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1 INTRODUCAO

A determinacao do cortisol nos diferentes fluidos organicos tem sido aplicada como
auxilio diagnostico emidersas condigcdesosologcasem humanos, bem como empregada
em estudos envolvendo pesquisa clinica. A dosagem do cortisol em saliva € empregada para
o estudo do ritmo circadiano do cortisol e para a avaliacdo da insuficiéncia adrenal nos
primeiros dias deida de recémmascidos a termou prétermo (Castro & Moreira, 2003).
Adicionalmente, sua determinacdo em soro tem sido utilizada para avaliar o eixo
hipotalamehipofiseadrenal em alteracfes de fungdes cognitivas, em situacdes de estresse,
ansiedade, depssédo, sindrome do panico, na avaliacdo da privacdo de sono em pacientes
trabalhadores noturnos e naqueles com fadiga cronica (Chaistet al, 2007; Vogeseet
al.,, 2007). A determinacdode cortisol urinario por HPLC tem sido empregaaa
diagnésticadasindrome de Cushing, bem como suaad@gsn sérica em 24 horas (Rollin &
Czepielewskj 2003).

O cortisol € um horménio classificado como glicocorticoide. Os glicocorticoides
(GCs) sdo hormoénios esterdides vitaigmcdiversos efeitos fisioldgicasos vetebrados.
Suas funcdes bioldgicas influenciam o desenvolvimento de sistemas, o metabolismo,
neurobiologia, morte celular programada, entre ou(8apolskyet al, 2000;Jurueneet al,
2004;Brasil, 2005; Alheira & Souzat al, 2010;Torreset al, 2012). Além desses efeitos
fisiolégicos, os GCs também representam uma importante classe de farmacos, utilizados
principalmente como antiinflamatérios e imunosupressores, participando de protocolos de
guimioterapia em paentes com diversas neoplasias (Baseoet al, 2005 Juanioret al,
2010

O intervalo de aplicagdo clinicpara quantificacdo dc or t i s o | (2 a 2
rotineiramente determinado pt#cnica de imunoensajdécnica que apresenta problemas
devido a semelhanca estrutueatre oshormonic esteroides e a dificuldade de obtengéo de
anticorpos especificos, associados a ampla faixa de concentracdo estegpedem ser
encontrados (Vieirat al, 1999). A utilizacdo denunoensaiosia determinacéo do cortisol
urinario livre vem sendo substida pela cromatografia liquida de adtfciéncia(HPLC:

high performance liquid chromatographyvisando, pncipalmente o diagndstico da
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sindrome de Cushing.{n et al, 1997 Taylor et al, 2002; Turpeinen & Stenman, 2003;
Ching et al, 200§. A HPLC também € uma ferramenta da fase preparativa, tecnologia
fundamental na purificacdo de amostras, principalmente em laboratério de hormonios

esterdides (Sugawaed al.,, 2008).

Quanto a determinacao do cortisol sérico empregaaddPLC asevidéncias de su
utilizacdo em substituicaa outras técnicas analiticésainda incipienteRecentemente foi
ressaltadagque os valores de cortisol sérico obtidos por kits comerciaisndeoensaios
apresentavanampla variagadq-62% a 770%), comprometendo sua confiabtie. Esses
valores foram constantemente superiores aos encontrados na determinac¢do por HPLC
(Cohen,2006).0 uso de cortisol salivar como substituto na quantificacdo de cortisol sérico
livre j& éempregad@m estudos sobreseress (Hellhammeret al, 2009, no diagnéstico de
Sindrome de Cushing (Niemanal., 2008) ena investigacdo de hipoadrenalismo (Araéah
al., 2007, Perogamvra al., 2010).
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2 REVISAO DA LITERATURA

A glandula adrenal é constituida piuas regides com func¢ddsstintas: o cortex e a
medula adrenal. O cértex é dividido em trés zonas: a zona glomerulosa, mais externa; a zona

fasciculadajntermediariae a zona reticular, mais interna.

Os glicocorticoides cortisol e cortisof@zem parte dam dos trés grupos hormais
produzidos no cértex da glandula adremslpecialmente na camada fascicula&lam dos
glicocorticoides a glandula adrenal produz mineralocorticéides (aldosterona e
deoxicorticosterona)na camada glomerulosa andrégenos (tddroepiandrosterona e
andostenedionaia camada reticuldArlt & Stewart, 2005).

2.1 Sintese dos glicocorticéides

A esteroidogénese tem como precursor o colesterol. A maior parte desse colesterol é
proveniente da circulacdo sanguinea, na forma de colesterolla@Ldénsity iboprotein
lipoproteina de baixa densidade) (Gwynne & Strauss, 1982). A captura se da por meio de
receptores de membrana especificos nas células do tecido adrenal. O colesterol também
pode ser gerado dentro do cértex adrenal através da acetil coenzBaakawski et al.,

1967) e ainda existem evidéncias que a adrenal pode fazer uso do colesterdiigdDL (
density lipoproteinlipoproteina de alta densidade) para a esteroidogénese, apds a captacao

dessa molécula pelo receptor de HDL (Aatb@l, 1996).

A esteroidogéneséFigura 1 e tabela 1§ um processo que envolve a acao de
diversas enzimas, incluindo uma série de enzimas do citocromo P450 (Wekrahn
1991). Tem inicio com a ligacdo hormonal do colesterol a um sistema de transporte
intracelular, ge o leva da circulacdo sanguinea atéemnbrana interna mitocondrial. A
proteina reguladora aguda da esteroidogénese (StAR) media essa etapa, que € ativada pelc
aumento da concentracao intracelular de AMPciclico, que por sua vez € determinada pela
ligacdodo ACTH ao seu receptor de membrana (Stocco & Clark, 1996).
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A enzima de clivagem da cadeia lateral do colesterol (P450scc/desmolase) e a
enzma IHSM (P450cll) se localizam na mitocondria e dependem de um sistema de
troca de elétrons entre adrenodoxina/adrenodoxicina redutase para oxidar eahidsoli
horménios esterdides (Bernhardt, 2000). Ja as enzimakhifoxilase (P450cl17) e 21
hidroxilase (P450c21) se localizam no reticulo endoplasmatico; como todas as enzimas do
citocromo P450 é necessaria a transferéncia de elétrons do NADPH através da enzima P450
oxiredutase. Além disso a -Phidroxilase é dependente do citocromo b5, uma
flavoproteina que funciona como um facilitador alostérico da interacdo entre a P450cl7 e a
P450 oxiredutase (Onoda & Hall, 1982).

