede que & inversamente proporcionsl ¥ concentraglio do hormdnio
"frio”’, inroduzido no meio de incubacio.

A dorsgem de hormdnio, em emostres de concentraclo desconhecids, ¢ reslizads comparando-se
o deslocamento competitivo produzido pelo hormdnio que se quer medir com o determinado por igual
hormdnio nlo-radiostivo, Introduzido no sistems em quantidades conhecidas, progressivamente crescentes
de modo 8 estabelecer curve de calibreglio.



Hormonio Proteina fixadora Complexo hormonio

i I e’
marcado especifica marcado-proteina
fixadora
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Hor-Prot.
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-proteina fixadora

Figura 1 — Principio Gersl da Técnice de Compstigio d Prote/ns Fixsdora



As interaches horinaniu A 3-cetostardide-proteina sérica envolvein forcas da iigagBes fravas tais
como de van der Waals e pontes de hidiogénio permitindo uma rdpida associagdo e dissociagdo do
complexo esterbide-proteina. A interacdo esterdide-protelna depende ndo so da especificidade do local

de fixagdo na globuling especifica como da temperatura e do pH do meio da reagio 2.8)

Para & determinagac de hormodnius pdo-anitigénicos, pela téenica Jde competigdo a proteina
fixadora n3o & necessdrio que uma forma marcada do hormdnio a ser determinado seja disponivel. €
suficiente que uma substancia guimica diferente que possa-se ligar 8 proteina “especffica’ seja disponivel
numa forma radinativa e que padrdo e o cesconheciddo (enti.n comportamento similar perante o sistema
reagente marcarddo com prolelna“ n

Um sistema como o descrito, 1o entanto, somente sers atil se for pussivel separaf, de nianeira
pratica e eficiente. as fragdes livie e combinada de hormoiu:  aarcado, indicador da reagdo de
compelicao que é a base do método.

Para alcangar este tim, recorreu-se ao uso de suspinsdc de carvdn ativado recchaito com
dextrana T-70, para a separagdo da fragdo live do hormdnio marcado

Desde a inwodugdo dos métados de fixagdo competitiva 3 piotelna fixadora para s
determinacdo de hormanios esterdides, grande variedade de ensaios foram desenvoividos, sendo as
maices diferengas metodoldgicas relativas & fonte de obtengdo da proterna conjug™lora e 3 separagdo da
forma livie de horménio daguela linada & proteina.

Esfa técnica peimite que esterdides adrenais sejam guantificados em oconjunte, tal como
cortisol-costicosterona-desoxicoriisol, ou medidos individualmente“d).

O ensaio de determinado esterdide usuaimente requer uma extragdo com solvente progrio ou
também uma etapa de purificagdo 2 isolamento, normalmente em cromatografia por camada delgads ou
For particao entre solventes,
Eneroth e Nystrom(m’ sugenram ¢ wo de um “Sephadex lipdtico, LH-20", para isola
esterdidas, muostrando vdrias vantagens sobre sutros 5i210s de sepaf agio.

Na presente investigacio propuscmoncs a quantificagio de 17-OH-corticosterGudes plasmidlicos
baseada na elevada afiniduie de.tes pira a wonscortina humana. Coino mais de 90% dos
17-Ot-corticosterGides plasmatices sdo renieenisdos pelo cortisol, do ponto de vista pratico a medida
destes(gsst;erbides & i~dice tie) dos niveis de cortisol plasmitico que, alids, & empregado como padrac no
ensaio .

Assim sendo, ndo é usualmente empregada a etapa de purificagdo por crometografia. No
entanto, esta suposicdo ndo é vilida em condigdes nas guais sumentam outros corticosterdides
plasmdticos que n3o o cortisol, como na sindrome adrenogenita! e na realizagdo de teste de metopirona,
em que se elevam 0s niveis de 11-deoxicortisol,

Como ndo ha etapa de purificacio, 8 especificidade da ensaio 8 principalmente devido &
lransco(rtir;a @ 3 sensibilidade n3o se torns um problema em fungdo das concertragdes de cortiso! no
24 K
plasma .

Como » importancia ciinica na determinagdo globel dos 17-OH-corticosterdides & grarde, este
trabalho visa substituir 0 médtodo quimico de dosagem de 17-OH-corticosterdides (baseada na raaclo de
tenilhidrezina com o sgrupamento 17-21-dihidroxi-20-vetc de cadeis lsteral dos corticosterdides). Este
método requer grandes volumes de plasma, além de ndo apresantar sensibilidade para concentragBes
inferiores a 6 ,.g/100 m! de plasms e de sstar sujeito d interfer8ncia de numerosas substincias na
dosagem. O método proposto utilize, 80 contrério, volumes da plasma extremsmente pequenocs, tem
sengibilidede muito maior 8 especificidade, @ ndo sofrando s interferdncie das substdncias que nfo
apresentam sfinidede pels trenscorting.



Quanto a0 método fluorimétrico de Matlingly que mede cortisol e corticosterona em meio
sulh’::io?), existe a necessidade de reagentes de elevada pureza, nem sempre disponfveis em nosso
. {1
meio ' .

2 - PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Para alcancar 8 meta proposta era mister solver alguns aspectos especificos, a saber:

eleger e obter fonte de protefna fixadora (CBG) adequada para o sistema;
— selecionar técnica satisfatoria para a separacdo dos esterbides livies dos complexados;
— preparar convenientemente a amostra a ser analisada;

-- escolher métodos estat(sticos adequados ao problema.

Devido a importincia de cada tépico o bom éxito do nosso trabalho, cada um deles serd
anglisado separadamente, visando principalmente a justificacdo fundamental das escolhas tomadas.

A - FONTE DE PROTEINA FIXADORA

A globulina fixadora especifica dos corticosterbides (CBGI“S'"’), também chamadas de
transcortina“m, é uma a,glicoprote(na com alta afinidade e baixa capacidade de fixagdo para os
bormdnios corticosterbides. Estd presente no plasma sanguineo de todos os vertebrados“s'm'”‘,
ligando mais fortemente o cortisol e corticosterona, em menor gau progesterona e
17-a-hidroxi-progesterona. Fixa, também, mas em grau menor, a aldosterona, testosterona e alguns
ester dides oonjugados“s'. As protelnas plasmdticas de alta afinidade parecem fixar esterdides com
propriedades metabélicas similares, na ordem de sua eficicia biolbgica“'. Assim o cortisol e
corticosterona sdo muito mais fortemente ligados do que seus metabolitos tetrahidroderivados, inativos,
enguanto a progesterona e 17-a-hidroxi-progesterona, s3o0 mais fortemente ligados do que o pregnanediol
® pregnanetriol.

Explorando esta capacidade fixadora, 8 CBG passou a ser usads pars a quantificacio de
hormdnios corticosterdides' 9.

Como a8 especificidade relativa varia de acordo com as espécies animais, uma selecio adequads
de fonte de plasma torna-se vantajosa, COMO veremos poster iormonte“s" 7.18)

A afinidade fixadora entre os hormdnios corticosterdides ¢ CBG nde ds concentraclo
hidrogenionice do meio de incubag3o sendo méxima para pH préximo de 8‘26 . Depende também da
temperstura, tendo-se verificado que 8s constantes de associacBo a 4°C sBo cerce de vinte vezes meiores
que 8 37°C'3),

Os corticosterdides slio também fixedos pela albumina sérics, que tem sfinidade muito menor,
mas capacidade fixadore muito maior que a globuling especifics.