Apdés a captura e transporte do colesterol até a mitocéndria este é clivado pela
P450scc e forma pregnenolona (Jodéinal., 1984). No citoplasma a pregnenolona é
convertida em p-HIDg(leorenceetr ab, 1200).pAeprogeste3oda é entdo
convertida em 1-hidroxiprogesterona, através da atividade dalhidroxilase. A sintese
de glicocorticéides depende diretamente da hidrQ&id na posicdo C17; no entanto, a zona
glomerulosa ndo expresa a enzimaUlfidroxilase, ndo havendo entdo, sintese de
compostos l-hidroxilados neste lotaNa zona reticular, esta enzima apresenta uma
atividade adicional: a clivagem da ligacdo carboarbono 1720, resultando na sintese de
compostos com 19 carbonos, que sdo precursores androgé&@basoepiandrosterona
(DHEA) e androstenediona (Bradshaival, 1987).No entanto, a Ihidroxiprogesterona
ndo é um substrato eficiente paraagho 20 iase dal7-U-hidroxilase resultando numa
conversdo desprezivel de -hidroxiprogesterona em androstenediona. O substrato
preferencial da IT+hidroxilase é a pregnenolonA etapa final da sintese de cortisol
acontece na mitocondrida zona fasciculada 1ldeoxcortisol é convertido em cortisol
p el aHSD {(hueet al, 1987).
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Colesterol
P450scc |

3BHSD Pro- P450c21 11-deoxi- P450cl1

Zona  pregneno- Cotico-  CY11B2

glomerulosa |ona — = 8este- ——> corticoo —— sterona Aldosterona
| rona sterona
PA50c17 l P450c17 l

Zona 17-OH- 355p  17-OH-pasoc2t  11-deoxi- PASOcll _ [ . .
fasciculada pregneno- — progeste- ——>  cortiso] ——>  Ccortisol Cortisona
lona rona

I

P450c17 l
ZO na 3BHSD

EA Androste-

reticular nediona
SULT2A1 ‘

DHEAS

Testosterona —> 17B-estradiol

Figura 1: Esteroidogénese na glandula adrenal humana. A eagéucolesterol é mediada

pela $AR nas mitocondrias das células adrenocorticais. Aldosterona, cortisol e precursores
andogénicos sao sintetizados a partir de acdes coordenadas de diversas enzimas
estereoidogénicas.

Modificado de Arlt & Stewart, 2005.

Tabela 1:Enzimas envolvidas na estereoidogénese e seus genes codificadores.

Clivagem da cadeia lateral do esterol CY11A1
(SCC) (desmolase)
S3Ethi droxi ester -ide HSD3B2
HSD)

1 7-hidroxilase/17,2@iase (P450c17) CYP17
21-hidroxilase (P450c21) CYP21A2
1 1-fidroxilase (P450c11) CYP11B1
CYP11B2

Aldosterona sintetase
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2.2 Regulacéo da esteroidogénese adrenal

Os glicocorticailes sdo secretados em altas quantidades:200mg de cortisol por
dia, proveniente da zona fasciculada da glandula adrenal sob o controle do ACTH. J& os
mineralocorticéides sdo secretados em pequenas quantidadés1®® e g de al do
por dia, proeniente da zona glomerulosa da glandula adrenal sob o controle da angiotensina
Il.

Os androgenos adrenais (DHEA, DHESAe androstenediona) sdo os esteroides de
maior secrecao a partir da glandula adrenal adulta (>20 mg/dia).

A secrecdo é facilitada petxpressédo especifica de enzimas estgogénicas. A
zona glomerulosa n&do sintetiza cortisol pois ndo expressa a enzidhidrdxilase
enguantoa secrecdo de aldosterona se restringe a zona glomerulosa devido a expressao do
gene CYP11B2 apenas nessa camada.

Os genes CYP11B2 e CYP11B1l (gegqes e c o d i f-HSD)aapnesentarh 95%
dehomdogia, no entanto as regi»es promotoras b5¢
da expressdo génica tanto pelo ACTH quanto pela angiotensina Il, o que é importante nas
etapas finais da biossintese daticot e da aldosterona, respectivamente.

A DHEA é gerada através da atividade-2I¥ liase dal7-Urhidroxilase na zona
reticular da adrenal, zona que apresenta grande expressao do citocromo b5, o cofator
necessario parque esta enzimaxerca a atividad&7-20 liase (Suzuket al, 2000). A
DHEA é convertida para DHES através da atividade da esteroide sulfocinase. A DHEA

€ o produto mais proeminente da estereoidogénese adrenal (Strott, 2002).

2.3 Fungdes dos glicocorticoides

Os (glicocorticéides »ercem importante papel em varios 0Orgdos e sistemas.
Participam da regulacao fisiolégica e da adaptacao a situacdes de estresse.

Séo produzidos e secretados no cortex da glandula adrenal e seus niveis circulantes
séo regulados, principalmente, pelo eiymkalamaohipéfiseadrenal.

Agem sobre o metabolismo de carboidratos, proteinas e lipideos, aléem de emdular

o equilibrio hidroeletrolitico asfun¢des: cardiovascular, hematopoiética, imune, endocrina,
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muscular esquelética, renal e do sistema nenkRsgulam o tdnus muscular dos vasos e a
sensibilidade as aminas simpatidoréticas, alteram a movimentacdo dos leucdcitos e
estabilizam a membrana celular, modulando desta forma a resposta inflamatoria (Schimmer
& Parker, 1996).

A acdo imunossupressoraXeecida tanto sobre a imunidade celular quanto sobre a
imunidade humoral, sendo mediada pela regulacéo da secrecao de divecseass(Zurier
& Weissmann, 1973).

Um dos mais importantes efeitos exercidos pelos s&€slaciona a sua capacidade
de contolar a sobrevida celulaPossuem acao antiproliferativa por determinar o bloqueio
na fase G1 do ciclo celular (Harmenal, 1979; King & Cidlowski, 1988). Em alguns tipos
celulares sdo ainda capazes de precipitar a morte celular, por ativar mecanismos
intracelulares de morte programada (apoptose).

Além dessas imptantes funcdes fisiologicas esterdides estdo entre os farmacos
mais prescritos no mundo. Seus beneficios farmacologicos s&do primariamente
antiinflamatorios e imurssupressores, mas tambér@dmt sido usados como agentes
antiproliferativos e m-apoptéticos. Sao amplamente usados em tratamentos
quimiote&picosem pacientes com leucemias, linfomas e outros tipos de cancer, devido a
seu papel dinducéo da apoptose.

Os GCs aumentam a concent@gde glicose no plasma sanguineo através d
modificacdes a metabolismo de proteindgideos e carboidratos, resultando em aumento
da mobilizacédo de substratos para a gliconeogénese.

No figado, o cortisol estimula a deposi¢ao de glicogénio aumentaatilodade da
glicogénio sintetase e inibindo a atividade da enzima mobilizadora de glicogénio, a
glicogénio fosforilase. A gliconeogénese hepética aumenta davidomento da expressao
de enzimas gliconeogénicas, como a REK(Exton, 1979).

Estimulamtambém a diferenciacdo de adipécitos promovendo a adipogénese através
da ativagéo transcricional de genes essenciais para a diferenciacdo, incluindo a lipoproteina
lipase, a glicereB-fosfato desidrogenase e a leptina (Hauner & Entenmann, 1989).
Cronicameate, o excesso de GCs no tecido adip®so acbeomplexas estimulado a
distribuicdo visceratle gorduraA explicacdo para essa predilecdo de distribuicdo visceral
pode estar relacionada ao aumento da expressao tanto do receptor de glicocortictode quan

d a -HSDbtipo 1 no omento, em comparacdo ao tecido adiposo subcutédneo (Bejalska
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al., 1997) Tal atividade favoreceno tecido viscerala conversdo de cortisona em cortisol
Ganho de peso e obesidade sdo os sinais mais comuns em pacientes come Siedr
Cushing (Rebuffescriveet al, 1988).

Os GCs induzem resisténcia a insulina no tecido muscular e podem ainda causar
mudancas catabodlicas nos tecidos conectivos, musculares e na pele. Na pele e no tecido
conectivo inibem a divisdo das células epidais e a sintese de DNA, além de reduzir a
sintese e producdo de colageno. Nos musculos causam a atreflacdo deintese de
proteina muscular. Pacientes com Cushing apresemtaioncdo de massa fraqueza
muscular (Arlt & Stewart, 2005).

Osteoporose osteopenia podenerscausadas pelo excesso de G@sa vez que a
funcdo osteoblastica € inibida por esses horménios (Canalis, 1996). Causam efeito
hipocalcemiante devido a menor absorc¢éo intestinal do célcio e a diminuicdo da reabsor¢éo
renal de célcie fosforo.

Os GCs elevam a pressdo arterial sanguinea através de diversos mecanismos
envolvendo acdes nos rins e na vasculatura (Fetsal, 1989). Na musculatura lisa
vascular aumentam a sensibilidade aos agentes pressorios, como as catecolaminas e a
angiotensina llenquanto reduz a dilatagdo endotelial mediada pelo 6xido nitrico. A sintese
de angiotensinogémtambém é estimulada pelos GCs.

Nos rins, naausénciad a at i v i €H8DQItpo Al @corfisbhBo é convertido a
cortisona epode interagi com o receptor mineralocorticéide no néfron distal e causar
retencdo de sodio e perda de pota€8®GCs pdem também aumentar a taxa de filtracédo
glomerular, o transporte de sédio no epitélio do tubulo proximal bem carteam@ance de
agua livre (Marve 1984). Esse ultimo efeito envolve o antagonismo a acao da vasopressina
e explica a hiponatremia dilucional observada em pacientes com insuficiéncia adrenal (Raff,
1987).

Os efeitos imunossupressores estéao relacionados tanto a imunidade celular quanto a
humoral, sendo mediadas principalmente pelos linfocitos T auxiliares. No sangue periférico
0s GCs reduzem a contagem de linfécitos pois os retiram do compartimento intravascular e
os redistribuem para os linfonodos, baco e medula Osseat(&ly 1974).A inibicdo da
producédo de citocinas pelos linfocitos € decorrente da inibicdo do faterBNF | mpor t a

na transcricdo génica das citocinas; os GCs podem tanto se ligar diretamente quanto induzir
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inibidores de NFe B, I mpedindo a tr aegueestro deste &atwr na u c |
citoplasma, inativando seus efeitos (Dale & Petersdorf, 1973).

O efeito antiinflamatorio dos GCs € determinado tanto pela alteracdo na cinética
celular quanto pela acdo direta sobre os componentes do processo inflamatério pntgriame
dito. Promovem uma redistribuicdo celular no local da inflamacdo no compartimento
intravascular, com maior saida de células da medula éssea e inibicdo da expressdo de
moléculas de adesédo como ELAMe ICAM-1, essenciais para a migracao de leucocitos ao
sitio de inflamacéo. Consequentemente, a adesao de neutrofilos a parede endotelial diminui,
elevando o numero de leucécitos circulantes. Atuam ainda sobre os macrofagos reduzindo a
fagocitose e, consequentemente, o processamento e apresentacédo das antdgemocao
dos detritos na area de inflamacao. Reduzem a resposta inflamatéria local impedindo a acéo
da histamina e do ativador do plasminogénio (Arlt & Stewart, 2005).

No sistema nervoso central os GCs causam a morte neuronal, principalmente no
hipocampo (Arlt & Stewart, 2005).

O mecanismo pelo qual os GCs determinam a apoptose ainda nao foi completamente
esclarecido mas sugere a orquestracao de trés fatores: ativacdo dos gapeptptiaos,
modulacdo negativa de citocinas jmfamatérias e blqueio do ciclo celular. Podem
estimular processos catabdlicos, degradaighproteinas, de DNA e de RNA.

Os efeit® terapéuticos dos GEslacionamse, em parte a sua acao antiinflamatoria
e imunossupressora, mas, em doencas crbnicas, parte dessedefdtwle dasua

capacidade de suprimir a proliferacédo celular e, em certos tecidos, induzir a morte celular.

2.4 Regulacao da secrecéao de cortisol

A secrecado de cortisol € pulsétil e depende da secre¢do de ACTH -{Kelher &
Dallman, 198% é controladgelo eixo hipotdlam@adenohipéfiseedrtex adrenalOs pulsos
de ACTH variam em amplitude nos diferentes periodos do dia (aumentam apds as primeiras
horas de sono e atingem o maximo ao acoréarroncentracdes, tanto de ACTH quanto de
cortisol, sdo mai@s pela manha e vao diminuindo ao longo dg skéguindo um ciclo

circadiano:o apice acontece nas primeiras horas do dia e, durante o dia ocorre o declinio,
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tendo o periodo de menor conttagdo por volta da meia noite carm aumento apos as
primeiras hoas de sono (Van Cauter al, 1996; Engeland & Arnhold, 2005)

A secrecao de cortisol depende do ACTH pois, esse hormonio, produzido na hipofise
anterior, € o principal horménio estimulador da sintese e secrecéo de glicocorticoides.

A secrecdo de glicocticoides é regulada atraves teedbacknegativo. Esses
hormonios se ligam a seus receptores (glicocorticéides e mineralocorticoides) e geram uma
cascata de eventos que inibem a secrec¢do. Ocorre tanto na hipoéfise quanto no hipotalamo.

Para que o corti$glasmatico se mantenha em concentracdes estaveis o mecanismo
de feedbacknegativo também ¢é utilizad@¢Figura 2) Uma diminuicdo do clearance
metabdlico do cortisol € compensada por uma redu¢do em sua secrecao e, um aumento de

clearanceé compensando petmmento da producéo de cortisol.

Hipotdlamo
(CRH)

*|

inibicao

Hipofise cortisol

(ACTH)

Y j

Figura 2: Controle da secrecdo de cortisol atravésegelbacknegativo tanto ao nivel de

hipotalamo quanto ao nivel de adenohipdfise. A deficiéncia de cortisol estimula o eixo

CRH-ACTH e o excesso de cortisol inibgsa via.
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Horménios esterdides sao lipofilicos e circulam em associagdo com proteinas
especificas e ndo especific&s.cortisol € um horménio que, em sua maior parte, circula
ligado a CBG (globulina ligadora de corticoesterdide) e a albumina. Isso entued o
horménio passe pela membrana da céilla (Gattiet al, 2009).

A CBG é a proteina plasmatica que apresenta maior especificidade pelo cortisol e,
cada CBG possui apenas um sitio de ligacéo (Torpy & Ho, 2007). O principal papel da CBG
€ o de regar a biodisponibilidade e clearencemetabdlico dos GCs (Gatit al, 2009).
Apenas 3 5% do cortisol total presente no plasma circula como cortisol livre.

O cortisol livre € uma molécula lipofilica que atravessa dos capilares para os tecidos,
principalmente, através de difusdo passiva (Lewhel, 2007). Estudos mostram que a
concentracdo de cortisol salivar reflete a fracdo disoblivre do sangue e, aindpie a
concentracdo de cortisol salivar é de aproximadamente 50% do cortisahdosalgue
devido a atividade danzimal 1-HSD tipo 2 na glandula parétida (Wade & Haegele,
1991).