As proteinas plasmiticas fixadores de esterdides sBo lergaments usades pars enssios
quantificstivos de substinciss nSo antiginices, apressntando as empregedas na dosagem de esterdides ss
vantagens seguintes:



a) s#o estdveis, quando ndo dilufdas, podendo permanecer congeladas por vérios anos sem
alteragdo das propriedades fixadoras. Como o congelamento e descongelamento repetidos
resultam em rapida degradacio da protefna especifica, para 0 nossa trabatho, o plasma foi

diluido com glicerof 1:1 e conservada a - 16°C sem perda de poténcia e interferéncia do
diluente.

b} facilidade na preparag3o; para uso, geralmente, simples diluigdo com sgua ou tampao.

c) répida velocidade de reagdo, via de regra alcangando-se equilibrio, em minutos. As

constantes de associagdo para a maioria das reacées esterbides-proteina sao da ordem de
107 — 10'® V/mol 2 4°C!'€)

d} quanto a suas propriedades fixadoras s3o invaridveis dentro de espécies afins, muitas sendo
de ficil disponibilidade.

A sensibilidade potencial de gualquer ensaio de fixagdo competitiva depende primariamente da
constante de associagdo da proteina utifizada com o ligante a ser medido. Na pratica, contudo, a
sensibilidade & grandemente afetada, nas condigdes de ensaio {pH, qualidade do tamp3o, temperatura) e
particularmente do volume de reagdo pela presenca de outras protefnas fixadoras'21).

A fixagdo do cortisal 3 CBG é virtualmente instantanea e ¢ limitada na pratica somente pelas
velacidades de solubilizagio e de difusdo. A 37°C, a velocidade de difusdo é rapida (tempo médio cerca
de 10 segundos) de modo que somente um curto tempo de incubag¢io & necessaric (5-15 minutos)(z“.

Um dos fatores imerferentes no plasma fixador é a concentracio de esterdides endégenos e que
podem ser reduzidos por supressio da fungdo adrenal dos individuos cujo plasma servird de fonte. A
supressdo pode ser feita por administracio de um glicocorticoide sintético antes da coleta do piasma

fixador. Por outro lado, os esterGides podem ser removidos por adsorgio em ca. vio“m, sem alterar a
transcortina.

No presente trabatho, demos a preferéncia a plasmas de pacientes com hipofun¢do adrenal
primdria ou secundéria, que atenderam perfeitamente 3o fim colimado.

B — SEPARACAO DO HORMONIO LIVRE DO COMPLEXO FORMADO

Um requisito fundamental para qualquer radioensaio satisfatdrio ¢ encontrar um método simples
para separar 0 hormdnio marcado livre daquele fixado 3 globulina especffica. O método ideal deve
fornecer ndo somente uma separagdo nitida destes componentes mas também que nado fosse influenciada
por substincias outras inespecificas do meio de incubagdo. D processo deve ser também reprodutivel,
tecnicamente simples, principaimente em relacdo ao trabalho despendido e a0 tempo gasto e adaptivel ds
condigBes de cada lasboratério.

Em se tratando da separagdo do esterbide livre do conjugado & proteina, § um aspecto critico
dos métodos de competicdo 3 proteina fixadora.

Muwphy e seus colsboradores, em 1963“9', utilizaram um método baseado na didlise ¢ em
19684, stravés de cromatografis em gel de “"Sephadex”. Em 1964, Herbert e seus colsboradores
noticisram um método répido e fécil pars separer molécutas grandes e pequenas usando carvlo revestido
com dextrans. O carvlo ativado assim recoberto passa s adsorver somente componentes de configuracio
e tsmanho molecular menores do que squeles do meterial de revestimento'®’. Posteriormente, Murphy
{1967, 1969, 19701 18.17.18} 4 siudsndo vérios espectos concernentes 80 uso do sdsorvente, conclul que
a adsorcdo do hormdnio livve a ums substincia imolGvel § o método maeis conveniente pare & sus
wperaclo.



Dos adsurventes de tase sohda podem ser utilizados virios sendo o carvéo o mais largamente
difundido pot ser capaz de adscrver a maioria dos hormdnios, inclusive hormdnios polipeplfdicosu:“.

Todos os adsorventes de fase sOlida sdo capazes de adsorver esterOides livres quase que
instamaneamente. Entretanto, estas substancias adsortivas também apresentam alguma afinidade para
com os complexos formados. Esta propriedade é diminufda com um pré-tratamento do adsorvente,
recobrindo-o com substancia do tipo da dextrana. Nestas condi¢oes, o hormonio unido 3 protefna tem
mensi afinidade do que o livre para os locais de adsorg3o.

Um critério para o uso do carvdo ativado para radicensaio de hormonios esterbides é a adsorcao
do hirmonio livre na presenga de concentragdo relativamante elevada de carvdo revestido com dextrana e
a exclusdo da fragao conjugada a proteina, nas mesmas condig¢des.

Muitos autores indicam o uso do Florisil como adsorvente de fase sblida, pois para a separacdo
do adsorvente do meio de incubagdo ndo requer centrifugagdo. Entretanto, preferimos o uso do carvdo
revestido com dextrana como agente separador pois em apenas alguns segundos o horménio livre &
adsorvido pelo carvio e rejeitado o horménio ligado. A remoagdo do carvdo ¢ feita por centrifugacio.

O tempo de contato hormonio-adsorvente ¢ fator critico, uma wez que a reacdo entre
adsorvente e ligante é essencialmente irreversivel, ao contrdrio do que ocorre entre a proteina e ligante
cuja reagdo é rapidamente reversivel. Como o adsorvente remove a fragdo ndo ligada o equilibrio da
reagao proteinaligante se desloca no sentido de liberar fracdo liwe o que faz cair gradualmente a
percentagem do tragador ligado.

Em nosso experimento, o uso do carvao recoberto com dextrana em concentragoes
relativamente baixas, revelou ser satisfatério para uma separagdo eficiente do hormonio livre do
complexo hormonio-proteina.

A quantidade 6tima do adsorvente foi selecionada com base na obtengdo de maior precisao da
curva-padrio (% do complexo CBG-{1,2-*H)F em relacio 3 radioatividade total adicionada a0 sistema
versus cortisol adicionado) e ocorre quando a diferenga entre o valor ““zero” e o ‘“‘plateau’” for
mixima' '8 vVerificase este fato quando hi adsorcio ~.dxima do hormdnio livre e da exclusdo do
complexo proteina-hormonio,

C — PREPARAGCAQ DA AMOSTRA A SER ANALISADA

O grau de purificagdo alcancado pelos 17-OH-corticosterdides depende da concentragio relativa
dos esterbides que competem na fixa¢do & protefna fixadora, 0 que por sua vez, estd na dependéncia da
doenca em estudo.

Na prética, a dosagem do 17-OH-corticosterdides dispensa ulteriores purificagdes, em virtude de
ser geralmente realizada, em relacdo ao cortisol, a concentragdo de corticosterona, cortisona e outros
hormdnios adrenais s6 pode tornar-se significative em raras condicdes patolégicas.

D — METODO ESTATISTICO APLICADO AOS DADOS

Em furcdo da confiabilidede do enssic em estudo, planejaram-se métodos estatisticos
adequados, abrungendo a verificacdo das condicBes e graus de especificidade, exstidSo, sensibilidede e
precisdo.

8) Especificidede

A mpecificidede do método depende da capacidade de poder discriminar 0 hormdnio a ser
dosado (cortisol) de outros corticosterbides com slta afinidade com respectiva globulina conjugsdors



(CBG) por estes nao competirem ou inativarem signiticativamente locais de fixacdo da CBG ou porque
suas concentragdes <io relativamente baixas no fluido biolégico em relagdo a0 hormdnio a ser
quantificado.

Para avahar esta propriedade do método ensaiamos & presen¢a de substancias que por gualquer
mecanismo pudessem interferir na reacao.