2.5 Converséo do cortisol em cortisona

O controle da acao local do cortisol sobre os receptores mineralocorticoides é feito
pela oxidacdo local do cortisol a cortisona, reagdo que € catalisgde | a eHSDi ma !
tipo 2. A metabolizacdo do cortisol por essa enzima acontece préxima aos receptores
mineralocorticéides, € tecieespecifica e previne a acdo de horménios esterdides nesse
receptor Edwardset al., 1988.

A aldosterona nao é substrgiara a enzima. Ogaeptores mineralocorticéidesrté
afinidade semelhante, tanto pelo cortisol quanto pela aldosterona, mas por ser a forma
inativa do cortisol, a cortisona ndo se liga a esse recdpésta forma, agsar de ter
concentracdo plasmaticauito superior a da aldosterona, o cortisol é inativado no rim antes
de agirno receptor mineralocorticoidEsta claro que a acao da enziina-HSD tipo 2¢é a
principal responséavel por proteger o receptor mineralocorticoide da agéo do cortis@t(Gatti
al., 2009).

A aus°®°ncia ou <8O tipe R determinaaa pdeaencd debgrande

concentracdo de cortisol no rim e a@io mineralocdicoide excessiva, com retencdo de
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sédio, 4gua e uma condicdo de hipertensdo com hipocalemia. A condi¢cdo é conhecida como
sindrome do excesso aparente de mineralocorticoides (‘éthate 1997).
As duas isoformas denzimal 1-HSD (tipo 1 e tipo 2)sdoexpressas de maneiras

distintas nos tecidd$igura 3)

CH,OH ‘-
q‘c’ ; o /Lll_ml
o . OM11pHsD T on
"Tf’ N tipo 2 0 -‘:?.].,.f““x.lf’ ‘»HI
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Figura 3: Reacéo de ddacédo do cortisol a cortisona.
Adaptado de Taylor, 2002.

2.6 Métodos deguantificacédo de cortisol

Ensaios de cortisol sérico sdo importantes na avaliacdo clinica de etesolal
glandula adrenal.

A guantificacdade cortisol pode ser feita utilizando complexos orgawetalicos que
sdo detectados por eletroquimica ou espectroscopia de infravermelho (Phetoalin
1994), métodos cromatograficos (Janzdnal, 2008; Vogesr et al, 2001) e ensaios
competitivos como RIE e imunoensaios que néo utilizam isotopos radioativos (@analis
al., 1979; Roberts & Roberts, 2004).

A dosagem de esterdides hormonais teve inicio na década de 50 com o emprego de
métodos colorimétricos pa analise de metabdlitos urinarios dos principais produtos de

secrecdo das adrenais e das gonadas. (\demg 2002). Em 1969, Abraham descreveu o
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primeiro RIE para um hormdnio esteroide, o estradiol. A partir de entdo houve um avancgo

na criagdo de nms métodos denunoensaiopara hormonios esterodides.

O principal problema dos imunoensaios para a deteccdo de esterdides se deve a
grande semelhanca estrutural que existe entre os hormoénios dessa classe (Vieira, 1999). Esse
fato torna a obtencdo de amtipos primarios extremamente dificil. A ampla faixa de
concentracdo de esterbéides encontrada no corpo também € um problema para a robustez

desse método.

Com o avanco das pesquisas houve a elaboracdo e desenvolvimento de anticorpos
monoclonais de alta espBcidade, mas que ndo foram suficientes para solucionar o
problema (Vieiraet al, 1996). Em estados de baixas concentra¢cdes hormonais (menopausa e
infancia) os interferentes podem levar a resultados falsamente elevadosgiVatira999;
Thienpont, 998).

A cromatografia em coluna passou a ser utilizada de forma preparativa, anterior aos
RIEs para horménios esterbides, ou seja, 0s esterOides eram separados através da
cromatografia e, apos esse processo, eram quantificados por meio de RIE (Carr, 1971,
Manlimos & Abraham, 1975; Abraham 1975).

A adaptacdo do sistema de HPLC, ainda para a separacdo de esteroides, foi
desenvolvida por diversos autores, com destaque para os trabalhos de Scho(EST@fer,

1981) e deixaimplicitas as seguintes vantagemdto grau de resolucdo (intrinseco do
sistema), que permite a separacao de esterdides individuais sem problemakidéce a
automacao do processo.

Desde 1986 o HPLC foi proposto para substituir o RIE na dosagem de cortisol
urinario livre, pois € on método no quae podeevitar a interferéncia de medicamentos nos
ensaios (Machacek & Jiang, 1986).

Os métodos mais utilizados gaantificacdode esteroides hormonais sédo baseados
em imunoensaiosAtualmente, existe no mercado uma disponibilidade des da 30
imunoensaios para dosagem de cortisol, com distintas plataformas automatizadas. A
marcacao desses ensaios pode ser feita utilizando um isétopo radioativo (radioimunoensaio),
um produto de uma reagdo enzimatica (imunoensaio enzimatico) um fluoréforo
(imunoensaio  fluorescéx) ou uma  particula luminescente  (imunoensaio

guimioluminescente)Turpeinen & Hamalainen, 2013). Os imunoensaios nao isotopicos
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costumam apresentar maior especificidade e maior sensibilidade quando comparados com
ensaios colorimétricos (Gatt al, 200).

Os resultados dos ensaios ndo sao concordantes entre si e existem casos de
superestimativa e subestimativa das reais concentracdes de cortisol @radg009). Os
problemas encontrados nos imunoensaios sdo comumente delegados a reatividdde cru
com analitos similares, problemas de padronizacdo entre laboratéposblemas em
determinar a sensibilidadi® método (Zavadet al., 1978).

O cortisol équantificadoem diferentes matrizes: soro, plasma, urina e saliva e,
divergéncias podem semedntradas quando resultados de imunoensaios distintos séo
comparados.

As diferencas entre imunoensaios sdo ainda mais evidentes quando a matriz a ser
analisada é a urina, ja que ocorre a excrecdo de diversos metabdlitos semelhantes ao cortisol,
do pontode vista molecular (Murphy, 1999; 2002). Os principais metabdlitos do cortisol,
excretados na urina, somam mais de 95% do cortisol excretado; o cortisol livre representa
uma fracdo de R 3% (Gatti et al, 2009).

Ensaios de cortisol urinario costumapresentamltos resultados na dosagensske
hormbéniao Esses resultadoslevados podem ser atribuidos a reacdes cruzadas com
metabdlitos esterbides. Ja em ensaios que utilizam soro como amostra, precursores
esterdides e proteinas que se ligam ao cortisobsgwincipais interferentgJ urpeinen &
Hamalainen, 2013).

Diversos estudo®in questionado a confiabilidade dos imunoensaios para esteréides.
No trabalho de 2004, Roberts & Roberts compararam, com a utilizagcdo de ferramentas
estatisticas, gerformancede cinco imunoensaios competitivos para cortisol sérico em
pacientes com hirsutismo: Ac&ssAdvia Centadt, AXSYM®, Elecsys 2010 e Immulite
2000°. Todos os ensaios apresentaram linearidade aceitavel e um total de imprecisdo de
menos de 10% nas trés centracdes de cortisol que foram estudadas exceto o ARZYM
Immulite 200§ que, na menor concentracdo de cortisol estudada (83 nmol/L para o
AXSYM® e 75 nmol/L para o Immulite 208)) apresentaram CV de 20,3% e 10,8%,
respetivamente e o Advia Centdirque na concentracdo média de cortisol estudada (607
nmol/L), apresentou um CV de 10,3%. O ensaio que apresentou rpeffmmmancefoi o
Elecsys 2018, que estudou trés concentracées de cortisol: 83 nmol/L, 497 nmol/L e 782

nmol/L. Os CVs encontrados foraie 6,3%, 2,9% e 3,5% respectivamente.
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Um dos problemas encontrados em imunoensaios € a reatividade cruzada e esse viés
também foi investigado nesse trabalho. O Elecsys®2fifi® imunoensaio que apresentou
maior porcentagem de reatividade cruzada coRi-deoxicortisol (45,4%), enquanto o
Advia Centau? apresentou a menor porcentagem de reatividade cruzada com esteréides
endogenos (4,5%)Portanto, existea necessidade de um método de referénaia @
dosagem de esteréides comeootisol.

A quantificacéo de cortisol sérico liviem sendo aprimorada de forma progressiva
O primeiro registrode melhora da quantificacdo dortisol séricafoi em 1982 quando foi
proposta axtragdo com diclorometano, HPLC de fase reversaHREC) e deteccdo UV
permitindo que aleteccdo de concentracdes de cortisol abaixo de 10 nmegkpossivel
em aliguotas de 1 mL de so(€aldarellaet al, 1982) Em 1992, Harihararet al
desenvolveram estudo semelhaet®btiveram maor limite de deteccad0,8 nmol/l),
utilizando extracao séliddiquido.

Em 1986, Murphyet al, testaam a especificidade de sete proteinas presentes em
imunoensaios para esteroides. Os resultados foram superestimados, possivelmente devido a
reatividade cruzada e -@uicdo de compossodas amosais com os hormdnioEm 1997,

Lin et al. determinaam cortisol livre urinario e cortisona, simultanearteerpor HPLC, em
pacientes comisdrome de Cushing. O método se mostrou uma importante ferramenta na
identificagdodo Cushing exogeno.

Em 2005 Vieira et al. desenvolveram uma metodologia para a dosagem cortisol e
cortisona livre urinarios utilizando HPLC acoplado a um espectrometmassas para o
diagnéstico deiadrome de Cushing e investigacdo daiativa d e d a -HSD#potha 1 1 |
no ano seguintegm 2006, Coheret al determinaram os valores de cortisol no plasma de
pacientes com sepse, comparando kié&s comerciais de imunoensaios e o método de
dosagem por HPLC. Dois dos trkiis (Immulite 2008 e TDxX®) apresentaram valores
muito maiores que odosados por HPLC. A variacdo entre okit8 foi de -62% a 770%,
subestimando e superestimando os valores de cqteshatico na maioria dos casos. No
mesmo andChing et al validaram o método de dosagem por HPLC de cortisol urinario
comparando com unimunoensaio (Immulite 2009 na investigacdo daindrome de
Cushing. Nesse estudo foram investigados 39 pacientes. O imunoensaio confirmou a
sindromeem 22 pacientes (56%) enquanto o HPLC detectou a sindrome em 31 pacientes
(81%).
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Mais recentemente, en®23, El-Farhanet al, fizeram a comparacao entre cirkits
comerciais para a dosagem de cortisol sérico (Advia Cé&ntanchitec®, Modular
Analytics E176, Immulite 20060 e Acesf) e a cromatografia gasosa acoplada ao
espectrometro de massas. O estfaloealizado em voluntarios que foram submetidos ao
teste de adrenocorticotrofina. Os valores de referéncia ainda n&o foram estabelecidos para
esse teste, que € conhecido por gerar valores discrepantes quando comparado entre diversos
imunoensaios. Nesteabalho foi encontrado que, em relagcdo a cromatografia gasosa, 0s
imunoensaios apresentaram resultados superestimados, exceto no grupo de voluntarios de
mulheres que faziam uso de pilula oral contraceptiva. Nesse grupo os resultados obtidos
pelo imunoensaiforam menores do que os encontrados por cromatografia gasosa.

A melhoria dos resultados esta diretamente ligada a métodos mais complexos: pré
purificacdo das amostras por cromatografia e melhoria dos métodos de detec¢céo (Turpeinen
& Hamalainen, 2013).

Os métodos cromatogréaficos com deteccao por UV eéMISIMS sdo capazes de
separar e quantificar o cortisol total em soro e plasma mesmo que outros esteroides e
metabolitos estejam presentes na amostra. Esses métodos sdo mais precisos quando
comparados conmunoensaios (Gatét al,, 2009).

Outra vantagem do HPLC em relacédo ao uso dos RIEs, especificamente, esta no fato
de que o RIE emprega padréo radioativo e a gera residuos de servico da saude classificados
como grupo C, gerando dessa forma material atigio para descarte (ANVISA, 2004),

uma desvantagem em relacédo ao HPLC, que ndo gera nenhum tipo de residuo radioativo.

2.7 Métodos cromatograficos

A cromatografia € um metodo fisicuimico de separacdo dos componentes de uma
mistura, realizada atrés da distribuicdo desses componentes em duas fases, que estédo

diretamente em contato.

Uma das fases permanece estacionaria, enquanto a outra se move através dela.

Durante a passagem da fase moével sobre a fase estacionaria, os componentes da mistura sa
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distribuidos pelas duas fases de tal forma que cada um deles € seletivamente retido pela fase
estacionaria, o que resulta em migragdiésrenciais desses componentes.

Existem varias formas de realizar o processo cromatografico e, existem varios
critérios para a classificacague saarelacionados :atecnica empregada, ao mecanismo de

separacao envolvido e aos diferentes tipos de fases utilizadas.

Quanto dase estacionariestapode ser colocada em um tubo cilindrico ou disposta
sobre uma superficie planafcromatografia de coluna ou cromatografia planar,
respectivamente) A fase movel pode ser gasosa (cromatografia gasosa) ou liquida
(cromatografia liquida)Existe aindaa cromatografia supercriticaa qual, a fase moével
utilizada, € um vapopressurizadoem temperatura e pressdo acima do ponto critico; dessa
forma a viscosidade € menor e mantém as propriedades de interacdo com os@olutos.
estado fisico da fase estacionaria pode ser liquido ou solido. O liquido pode estar
simplesmente espalhado sobre suporte solido ou imobilizado sobre este. A imobilizagéo
pode envolver ligacbes quimicas entre o liquido e o sypmutsomente entre cadeias do

préprio liquido (Collinset al, 2006).

Quando uma amostra é injetada na coluna ela se liga a mesma déraviesacoes
guimicas, tais como: hidrofobicidade, carga, tamanho molecular e ligantes especificos, que
representam o0s principais tipos de cromatografia: cromatografia em fase reversa,
cromatografia de troca idnica, cromatografia de exclusdo moleculesneatografia por
bioafinidade, respectivamente. O sistema de solventes serd o responsavel pela eluicdo da
amostra, o que vai fazer com que asma demore um determinado tengara se desligar
da coluna e atingir o detector, logo, o que identificar4 a amosimo sendo a substancia de
interese sera o seu tempo de retencao (Poole & Poole, 1991).