Para tanto, diferentes volumes, de uma mistura plasindtica, foram dosados, com o objetivo de
verificar a constancia na concentracdo do teor de hormonios quando corrigido nelo fator de diluicae,

A existéncia de qualquer substincia estrarnha cepez de reagir no meio de incubacdn
necessariaimente levaria 3 uma auséncia de lincaridade entre o< concentizcoes obtidaz 8 os veiumes
utilizados.

Foi testada também, a cornpetigdo de 1Vl-deoxicorlisy’  corucosterona, progestciona e
testostercna por (1,2-'H)-F por locais de conjugagdo da proteina ix- sistema de ensaio pasra 8
determinac¢ao de cortisol.

b} Sersibilidade

A sensibilidade do método depende essencialmente da inclinagdo da cui.a-padrdo e dos valores
du testemunho (“Blank ).

Esta propriedade foi testada através da andlise we varianga da medida do ponto de massa ¢ero e
do 19 e 279 poiitos da curva de calibra¢do correspondentes 3s menores massas de cortisol.

A verdadeira sensibilidade do método, contudo, é dada pela correcdo das perdas durante ¢

processamento do pluima, pela alfquota do eatrato @ do volume inicial de piasma utilizado ns
quantificacdo do hormédnio.

¢} Exatiddo
Esta propriedade foi determinada através ¢2 recuperacdo de quantidade conhecu 2 re hormdnio
cromatograficamente purc {cromatoygretia Hquido-lfiquido) adicionadas a0 meic nu quei e yproredo &
dosagem, no caso particular o plasma com baixo teor de esterdides enddgenos. A quartidade medida du

hormonio é entdo, correlacionada com a quantidade adicionada ao meio.

Para tanto, :znalisamos a recuperacdo em cinco nfveis d.ferentes de hormdnics, e aceitando
como limite valores de coeficier..e de correla¢3o r significativo para a = 0,06.

De acordo co,m Melo (1970'””, a recuperacdo pode ser considerada:
— Excelente : parar =0,98 ou mais;
— Boa . parar=0,941 8 0,98;
~ Adequada : parar=0,871 a 0,04
d) Precisho

Um método & preciso quando 6§ compativel com 8 obtencdo de resultados muito ;Oxinws e
diversas al{quotas de um mesmo materisl. Mede ela, consequentemente, a propsgagdo dos erros
expevimentais e dos inerentas 3 técnica (especificidade, sensibilidade, exatidBo).



Em condigGes de rotina, a estimativa da preciséo foi avaliada pelo coeficiente de veriacio de
medidas em duplicata e aceitamos como coeficiente de variacdo valores iguais ou inferiores a 10% para
uma séria de 20 determinacdes no mesmo ensaio (reprodutibilidade intra-ensaio). De acordo com o
critéria praposto por Melo (1970)““ os coeficientes de variagdo permitem classificar a precisdo do
método: 6timo, quando menor que 5%; aceitdvel, quando menor que 10%; é necessdrio realizar
mensuragOes em duplicata quando maior que 10%. O ideal seria também dosarmos em diferentes dias de
trabalho {reprodutibilidade inter-ensaio) mas devido 3 degradacdo de esterdides enddgenos, com a
estocagem, medimos a percentagem de esierdides danificados, nas condigdes de rotina.

Fixamos o coeficiente de variacdo 10% para a precisdo em condi¢des ideais por estarmos
lidando com um parimetro cujas variagdes patoldgicas sdo suficientemente amplas para absorverem as
oscilagdes inclu{das entre os limites fixados. .

A precisdo intra-ensaio da curva-padrdo foi avaliada através da andlise de dispersdo de replicatas
de cada nivel de hormdnio adicionado ao sistema, em condigBes id=ais de trabalho.

A precisdo inter-ensaio da curva-padrdo foi testada através da andlise de dispers3o das curvas de
calibragdo feitas durante um periodo de seis meses, usando a mesma fonte de proterna fixadora.

3 —MATERIAIS € METODOS

3.1 — Fonte de Proteina Fixadora

A mistura de plasmas convenientemente colhidos de individuos com hipofungdo adrenal foi
utilizada como fonte de transcortina para o ensaio. Apds a separacé da fibrina, a mistura de plasmas é
dilufda na propor¢io 1.1 com glicerol e conservada a - 16°C. Antes do uso, cada mistura ¢ testada
quanto a concentracao de esterdides enddgenos.

32 — Cortisol Radioativo

A atividade espec(fica do (1, 2-'H)-F utilizado foi de 40.000 mCi/mmole com atividade total de
1 mCi (Schwarz Bioresearch, New -York, EE.UU.}. Antes do uso foi feita uma purificagdo através de
uoma‘t:)graﬁa em camada delgada, por causa da autoraditlise de esterfides tritiados durante a estocagem
2 4°C'®,

Técnica de Purificagio

A cromatoplaca de Silicagel G F154 (Merck, n9 5.717), foi lavada convenientemente, em uma
solugdo metandlica 85%, 0,03 M de sal de tetrassddico de etilendiamino tetra-acético dihidratado (sal
tetrassodico do EDTA) e a sequir com éter etilico p.a.

Uma aliquota do cortisol radioativo @ duas aliquotas de sproximadamente 50 ng de cortisol de
referdncia {50 ng/5 ul de etanol) foram transferidas para o placa previamente lavada & direita e &
esquerda do ssterdide marcado. A pleca foi, entdo, dasenvolvida por cromatografis ascendente em cuba
de vidro, na qua! o solvente clorofdrmio-metanol {80:10, v/v), se achava em condi¢3es de equilfbrio.

A mancha corcespondente so esterdide tritiado demarcads por compsracBo com o hormdnio
nfo-radioativo com o uso de luz ultra-violeta (ldmpada UV ""Chromatolux’’ — Plenger Ltda.] foi raspads



e coletada num tubo de centrifugagdo. A silica onde estaria o cortisol tritiado purificado, era extrafdo
por trés vezes com dlcool etilico, medindo-se a radioatividade das eluigbes. O cortisol radioativo
purificado foi conservedo 8 15 a -20°C sem haver alteracdo detectdve! por vérios meses'~ '

A quaniidade de radioatividade no ensaio ndo sendo fator critico em virtude da elevada
atividade especifica do esterdide marcado, escolhemos uma aliquota correspondente a 11.000 cpm por
tubo de reagdo com a finalidade de minimizar o erro decorrente da aleatoridade do fendmeno
vadioativo“"g).

3.3 — Estabelecimento da Diluig#o Adequada da Proteina Fixadora

O titulo pode ser determinado por diferentes diluicdes de plasma (fonte de transcortina) com
tampdo fosfato-cortisol tritiado, escolhendo-se aquele que melhor atende aos requisitos de sensibilidade
estipulados para a faixa de quantidade de esterdide a ser analisada. A diluigdo do plasma aumenta a
sensibilidade do método mas, por outro lado, diminui a faixa em que os corticosteréides podem ser
medidos. Como a sensibilidade do ensaio é dependente da curva de calibragdo, # importante obter uma
curva com queda inicial suficienterente acentuada, como ji indicado anteriormente.

Com a diluigdo do plasma, a interferéncia de albumina e de outras proteinas nio-especfficas &
minimizada bem como a influéncia de esterédides competidoresu”.

3.4 — Solugdo de Transcortina-Cortisol Tritiado

A solugdo de transcortina-cortisal tritiado foi preparada adicionando-se a8 um volume
prédeterminado da solugdo plasma-glicerol (fonte de transcortina), uma certa quantidade de tampdo
fosfatocortisol tritiado (11.000 cpm/ml de tampio fosfato, 0,01M, pH 7.4).