Quanto mais forte for a interagdo entre a coluna e a substancia, maior serd o tempo
de retencdo e, quanto menor for a interagdo entre a coluna e a substancisemézopo
de retencao (Figura 4). A figura 4 € um exemplo de analise cromatografica com duas
substancias. A substancia 1 mostra uma menor interagdo com a fase estacionaria, quando

comparada com a substancia 2.
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Figura 4: Exemplo de cromatograma.
Retirado de Paula & Sena, 2007.

Os esterdides sdo retidos na fase estacionaria de acordo com sua polaridade e,
guando a fase mdvel apresenta um aumento de polaridade os esterdides sédo eluidos em
sequéncia (Tayloet al, 2015).

2.8 A técnica deHPLC

A HPLC é uma ferramenta que permite a separacdo de misturas complexas e que
possuem um grande numero de compostos similares.

As colunas utilizadas nesse tipo de cromatografia sdo recheadas com materiais
especialmente preparados e uma fase movel ekridalta presdo A constituicdo das
colunas utilizadas em HPL@ermite a eluicdoa altas pressdes aumentando assim a
eficiéncia do métod¢Collins et al., 2006).

A técnica de HPLC possalgumas vantagens, sendo elas
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em  tratando do tempo de analise asasepdes podem ser realizadas em
poucos minutos ou até em horas, dependendo do tamanho da coluna e da
vazao da fase moével

misturas complexas podem ser analisadas e o poder de resolucéo e deteccao é
muito alto, sendo possivel detectar centenas de comp@stnesma amostra;
andlises quantitativas sé@o de facil execucédo e grande precisao;

é possivel utilizar detectores que permitem medidas d&glée amostras;

s&o obtidas anélises ao nivel d& gQnanogramas) e 16g (picogramas);

€ versatil pois podeer aplicada tanto para compostos organicos como para
compostos inorganicos; as amostras podem ser liquidas ou sdlidas, idnicas ou
covalentes, de baixa ou alta massa molar. Os gases sdo as Umstiasam
guendopodem sedeterminadas por HPLC;

existem sitemas de HPLC completamente automatizados: injetam a amostra,
realizam a separacgdo, imprimem os tempos de retemgdtegram as areas

dos picos.

2.9Curva analitica

A curvaanaliticaé um método de quantificacdo que permite conhecer a quantidade

dehorm®nio na amostra através da resposta que o HPLC ira fornecer para os mesmos.

Neste estudo a curva febnstruidautilizando o método de adi¢cdo de padrdo que

consiste em adicionar quantidades conhecidas de padrdo a matriz isenta de analitos. Dessa

formao padréo € incorporado a amostra que sera utilizada na obtencdo dos cromatogramas

(Ribani et al, 2004). As amostras sdo extraidas e a curva analitica é entdo construida

relacionando asoncentracfesle padrdo que foram adicionadasm as respectivas asea

dos picos dosromdaogramas.

O ponto no qual a reta cortaeixo das ordenadas corresponde a @eegico da

substancia que esta sendo determinada, sem qualquer adicdo de padréo. A extrapolacéo de
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reta define, no eixo das abcissas, a concentracaddtsaia na amostra analisada (Betrg
al., 1988).

O tratamento estatistico da curva é feito da seguinte forma: eqdeg@yressao
linear, coeficiente de correlagdo (r) ou de determinacdp €rgrafico com a reta de
regressao

A quantificagdo dos harbnios(Y) é feita substituindo o valor da arda pico do

analito de interess#o cromatogramedas amostra@X) na equacéao da retkigura 5)

01+

Abs

y=0,373x + 0,001
RZ = 0,9088

| | | |
0 0,1 0.2 0.3 0.4 0.5

[ 1 mgidi

Figura 5: Exemplo de uma cunanaliticautilizada para a quantificacdo de acidodbico

em soro devoluntarios relacionando a concentracédo do acido ascorbico e a absorbancia do
aparelho.

Retirado de Ronseiet al, 2004.
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3 OBJETIVOS

Este estudo tee como objetivoprincipal padronizare implementar quantificacéo
de cortisole cortisona poHPLC o Departamentde Ciéncias Fisioldégicasad-aculdade de
Ciéncias Médicas da Santa Casa de S&o Paulo
Teve como objetivos especificos:
1 A construcdo de curgaanaliticaspara aquantificagdo decortisol e cortisona,
buscando aeproddibilidade do método proposto;
1 Avaliar a sensibilidade e especificidade da quantificacdo de cortisol e cortisona por
HPLC, determinando sua potencial aplicabilidade na rotina laboratorial.
1 Comparar os resultados obtidos na determinacdo do cortisol por K&mnCa
dosagem rotineira feita pguimioluminescéncia
1 Avaliar a relagédo entre os resultados de cortisol e cortisona, resultado este Gtil em

aplicacdes clinicas futuras;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Fluxograma de desenvolvimento da metodmgia

[ Confeciio do sorolivre de esterdides ]

|

[ Construcio das curvas analiticas ]

|

[ Determinagio dos limites de ]

detecciio & quantificacio

|

Determinacfio dos coeficientes de
variagio intra e interensai o

|

[ Extraciioe andlise das ]

arnostras por HPLC

|

Comparacio dos resultados
obtidos por HPLC com os
resultados obtidos por
quimiclutinescéncia

|

[ Avaliacio darelagdo ]

cortisona’cortisel

Figura 6: Fluxograma indicando todas as etapas de desenvolvimento da metodologia.
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4.2 Amostragem

As 27 amostras utilizadasha comparacdo entre os métodos de HPLC e o

imunoensaio quimioluminescenterrespondem amostras previamente quantifiesdpor

guimiolumineséncia durante a rotina do Laboratério Central da Instituicdo. Tais amostras

foram oferecidas de forma andnima, imediatamente antetestmartepelo laboratério A

concentracdo de cortisolfoi previamente quantificada através do métodode

quimioluminescéncia, empreganddit comercializad pela Siemengmmulite 200§, um

imunoensaio quimioluminescente para cortisol sérico

4.3 Extracdo dosesterdidespara analise por HPLC

O método utilizado para a extracdo do cortisol e da cortisongsiste na adicdo de

éter 2 amostra.

Neste estudo a metodologia de extracdo foi adaptada do protocolo desermwlvido

2008 por Sugawaret al.:

T

=4 =4 4 A4 A -4 -2

em um tubac6nicode 15 mL adicionae 2 mL de soro;

adicionase 6 mL de étap.a;

agitacdamecéanicam votex duranteum minuto;

centrifugacdo a 10.000 rpm, durante 20 minutos a 4°C;

separacao da fase organica (sobrenadante);

secagem da fase organica em fluxo de nitrogénio, a 30°C;
ressuspens«o doldeACdld%duos em 400 ¢
filtragem em seringa acoplada fitro Millex® - HV de 0, 45 eEm
membrana Durapofe

inje-«o0o de 100 €L na coluna cromatog

ApOs o processamento das amostras as mdsnaasguardadas em freezer
- 20° Caté o momento danalise por HPLC.
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4.4 Parametros do HPLC

A coluna utilzada neste estudo € uma coluleafase reversa Luna C1850 x 4,6
mm) da Phenomen&x empacotadaom particulasle silicade 5>m e de porosidade de 100
A, com colunaguarda equivalentSecurity GuardPhenomen€y.