3.5 ~ Solvente de Extragdo

Para a extracdo, foi utilizado diclorometano p.a. (Merck) sem purificagBo prévia. Antes do uso,
cada lote do solvente foi testado quanto a impurezas inespecificas que possam competir com os sftios de
fixacdo da proteina, introduzindo um testemunho (“blank’) de diclorometano nes doszjens ds
curva-padr3o e verificando a sua eventual interferéncia.

3.6 — Solugio de Cortisol de Referdncia

Foram dissolvidos exatamente 20 miligramas de cortisol cromatograficamente puro
{cromatografia Ifquido-liquido) em 100 ml de etanol sbsoluto bidestilado (fraclo correspondente so
terco médio). A sofugio ¢ conservada a - 16°C.

No momento do uso, dilui-se a “solucdo-estoque” com atanol parsa uma concentraclo de
cortisol 0,5 ng/ ul. Usa-se esta solugdo para preperar curva de calibragdo,

O cortisol foi obtido da "“Schwarz Bioresearch, New York”, lote n® V 4799.

3.7 — Medida de Radioatividade ,

Pars a contagem de amostras de cortisol tritiado, usou-se sistema de deteccdo com cintilador
dotado ds espectrometro @ trocs sutomsética de amostras (Beckman, modelo L%-160). As mensuragles
foram feitas em sdrie, segundo programs automidtico pré-estabelecido.
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Utilizaram-se trascos de vidro de baixo teor de potdssio (Value Vial H, 161650, Beckrnan) de
20 ml de capacidade.

Para a preparagdo da solugdo cintiladora, foi utilizado como soluto primdrio PPO com pico
maximo de fluorescéncia de 3.600 A. Para que 0 comprimento de onda coincida com a faixa de maios
sensibilidade da fotomultiplicadora (4.000 a 4.500 A} foi adicionado um soluto secunddrio deslocador de
comprimento de onda, dimetil-POPOP com o pico mdximo de fluorescéncia de 4.180 A.

Para emulsificar solucfes de amostras polares, foi usado Triton-X 100 (produto de condensagdo
de iso-octil-fenoxipolietoxietanol) p.a. {Sigma).

a) Solugio cintiladora-estoque

PPO. .. e 80 g
DimetikPOPOP . . . . .. ... ... . 1g
Toluol pa. (Qs.p.). . ... . .. e 1000 ml

b} Solucdo cintiladora para a fase aquosa

Usou-se a diluigdo de uma parte de Triton-X 100 peara duas partes de toluol com solutos
primdrios e secunddrio dissolvidos (50 m! de solugdo cintiladora-estogue para volume final de 1000 m! de
solucdo cintiladora).

c) Solugdo cintiladora para extrata plasmdtico em dicloromatano

Foi preparada tomando-se 50 ml de solugdo cintiladora-estoque e completando o volume a
1000 ml com toluol.

3.8 - Técnica e Sequéncia Operacional da Dosagem de ‘‘Cortisol” por Competicio em Amostras de
Plasma Humano

Todas as andlises foram efetuadas em duplicata tomando-se como resuitado a média aritmétics
das duas dosagens, desde que entre glas n3o houvesse diferengs maior que 10%.

O método de quantificacdo de “cortisol” plasmdtico por fixacdo competitiva  protefna, consta
das etapas apresentadas na Tabela |,

A Figura 2 representa esquemnaticamente 8 seqiidncia operacional pars 8 quantificagio de
""cortisol” plasmdtico.

3.9 — Preparagiio de Amostras de Plasma

Logo apds a coleta do sangue em heperina, o plasma é separado por centrifugscBo e conservedo
na geladeira por prazo méximo de seis dias. No momento da uso, centrifuga-se, se necessério, Dare
separer fibrina.

O ensaio foi desenvolvido para 100 ul de plasma extraidos com 3 mi de diclorometano em tubo
cdnico de 15 ml de capacidade, Esta relacdo plasma/diclorometano é admitide como suficients para 8
extracio quass complata dos esterdides plasmdticos22!, A extragBo foi feita por sgitaclo em sgitador
“Vorisx’”’, por sastents segundos. Pare o ensaio utitizeram-se 1000 a 1500 x| do extrato, evaporado em
corrants de nitrogdnio sm banho-maria 8 45°C.



10Qp1 plasma 1 S00-700cpm (1.2—3H)—F

*
Extragao com 3 ml de dacloromevano

"F" }ivre
Aliquota paTa a estimati Aliquota :¥a o ensaio
va de recuperagao (1000 a 150€w1}
Determinagao da radioati 1 ml solucioe CBG-(I.Z-SH)-F
vidade no Sistema Cinti-
-~ a A 4 °
lador Liquido In;ubdgfo 5', 45%C
Incubagao 15', 4°C
’
0,5ml1 carvao-dextrana
Incubagao 10', 4°C
‘ i.
sobrenadante (1003P1) carvao~dextrana
(F ligado a CBG) (F livre)
CBG-(1,2-H)-F (1,2~ H)-F
CBG-F F

Determinagdo da radioati-
vidade no Sistema Cintila
dor Liquido

Figurs 2 — Representacfo Esquemitica da Técnice pera a Quantificago do “‘Cortisci”’ (17-Hidro-
xi-Corticosteréides) Plasmético por Unifo Compstitiva 3 Protefns Conjugadors (CBG)
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Tabela |
Etapas do Método de Dosagem do ““Cortisui” (17-Hidroxicorticosterides)
Plasmético por Competigdo & Prote(na Conjugadara (CBG)

ETAPAS PROPOSITOS MEIOS
1. Preparagao da amostra: Destruir ou remover
desproteinizagdo a prote{na conjugadors e
e extragao. transferéncia do esterbide Diclorometano
livre para solvente
organico.
2. Quantificagio Reagio da amostra e Incubacio sob
8) Equilibrio com tracador com CBG agitacdo em
CBG-(1.22H)F banho a 4°C.
b) Separagdo do F Determinar a distribuicdo Adsor¢io por
livre daquele da radioatvivade. carvao-dextranas,
unido a CBG.

Para a determinacdo de perdas durante o processamento do plasma utilizou-se um padrio
interno de (1, 2-*H)-F em guantidade suficientemente reduzida para ndo interferir na fase de competicfo
do ensaio (“pulso” de cortisol marcado”’).

3.10 — Curve-Padrio

A pertir da solugdo etandlica de cortisol 0,5 ng/ ul mediram-se as quantidades relacionadas na
Tabela i,

Tabels 1)
Protocolo da’Curve-Padrdo do Ensaio de Cortisol Plasmitico
Padrdo de cortiso! Quantidade de cortisol
N? do tubo volume da solu¢So:
(0,5 ng F/ uf) {ng/tubo}
1- 2 - (4]
-4 2ul 1,0
5~ 86 5ul 2,5
7- 8 Tul - 3,6
9-10 10 ul 5,0
1M -12 1B 756
13-14 20 ul 10,0
16 - 16 30 ut 15,0
17 - 18 40 ul 20,00
19 - 20 2 ul sol, 0,2 pg/ pl 400,00
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A suliaeses v Bvapo s ias ol cotrente de mittogénio em banbw mang & 35 'C

311 Competigao

A cada tubu, athoonouse 1 omb da soltcao de Ttranscortima cortisol trittadeo” com ppeta
automdtica de ponteiras descartaveis (Riopet e Biotip da Schwats Bioresearch, 0010 e 0010 30). Os
tubos eram agitatdos em agitador “Vortex” e incubados por cinco minutos em banho-maria a 45°C, sob
agita o, para a dissolugio de estardides do extrato previamente evaporados. A sequir os tubos eram
incubados por quinze minutos @m banho o 4°C, sob ayitacao para alcangar equilibrio competitivo entre
0 cortisol adicionado ao sistema e o complexo “‘transcot tina-cor tisol tritiado”’

3.12 -- Separagdo do Hormdnio Marcado Livee do Ligado 3 Protefna Conjugadora

A cada tubo, adicionouse 0,5 ml da suspensdo de carvdo com a pipeta “Biopet’”. Durante a
pipetagern a homogeneidade foi mantida por agitagao eletromagnética. Depois de agitar cada tubo em
"Vortex”, incuba-se por dez minutos em banho a 4°C, sob agitagcdo horizontal lenta (Dubnoft
Metabolica Shaking Incubator da Precision PS Scientific, EE.UU))

Apbs a incubagin, os tubos sio centrifugados a 1.500 rpm, por vinte minutos a 4'C. Um mi do
sobrenadante é transferido com pipeta “Biopet’” pata um frasco de cintifagdo. O precipitado, contendo
carvado com o hormonio livie, é desprezado. Adicionam-se 10 mi de sofugdo cintiladora contendo
Triton-X 100. Apds homogeneizagdo do conteddo dos frascos, determina-se a atividade com detector de
cintilagdo Iffquida, com troca automdtica de amostras. O tempo de mensuragdo € prolongado o suficiente
para o acumulo de aproximadamente 10.000 contagens.

Suspensdo de Carvio

Carvdo “Norit A", ReUTIO. . . .. .. .o 250 mg
Oextran T-70. .. . ... ... . e 25 mg
Tampio fosfato pH 7,4-601Migsp). . . ... .. ... ... ... 100 mi

3.13 - Célculo e Ccrregdo dos Resuitados

A atvidade da fase ifquida (padrides e plasmas) representa a fragdo do hormonio marcado,
complexado 3 CBG, que nio sofreu deslocamento pelo esterdide introduzido no sistema na etapa de
incubacdo

Entre as alternativas para expressar a curva de dose-resposta, sio mais utilizadas os seguintes:

a) Escala linear

transferindo na ordenada a atwvidude da fase liquida em contagens por minuto 8, na
abcissa, as quantidades conhecidas e crescentes do hor mdnio de referéncia;

- transferindo na ordenada as percentagens das relagies B/Bu; (B»N)/(BO-N) 8 B/T sendo:

B - contagens da fragdr do hormdnio unida & protefna em presenca de hormdnio
n8o-marcado,

B, - contagens ds fracio do hormdnio unida & proteina na suséncia de hormdnio
ndo marcado,
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N contagens ndo especificas,
I 1avhioatividade total
& na abuissa, as quantidades conhecidas ¢ crescentes do hormonio de referéncia;

b} Escala semilogaritmica: as percentagens das 1elagdes B/8, (B-N)MBD-N) e B/T sdo
piojetadas linearmente contra quantidades conhecidas e ciescentes do padrdo, em escala
logar itimica;

¢) Escala logiuca (transformagdo linear): a percentayem da relagdo (B~N)/(BD-N) é projetada
em escala logitica contra quantidades conhecidas e crescertes do padrdo, em escala
logar itrica.

Em condicbes de rotina, a concentragao hormonal no tubo de reagdo (ng/tubo) & determinada
pela comparagdo direta da Ieitura {cpm) observada na aliquota da fase liquida em comparagdo dquelas
abtidas a partir das solugdes-padrdo. A leitura direta da curva permite um intervalo de medida 0-15 ng
de cortisol e corrigindo o resultado pelas perdas durante o processamento do plasma {recuperacao) pela
aliquota do extrato e pelo volume imicial do plasma utilizado na quantificagio do esterbide, pode-se
obter uma concentragdo final de até 45 g/100 ml de plasma.

3.14 — Avaliagao da Sequéncia Operacional para o Ensaio de ““Cortisol” em Plasma

a) Especificidade

A especificidade foi controlada apreciando:

1) Reatividade do esterbide plasmitico e do padrdo

Para testar a reatividade do esterdide plasmdtico e do padrdo, toram dosados de acordo com a
técnica descrita, 20, 40, 60, 80 e 100 ul de uma mistura de plasmas com alto teor de hormdnio
enddgeno. Os valores numéricos das médias das dosagens {n=5) correspondente a cada diluigdo foram
calauladas e transferidas para 3 ordenada de grdfico linear contra os valores dos volumes utilizados.

Na hipbtese de ndo existirem na mistura de plasmas materiais inespecificos capazes de competir
com os locais de fixagdo da protelna, dever-se-ia obter uma reta com inclinagio de 45°,

O coeficiente de correiagio foi calculado para a = 0,05.

Para uma melhor apreciacdo dos dados, as médias de cada diluicac foram submetidas a andlise
de varianga.

2) Reatividade cruzada com outros esterGides

Avaliou-se a reatividade curzada com os esterdides: progesterona, 11-deoxicortisol, testosterons
e corticosterona pelo deslocamento de (1,2-'H)-cortisol do complexo “‘CBG-cortisol tritiado’". Para cads
esterbide utilizaram-38 5 dosagens (n =5). Os resultados foram expressos como percentagem de material
deslocado ¢ 80 tinal, caracterizamos pelas médias e respectivos desvios padrio.

b) Sensibilidede

Como 4 indicado, avaliou-se esta propriedade stravas ds andlise (n =8) do ponto zero de massa
¢ do primeiro e segundo pontos da curva-reposta, correspondentes ds menores massas de cortisol.
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No entanito, pelo fato da extragio do hormonio no plasima ser de 78, 231 5.31% (X * D.P)
para n 10, # por se athizar a terga parte do volume total do extrato e 100 ;.1 de plasma, a verdadeirz
sensthhlidade do método 4 determinada corrigindo o resuitado obtido pata estas condigdes.

¢) Exatidao

Para a verificacdo da exatiddo, avaliouse em quintuplicata, a recuperacdo de quantidades
conhecidas de padrdo de cortisol adicionadas a uma mistura de plasmas com teor conhecidc e baixr de
cortisol (5,52 1.9/100 mi de plasma).

d) Precisdo

A piecisdo do método foi avaliada atraves do estudo de reprodutibilidade intra-ensato de 20
determinagdes de uma mesma mistura de plasmas conservada a 4'C

A reprodutibilidade inter-ensaio n3o foi realizada por ser conheciia a degradagdo do esterbide
no plasma congelado por perfodo de tempo longo (Brausbevgn)).

Por outro lado, verificamos a percentagem de esterdides daniticados com g estocagem 3 4°C
comparando-se os resultados de ensaio realizados nas mesmas condicdes e espacados no intervalo de uma
semana, cobrindo um total de 21 dias.

A precis3o intra-ensaic da curva-padr3o foi testada através de andlise de dispersdo de 10 curvas
realizadas nas mesmas condicoes.

A precisdo inter-ensaio da curva-padrdo foi determinada através de andlise de dispersao de
10 curvas feitas ao longo de seis meses, usando a mesma fonte de protefna fixadora.

4 — RESULTADOS

Para cada uma das etapas fundamentais da técnica de dosagem de cortisol plasmitico, serdo
apresentados os resultados obtidos através dos diferentes esquemas experimentais descritos e justificados
no capltulo prbprio,

4.1 — Determinagdo da Diluicic Adequada da Prote/na Fixadora

O t{wlo da solugdo da proteina fixadora foi determinado por diferentes diluigies de plasma
(fonte de CBG) com tampdo fosfato-cortisol tritiado, escolhendo-se aquele que melhor atende aos
requisitos de sensibilidade estipulados para o nivel de esterbide a ser analisado.

A Figura 3 ilustra a infludncia da diluicdo de transcortina humana no deslocamento de
{1, 2.'H)-F, produzido por 7.6 ng de cortisal, no complexo (CBG-(1,2-'H)-F".