O cromatografo utilizadofoi um cromadgrafo liquido de altaperformance
Shimadzu LG20A® com duas bombas de alta presséo e detdetatV visivel O software
utilizado pelo equipamento é o LC Soluti8ns
Os parametrosromatograficogoram:
fase movetonstituida d&ACN e aguaultrapuranaporcentagem de 25% (25:%/v);
fluxo decorridaéde 0,750 mL por minuto;

detector UVajustado paréeitura no comprimento de ondas2#3 nm;

= =2 4

tempo total de analisde 25 minutos.

4.5 Construcdo das curvas

As concentragdes utilizadas para constesirduascurvas analiticasdeste estudo
foram
1 paraocortisol 100 eg/dL, 50 eg/ dbgg/2d2,egP.ddlL ,
1,56 ;eg/ dL
1 para a cortisonal 00 e g/ dL, 50 eeg/dL, 5285/ ¢/ dB,
egl/;dL

As solucdes foramdiluidas em aguaultrapuraa partir da solucaestoque (1000

eg/ dL) . O protocolo para a constru-«o das

T Unvolumeder 50 €L de c¢ ada deupadsdade @rsisol® cdisona » e s
foram preparadosas concentragcbes acima. Esse veldaon adicionada 1 mL de

soro livre de esteroides;
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Incubacéo deorocom os padrdgsor 30 minutos a temperatura ambiente;
Adicao de 3mL de éter;

Agitagdo em vortex durante 1 minuto;

Centrifugacdo a 10.000 rpm por 20 minutos, a 4°C;

Separacdo da fase a@rgca (sobrenadante);

Secagem da fase organica em fluxo de nitrogénio, a 30°C;

Ressuspens«o dos readlftagugos em 750 €L de

=4 =2 4 A4 -4 A A -2

Filtragem em seringa acoplada a filtro MifexHV de 0, 45 em com
Duraporé.

Um volume de50 €L de c aidabmetido lam método pfoposto, em
sextuplicata.

O software de detecg&alculoua area de todos 0s picos que apasecaaanalise
cromatogéfica.

A partir da coleta dos dados (area dos picos com o tempo de retencao esépulado
concentracdo de padpaoi feita a regressao linear, que forneceu a equacao da reta, 0

coeficiente de coelacdo(r’) e o grafico.
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5 RESULTADOS

5.1 Padrdes hormonais

Para este estudo foram adquiridos padrdes de grau analitico da/Siyiol® de

cortisol e cortisonaa concentracdo de 1 mg/mApaos diluicdo seriadajaz quot as de

de cada um dos padrdes foram subnasttduma andlise cromatrografipara se conhecer

0os tempos de retencaoiciais (fora da matrizde cada um dos horménjoem solugcao

aquosa(Figuras7, 8 e 9.

nAU

991

Figura 7: Perfil cromatografico dogokr « o

de

corti

s ol

na

.Aoncen

analise foi realizada utilizando ACN 25% a um fluxo de 0,750 mL/min. O volume de

injecdo foi de 5& L O perfil foi monitorado a 243 nm. Pode observar que tempo de

retencao d cortisol foi de 17,9 minutwm
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Figura 8: Perfil cromatografico dogdr «o de corti sona naA conc
andlise foi realizada utilizando ACN 25% a um fluxo de 0,750 mL/min. O volume de
injecdo foi de 5C-L. O perfil foi monitorado a 243 nm. Pode observar que tempo de

retencaala cortisondoi de 20,5minutos.
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Figura 9: Perfil cromatogréafico do pool deagrdes de cortisol e cortisona na concentracéo
de 10 0 A angliseddi realizada utilizando ACN 25% a um fluxo de 0,750 mL/min. O
volume de injecéo faile 100>L. O perfil foi monitorado a 243 nm. Pode observar que o

tempo de retencaadortisol foi del8,4minutose o da cortisona foi de 20,4 minutos.
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5.2 Soro livre de esterdides e efeito matriz

Para a construcadas curvas analiticasque quantitam materiais biol6gicos, é
necessario levar em consideracao o efeito da matriz.

O efeito matriz, para este estudo, pode ser deswitm a resposta do detector UV
para os analitos de interesse (cortisol e cortisona) na solucdo padréo e, a resposta do
detector, para 0s mesmos analites matriz das amostras, guesse caso € 0 Soro.

Em cromatografiap efeito matriz resulta principalmergen variacdes na intensidade
e no formato dos picos cromatograficos dos analitos susceptiveis. Dessa forma, a sua
principal implicacdo é afetar o aspecto quantitativo das anéa(idefslovaet al., 1998,
Pinhoet al.,2009 Soares & Santelleto, 2012.

Para a eliminacdo do efeito matriz utilize& a técnica de adicdo gadrdoa uma
matriz semelhante quela em gua& amostra se encontra. Esse método se mostrou eficaz na
eliminacdo desse viés (Chasit al., 1998, CuadrosRodriguezet al., 2001, Soares &
SantosNeto, 2012.

Neste estudo foi utilizada a mesma matriz das amostras, o soro, sem os esteréides de

interesse

Em 1978, Carter desenvolveu um protocolo para a retirada de horménios e outros
ligantes do soro humano. Esse protocolo tem uma taxa de sucesso em retirar
aproximadamente 80% o0s seguintes compostos: insulina, cortisol, TSH, T3, tiroxina e
derivados de wosterona. Além disso retira cerca de 70% do GH. Esse protocolo retira os

hormdnios mas mantém as proteinas do soro intactas.

A confeccao do soro livre de esteroides foi adaptada para os propésitos do trabalho.
O soro livre de esterdides reproduz a matdazgual as amostras estdo, mas sem 0s analitos
de interesse. Com esse protocolo € possivel retirar os esterdides do soro através de adsorgac

por carvao ativado.

A partir do soro livre de esterbides é possivel construir as curvas ao adicionar
concentrac@® conhecidas deortisol e cortisona e submeter este soro, agora adicionado de

padréesao mesmaprocesso de extracdo que a amostra é submetida.
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O protocolo, adaptado, para o soro livre de esterdides é:

100 mL de soro humano;

8 gramas de carvéo ativado;

agitagcdo mecanica do soro adicionado de carvao ativado por 24 horas sob
refrigeracao;

centrifugacéo a 15.000 rpm durante 40 minutos;

filtragem do sobrenadante em fi-ltro
80° C.

Para se comprovar a auséncia de estesamb soro, das aliquotas foram analisadas

porHPLC, antes do processamento com carvao ativado e apds o processamento.

Na figura 10 observase a andlise cromatogréficdo soro antes de sofrer o
processamento com carvao ativadelarpercebese a deteccdde um pico com o tempo de
retencdo do cortisol (18,1 minutos) e a deteccdo de um pico com o tEmmetencdo da
cortisona (21,2 minutos). Jéa figura 11 observase 0 mesmo soro ap0s o processo de

adsorcao dos esteroidesr carvao ativado.