Para o ensaio, com esta fonte, ascolheu-se a diluicdo 1,2%, obtendo se um valor % B/BO em

torno de 45% valor médio pera a quantidade de 7.5 ng de F (intervalo Gtil da curva-padrBo 0-16 ng de
F) sendo:

Bo ~ contagens da fracao de cortisol fixada & protsina em auséncia de hormdnic
n3o-marcaro

B - contagens da fracdo de cortisol fixada & prote(na em presenca de cortiso! no-marcado



Diluigao dv plasma ("proteina’): 1,11

! 1,2%, 1.3%, 1,4V e 2,08,
\ B/Bo B - contagens da fragao de cortisol f[i-
100 xada a proteina em presenga de cor-
tisol nao-marcado. .
Bo— contagens da fragao de cortisol fi-
xada a proteina em ausencia de cor-
90 ) tisol nao-marcado.
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50 \
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Figura3 - Influéncia da Diluicdo da Proteina {Transcortina) sobre o Deslocamento de (1,2 H)-Cortisol,
do Complexo CBG-(1,2-? H)-Cortisol, por 7,5 ng de Cortisol
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4.2 — Obtengiio das Curvas de Dose-Resposta

As diferentes alternativas para a representagio da percentagem do hormdnio marcado ligado 8
proteina em fungio da quantidade de esterdide {vide 3.13) podem ser apreciadas nas Figuras 4,5, 6 e 7.
Os respectivos graficos expressam os resultados numéricos de uma curva-padrdo de cortisol cujos dados
numéricos estdo reunidos na Tabels I

Tabels 1H
Curva-Padrfo pars o Radioensaio de Cortisol Plasmético

Diluigio do plasma (“proteina”): 1,2%

B - contagens da fragdo de cortisol unids 3 proteina em preseiica de cortisol nfo-marcado.
Bo -~ contagens da frac3o de cortisol unida 3 protefna na presencs de cortisol nfo-marcado.
N - contagens n3o-especiticas.
T - radioatividade total.
F cpm
{média das du- % 8/T % 8/8, B-N % (B-N/Bo-Nl
(ng) plicatas)
Controle 8.135 100,0 - - -
0 5372 66,0 1000 4941 100,0
1,0 5076 624 94,5 4.645 94,0
25 4.440 54 6 82,6 4,001 81,1
35 3.942 484 734 351 71,0
50 329 40,4 61,2 2.859 57,9
75 2441 30,0 454 2.010 40,7
10,0 1.944 239 36,2 1.513 30,6
150 1.537 18,9 28,6 1.106 224
200 1.288 158 240 856 17,3
400,0 4N 53 8,0 - -

4.3 - Avalisgdio das Caracteristicas do Método

8) Especificidade

A Tsbels 1V reunem as médias e desvios-padr30 de 5 determinacdes de cinco diterentes volumes
do mesmo plasma. O coeticiente de correlag3o r entre os volumes e os resuitados obtidos foi 0,9785
(Figura 8), altamenta significativo.

Na Tsbels V estdo os resultados dos estudos de especificidade de solucdo CBG em relacio »
corticosterona, 11-deoxicortisol, progesterons e testosterons, obtidos por técnica de deslocamento s
nivel de 10 ng para ceda um dos esterdides. O efeito destes esterbides 4 expresso em percentagem de
deslocamento do {1, 2-*H)-F no sistema de ensaio. Os dados experimentais mostram que a CBG nlio
spresanta especiticidede adequade para a quentificacio de cortisol, pois 11-deoxicortisol # corticosterons
spresentam afinidade praticamente igus) b transcorting.
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S Diluigio do plasme ("proteina”): 1,24

1,0 2,53,5 5,0 7.5 10,0 15,0 20,0
ng de cortisol

Figura 4 — Curva-Pedrfio de Cortisol. Projecfo das Contagens por Minuto (cpm)j, Correspondentes &
Fraclo de “Cortisol” Fixeds & Transcortine, em Ordensds, Versus Doss, em Abclsss
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'
100
Diluigao do plasms ("proteina”): 1,23
B - contagens da fragao de cortisol fi-
90 xada a protcina em presenga de cor-
tisol nao-marcado.
B, - contagens da fragao de cortisol fi-
xada a proteina na ausencia de cor-
80 tisol nao-marcado.
N - contagens nao-especificas.
T - radiocatividade total.
70
. - B/Bo x 100
** - (B~N)/(Bo-N) x 100
e - 100
60 B/T x
S0
40
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20
0 10 2,5 3,5 5,0 7.5 10,0 15,0
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Figurea 6 — Curva-Padrlo de Cortisol. Projecéo Linear das Relagdes entre Contagens por Minuto (cpm)
do Cortiso)l Msrcado Fixado 8 Proteina na Presenca e Ausdncla do Hormbnlo
No-Marcado (ssm ¢ com Correclo pelas LigacSes NBo-Especificas)



Diluigao do plasma ("proteina™): 1,2%

B - contagens da fragao de cortisol fi

90 xada a proteine em presenca de cor
tisol rao-marcado

B_ - contagens da fragao de cortisol fi

xads & proteina na ausancia de cor

80 tisol nao-marcado.
- contagens nao-especificas.
T - radioatividade total
. - B/Bo x 100
70 s* . (B-N)/(Bo-N) x 100

*** - B/T x 100

1,0 7,5 3.5 5.0 7,510,0 15,0 44 cortisol

Figura @ — Curve-Padrio de Cortlsol. Projecdo Semi-Logar(tmice das RelagSes entre Contagens por
Minuto (cpm) do Cortisol Marcado Fixado & Proteins ne Presanca 1 Ausincia do Hormdnio
Nio-Marcedo {sem e com CorrecBo peiss LigecSes NBo-Espec(ticas)
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Diluigao do plasma ("protefns”): 1,2%

B - contagrns da fragao de cortisol fi
xsds & proteina em presenca de cor
tisol nao-marcado,

B, - contagens da fragio Ge cortisol fi
xala & proteina ns auséncia de cor
tisol nio-marcado.
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Figurs 7 — Curva-Padrio de Cortisol. Projecfo em Logito das RelagBes entre Contagens por Minuto

(cpm) do Cortiso! Marcado Fixado 3 Protafna e Ausdncis do Hormdnio No-Marcodo
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Tabela IV
Controle da Especificidede
Quantidade n® Resultado Obtido Resultado Tedrico
plasma andlises XtDP,
{em ul} {n) { ug/100 mt) ( ug/100 mb)
20 5 5,66 1 0,15 485
40 5 10,75 10,33 11,01
60" 5 15,75 11,20 17,16
80’ 5 23,651 2,08 23,32
100 5 29,99 + 0,58 29,49

Coeticiente de corr::lacjo r = 0,8785
Reta de regressdo Y = 0,31X - 1,30, a = 0,05

* Volume completado a 100 ul com tampdo

Tabela V
Efeito de 11-Deoxicortisol, Corticosterona, Progasterona e Testosterons
em Relacdo ao Cortisol ne Deslocamenta de {1,2->H)-Cortisol
dos Sitios de Conjugacdo da Protefna (CBG) no
Sistema de Ensaio, pars a Determinagdo de Cortiso!

Esterbides Testados % de competigio NO de andlises
{10 ng) X t D.P. {n)
11-deoxicortisol 93,33t 4,24 4
Corticosterona 95,46 t 3,68 4
Progesterona 30,87t 2,26 4
Testosterona 13,56 ¢ 3,12 4

10 ng cortisol: 100% de desiocamento

Cumpre lembrar, no entanto, que as concentracBes relatives de F e dos demais corticosteraides
nlo s#o de igual magnitude, Desde que o diferenca svja grande dispansa-se fase de purificacho.
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b) Sensibilidade

Na Tabela VI estdo indicadas 8 determinagdes do tragador {auséncia de massa fria) H,. do
porto 1 (ing) da curva-padrio, H‘ e do ponto2 {2,5ng) da mesma curva, H,. Foram calculados o
coeficiente de variagdo, as médias, e também os desvios-padrdo. A andlise de varianga indica que o
poato 1 (H') ¢ estatisticamente diferente de zero para o intervalo de contianga de 95%.

Tabela VI
Sensibilidade
% B/T
N? do tubo
H, (0 ng) H, (1,0 ng) H, (2,5 ng)
1 61,68 54,93 48,31
2 62,30 55,79 47,87
3 66,62 57,63 49,54
4 67,14 57,38 46,69
5 67,45 54,33 43,47
6 61,77 56,53 51,11
7 61,93 55,60 52,74
8 61,56 56,07 55,81
X = 6380 X = 56,02 X = 49,44
0P =272 0.p. = 1,23 D.p. = 380
C.V. = 4,26% CV. = 2,19% C.V. = 7,68%

F = 63,72, significativo para a = 0,05
D, = 2 (graus de liberdade do numerador — intragrupos)
D2 = 21 (graus de liberdade do denominador — intergrupos)

° Indicando signiticativo para & < 0,05

Como a sensibilidade da curva-padrdo é de 1,0 ng, sendo a extragio do cortisol plasmético
é de XtD.P.: (78,23+531)%, (n=10), e por outro lado apenes a terca parte do volume total

do extrato ¢ tilizado para a quantificacdo do horménio, a verdadeira sensibilidade média do
método serd de = 3,81 ug/100 m! de plasma.

¢) Exstido

A Tasbela Vil reune no lado das quantidedes conhecidas de cortisol plasmético de cada

tubo, #s adicionadas, os vslores obtidos e as recuperagdes percentusis. O coeficiente de correlagho ¢
foi de 0,895, a=0,05.

Na Figurs 9§ apresentamos o reta de regressdo do estudo de exatidlo (Y =0,992 X +0,02).
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Tabela VI
Provas de Recuperagdo, Adicionamento Quantidades Crescentes de uma Solugiio com
Concentracao de Cortisol Constante e Conhecida a uma Mistura de Plasma
de Teor Cortisdlico Conhecido X ¢ D.P.: 5,52 1 0,23 /100 ml, {n = 10)

e - o e o
Resultados
Valor Obtido Valor QObtido Recuperagdo
N9 do tubo A" 8"’ Calculado
{ ug/100 mt) { ug/100 mi) Percentua!
1 5,52 7,50 12,52 7,00 93,33
2 5,52 7,50 11,90 6,38 85,05
3 5,52 7,50 11,98 5.46 86,13
4 5,52 7,50 12,34 5.82 90,93
6661029
5 5,52 15,00 20,40 14,88 99,20
6 5,52 15,00 20,57 15,05 103,33
7 5,52 15,00 20,47 14,93 99,53
8 5,52 15,00 20,66 15,09 100,60
1498+ 0,00°
9 5,52 22,50 27,30 21,73 96,57
10 5,52 2250 27,12 21,55 95,77
" 5,52 22,50 27,28 21,76 96,71
12 5,52 2250 . 27.35 21,83 97,01
21,71 £ 011"
13 5,52 30,00 35,86 30,34 101,13
14 5,52 30,00 34,98 24 46 81,53
16 5,52 30,00 34,87 29,35 97.83
18 5,52 30,00 35,48 2996 99,86
’ 28,52 ¢ 2,74°
17 5,62 45,00 48,92 43,40 96,44
18 5,52 45,00 50,96 45,44 100,97
19 5,52 45,00 50,07 4455 99,00
20 5,52 45,00 49,61 44,09 97,97
' 42371 087°
« = XtDP
*+ = Concentraclo média de cortisol: ug/100 ml plasma.
s e =

Concentracfo de cortisol adicionsdo; ug/100 mi Etanol.

Coseticiente de correlaclo entre valor tedrico e valor caiculado, r = 0,9965, a = 0,05
Aeta de regressfo: Y = 0,002X + 0,02
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d) Precislio

Na Tabsla Vill estdo reunidos os dados intra-ensaio de 20 determinagies da uma mesma
amostra de plasma com a respectiva média, coeficiente de variacdo, desvio-padrdo e intervalo de
confianga, cujos valores numéricos sdo: 19,3 ug F/100 ml, 0,94, 4,87%, (19,31 + 1,96) ug F/100 ml.

Tabela VII
Precislo Intra-Ensaio. Andlise da Reprodutibilidade de 20 Determinacdes de
“Cortisol”’, Efetuadas em Plasma, perante CondigGes Ideaisde Trabalho

Concentracdo de Coitisol
NS de Tubo
{ug F/100 mi)

1 18,68
2 19,71
3 18,60
4 18,72
5 19,42
6 19,85
7 21,45
8 19,66
9 18,69
10 19,02
1" 18,54
12 18,18
13 20,53
14 19,46
15 20,63
16 20,27
17 18,17
18 18,67
19 i 19,88
20 18,02

X = 19,31 ug F/100 mi

D.P. = 0,94

PM. =021

V. = 4,78%

ntervelo de confisnca = (19,31 t 1,96) ug F/100 mi

Na Figurs 10, podemos spreciar a preciso intra-ensaio ds curva-pedrio de 0 a 20 ng de cortisol,
representando » média de 10 determinacdes.

Na Tabels IX, apresentamos os dados das determinacdes inter-emsaio, realizadss no perfodo de
rés semanas comecutivas. Observamos que hd umas queds, sstatisticamente significativa, dos valores
obtidos com o decorrer do tempo.
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Diluicao do plasma (“proteina”): 1,2V

B - contagens da fragiao de cortisol
fixada a protefna em presenca de
Y B/T cortisol nao-marcado,
T - radioatividade total
I « X2D.P. (n = 10)
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Figura 10 — Precisfo Intra-Ensaio da Curva de Calibracfo, sendo 10 DeterminacSes sm cads Ponto
ds Curva



Tabela IX
Precisdo Inter-Ensaio
1a. semana 2a. semana 3a. semana
N? ¢ Tubo
( ug F/100 mi} { ug F/100 mi) ( ug F/100 mi)
1 12,44 10,94 9,61
2 12,02 10,19 9,43
3 12,40 10,86 8,48
4 12,66 10,04 8,56
5 12,60 10,74 9,01
L
X = 1242 X = 10,55 X = 9,02
DP. = 025 D.P. =04 D.P. = 0,50
Cv. = 201% CV. = 3,89% C.V. = 55%
F = 10,1617, significativo para a = 0,05
D, = 2 (graus de liberdade do numerador — intragrupos)
02 = 10 {graus de liberdade do denominador — intergrupos)

° Indicando significativo para « = 0,05

A precisdo inter-ensaio da curva-padrdo de 0 a 20 ng, no intervalo de tempo de 6 messs, e
1alizados com a mesma fonte de protefna fixadora (transcortina), levou a resuitados cujas médias e
lesvios padrdo estdo representados na Figura 11, A reduzida dispersdo dos resultados referentes a cada
onto atestam mais uma vez 8 boa reprodutibilidade do método e a conservagio das caracterfsticas
le fixacdo da transcortina.

1.4 — Amostras de Plasms

Ns Tebels X, temos o intervalo de valores normais para o “cortisol” plasmético, em jejum
3s B:07h ds menh3, dosados através desta técnica (X t1EPM), tendo sido feitas 61
determinacdes. Na mesma tabela estdo indicados os resultados da literatura usando técnica similar,

Os velores normais de cortisol plasmético no serdo apreciados neste trabalho; indicando na
Tabels X, 9 média ¢ o E.P.M. exclusivamente para o efeito comparativo ds trabalhos citados ns
literatura.
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Tabela X
Niveis de Cortisol Plasmatico por Competicdo 3 Prote(na Fixadora, em
Individuos Normais, 35 8,0 H. da Manh3 (X ¢ E.P.M.) in=61)

— —

ug F/100 mi Plasma
Referéncia
(X tEPM)

136 ¢t 0,7 pre<ente estudo
123+ 08 Newsome Jr et alii'?3!
128 £ 0,5 Hamanaka et alii_
1.7 t 3,7 lturzaeta e alii’
160 ¢ 3,0 Jubiz et alii’
98 * (3,1 - 20,2) Fraser and James
148 + 0,6 Leclerg et alii''¥

* Referéncia citada por Newsome Jr et alii(“'

5 — DISCUSSAOQ

Os métodos para determinagdn de cortisol no sangue foram criticamente revistos por
Braunsberg e James‘”, tendo sido analisados na introdugdo.

Entre as vantagens do método utilizado neste wabalho, devemos assinalar: a) pequeno
volume (1004l) de plasma empregado, tornando-o Util para determinacbes em série; b) sua
sensibilidade que the permite apreciar valores de 3,81 ug de cortisol/100 mi de plasma e, c)
auséncia de interferéncia de substincias que, em condigbes habituais, comprometem os métodos
calorimétrico e fluorimétrico.

Podemos ainda aumentar a sensibilidade da técnica diminuindo a concentracio de solucio
de proteina conjugadora e do tragador.

Entretanto, existem materiais nao-especificos no plasma gue reagem com a globulina
awpecifica no método em discussio'2?), Outrossim, outros esterdides que nio o oortisol podem
interferir na reagdo, tais como a corlisons, 11-deoxicortisol, corticosterona, 11-deoxicorticosterona,
11-dihidro-corticosterona, progesterona e 17-alfa-progesterona se as suas concentragies forem 1:1 em
relagdo ao cortisol®® . como podemos veriticar na tabelaV, os mais importantes quanto 3
interferéncia sdo deoxicortisol e corticosterona em menor grau, 8 progesterons e os demais.

Com efeito, os valores médios de corticosterona, cortisonp e 11-deoxicortisol nos
individuos normais variam de 0,4 a 1,0 ug de corticosterona/100mi, 1,6 s 39ug de
cortisona/100ml e 0,18 3 1,0ug de 11-deoxicortisol/100 ml (referdnciss citedes por Newsome,
Clements and Borum(n'. Portanto os extratos contém de 3 a 5 vezes meis cortisol do que os
outros esterdides que também deslocam cortisol, As percentagens de desiocamento de
corticosterona, cortisona e 11-deoxicortisol em relagdo 8o cortisol sBo:

— corticosterona: 2,84 a3 7,35%



cortisona: 11,76 a 28,67%

deoxicortisol: 1,32 a 7,35%

Podemrs, nestas condigdes, concluir que o método analisado no nosso tabatho tem suficiente
especificidade para avaliar os niveis de cortisol plasmdtico humano'3%? Uma separagao
cromatografica destes esterOides ndo ¢ assim pré-requisito para a especificidade em condigoes
habituais do ensaio. Apenas quando um dos estergides interferentes estd desproporcionalmente
elevado, tomo nos defeitos de sintese da esteroidogénese adrenal rspontaneos ou induzidos (metopirona)
ou nas biossinteses anomalas de esterdides (carcinomas adrenais) é que se torna necessirio uma
punificacdo prévia dos extratos.

Do ponto de vista prético, estamos pois medindo o nivel do cortisol plasmdtico através da
técnica descrita, com os resultados j4 indicados.

A dosagein de ‘‘cortisol’’ plasmitico por unido competitiva 3 protefna conjugadora é portanto,
altamente especitica (dentro dos limites comentados) e precisa.

Quanto a avaliacio do método em relacdo 3 especificidade, apreciada pela téenica da diluicio
{em que é condigd0 necessdria mas ndo suficiente, de que as medidas da diluicdo do hormdnio
plasmatico endbgeno estejam ao longo de uma linha reta se o hormonio endégeno e o padri~ sfo
similares quanto 3 reatividade com a transcortina), vemos na tabela VIl que as concentragbes de
“cortisol”” plasmatico, medidas em cinco diferentes volumes em relacdo & curva-padrdo, através de analise
de varianga 2 cllculo de reta de regressdo, apresentam uma relagdo linear entre o volume utilizado e a
concentracao obtida. A reta de regressdo obtida ndo é estatisticamente diferente da reta de regressdo
teorica sugerindo que a reagao é especifica.

No presente estudo, o resultado numérico das replicatas de uma mesma mistura de plasma (20
determinacies) em condicoes ideais do trabalho foi de 4,87% {coeficiente de variagdo), considerado
excelente, sequndo Melo (197007, Quanto 3 estocagem de amostras a serem quantificados a 4°C, as
dosagens feitas em trés semanas consecutivas — precis3o inter-ensaio — nos mostraram que realmente hd
uma pregressiva degradag3o, significativa em qualquer das combinagdes {Tabela VIN), fato 3 observado
por Braunsberg e Jamest 1.

Quanto 3 precisdo inter-ensaio das curvas-padrdo, a reduzida dispersdo dos resultados referentes
a cada ponto atestam a boa reprodutibilidade do método e a conservagdo das propriedades de fixagdo da
transcortina.

Quanto 3 sensibilidade, definida cumo a menor quantidade de horménio n3o-marcado que pode
ser distinguida do tragador (cortisol tritiado) dependerd do erro da determinagdo das menores
concentracbes de hormdnio n3o-marcado e do declive da curva-resposta e foi 3,81 ug de cortisol/100 mi
de plasma (Tabela VI & Figura 9).

Um aspecto importante e critico na técnica de unido competitiva & protefna conjugadora é a
obtencdo de uma fonte de protefna adequada, isto &, com taxas de hormdnio endégeno e s(tios de unifo
disponfveis para que em grandes diluigdes de protefna possamos obter -uma curva de calibraglo
sficientemente sensivel e precisa para o intervalo desejado.

A purers do hormdnio tritiado que ird ser utilizado como tragador ¢ fator importante s que
deve ser comrolado, pois devido A auto-radiblise, 8 atividade especifica vai diminuindo com o tempo.

Quanto & separagBo do hormdnio livre daquele ligado & protefns especifica, escolhemos entre as
Arias thcnicas de separacho' 78! ¢ do carvio ativado (Norit “A”) recoberto com dextrana, como
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adsorvente especitico do hormbnio, e que se mostrou satisfatério para uma separagdo eficiente entre
hormdnio livie e complexo ““transcortina-cortisol”. Em tace dos excelentes resuitados obtidos em provas

de especificidade, sensibilidade e precisdo, dispensamo-nos de ensaiar especificamente este aspecto do
método.

A Tabela X nos dd uma relacdo dos valores normais encontrados em varios laboratérios
utilizando técnica similar a do presente trabalho.

6 — CONCLUSOES

1) Neste trabalho, padronizamos método para a dosagem de ‘‘cortisol” plasmitico
{17-hidroxicorticoster bides), pela técnica de unido competitiva 3 prote(na conjugadora,
utilizando como elementos de separagdo das formas livie e fixada carvdo ativado
{Norit “A”’) revestido com dextrana para 2 separacio do complexo hormdnio-prote(na e
hormonio marcado livre.

2

A fonte de proteina escalhida - plasmas de individuos com insuticiéncia adrenal
demonstrou-se excelente para o fim desejado.

3) A técnica empreoada, avaliada através de suas especificidade, exatiddo, sensibilidade e
precis3o, permitiu quantificar niveis de cortisol no plasma, desde condigbes basais até
niveis elevados, obtidos geralmente apéds estimulo adequado.
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