O pico do catisol (18,2 minutos), que teve amplitude um pouco abaixp @& U, e
0 pico da cortisona (21 inutos), que estava abaixo denAU, ficaram, ambos abaixo de

0,75 mAU, ap0s o processamento.
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Figura 10: Perfil cromatografico de um pool de soro humaA analise foi realizada
utilizando ACN 25% a um fluxo de 0,750 mL/min. O volume de injecéo foi del5@
perfil foi monitorado a 243 nm. Pode observar quetempo de retencamdaortisol foi de

18,1 minutose o da cortisona foi de 21,2 minutos.
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Figura 11: Perfil cromatografico de um pool de soro humano apo6s o processo de adsorcao
dos esterdides pararvao ativadoA andlise foi realizada utilizando ACN 25% a um fluxo

de 0,750 mL/ mi n. O volume de inje-«o foli
Podese observar que mpo de retencacoctortisol foi de18,4 minutose o da cortisona

foi de 215 minutos.
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5.3Padrdes e tempos de retencdo na matriz

Apoés a confeccdo do soro livre de esterdides foi necessario conhecer os tempos de

retencdo dos padrbes de cortisol e cortisona na matriz.

Para cada um dos padrdes uma aliquota deR@@ padraaliluido na concentracao
de 100>g/dL foi adicionado a 1 mL de soro livre de esterdides e o processo de extracao foi

feito.

mAU

704

18.517

604

50

404

30

20+

M
04

Figura 12: Perfil cromatograficodo soro livre de esterdides adicionado de paddio
cortisol na concentracdo d€®0>g/dL. A andlise foi realizada utilizando ACN 25% a um
fluxo de 0,750 mL/min. O volume de injecao foi de=80 O perfil foi monitorado a 243

nm. Podese observar quetempo de retencamdortisol foi del85 minutos
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Figura 13: Perfil cromatografico d soro livre de esterbides adicionado de padrdo de
cortisora na concentracdo d€0>g/dL. A analise bi realizada utilizando ACN 25% a um
fluxo de 0,750 mL/min. O volume de injecdo foi de=80 O perfil foi monitorado a 243

nm. Podese observar quetempo de retencaacortisondoi de 21,2minutos

5.4 Seletividade do método

A seletividade pode ser definida como a capacidade do método analitico em detectar
os analitos de interesse na presenca de outros componentes da matrizeiCilasifog
Ribaniet al, 2004).

Para este estudo o método a ser conside¥adblPLC, a matriz o som os analitos

de interesse o cortisol e a cortisona.

Nenhum interferente deve eluir no tempo de retencéo dos analitos de interesse e, 0s
demais compostos preses na amostra devem estar adequadamente separados (Swartz &
Krull, 1998).
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Para comprovar a seletividade do método analisamos a matriz isenta dos analitos de
interesse e a matriz adicionadas dmadréegfiguras 11, 12 e 13). Além dissg a analise de
soro proveniente d amostras do descarte laboratorial foi feita para observapeofil de
corrida docortisol eda cortisona endégeno®©bservotse que 0s picos para cada um dos

analitos ficaram separados e com tempos de retencé&o distintos.

mAU

20.653

17.683

25 s0 75 100 125 150 175 200 225 min

Figura 14: Perfil cromatografio de sorchumano de uma amostra proveniente do descarte
laboratorial A andlise foi realizada utilizando ACN 25% a um fluxo de 0,750 mL/min. O
volume de ifecao foi de 10 L.O perfil foi monitorado a 243 nm. Pode observar que o

tempo de retencao dortisol foi del7,6 minutos e o da cortisona foi de @dinutos.

5.5Construcao da curva analitica do cortisol

A cada 1 mL de soro |livre de estee - -ide
cortisoldiluidoa partir da sol u- «o egeirdes oogoergracedd® 0 0 ¢
eg/ dL, 50 eg/dL, 25eceg/gdl@L 31,995/ dljgurd b , 6,
seguir é referente a construcdo da curva analitica do cortisol em soro livre de esterodides;

cada cromatograma corresponde & uma concentracao.
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Figura 15: Perfis cromatograficos do soro livre de esterdides adicionado do padrdo de
cortisol nas sete concentracdes utilizadas nesse estudo. A andlise foi realizada utilizando
ACN 25% a um fluxo de 0, 750 mL/ nsipenfisforddn v ol u

monitorade a 243 nm.

5.6 Curva analitica do cortisol e linearidade

Apoés a extracdas coridas para cada ponto da cufeaam feitas em sextuplicata
total de analises 42) e analisadapor HPLC a tabela a seguir mostra as concentragées
cortisol utilizadas na construcéo da curva, a média das sextuptieataseas dos piceso

tempo de retencdo médio.

Tabela 2: tempos de retencdo médios e médias dos picos de todas as concentracdes do

padréo de cortisol utilizados na construcacuaa analitica desse hormonio.

Tempo de retengdo médic Area média dos picos

Concentracéo(p g / d L (minutos) (absorbénc.ia(mAU)/
tempo (minutos))
100 18,3 1770503
50 17,9 912807
25 17,9 450481
12,5 17,8 174069
6,25 17,8 1062688
3,12 17,7 619535
156 17,8 28176

51



Utilizando & concentracdes a média das areas dos picosddda a regressao linear
utilizando o programa estatistico GraphPad Pri§tngGe forneceu a seguinte equacéo da

reta e coeficiente de determinacao:

y = 0,0000559 x + 0,35133r&= 0,9999.

O r2 é o parametro utilizado para estimar a qualidade da curva obtida: quanto mais
préximo de 1,0 for o r2 menor € a dispersdo do conjunto de pontos analisados e menor é a
incerteza dos coeficientes de regressao estimados. Um r2 maiq@g8e @onsideradama
evidéncia de um ajuste idealstlados para a linha de regresgaoeen, 1996; Jenke, 1998;
Shabir, 2008 A ANVISA recomenda que o r2 seja igual ou superior a 0,99 e o INMETRO

um valor acima de 0,90.

2 000 0001

1 500 0004

1 000 0004

Area do pico

500 0004
y = 0,0000559 x + 0,35133
r2=0,9999

0 50 100 150
Concentracao de g/dL)

Figura 16: curva analiticaconstruida para o cortisol relacionando a area dos picos de

cortisol obtidos nos cromatogramas com a concentracéo do padréo de cortisol.

Utilizando esses intervalos de concentrac@oas respostas relativas para cada
concentragdofoi construida uma curva analitica linear conhecida como faixa linear
dindmica.

Para a construgdo da faixa linear dindmica é necessario encontrasp@stase

relativas.
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A resposta relativa € obtida dividindo os dados do sinal de detec¢cdo (mAU) pelas

respectivas concentracdds cada ponto da curgbluber, 2007). Um gréafico é construido

com as respostas relativas no eixo y e as concentracdes no eixo x. A linha obtida deve ser

horizontal sobre toda a faixa linear. Sdo desenhadas outras linhas horigardkikas no

grafico, para 95% e 105% da linha da faixa linear. Corsgujue o método é linear até o

ponto onde a resposta relativa intercepta a linha de 95% ou 105%. A construgéo da curva

com a concentracdo em escabgaritmica permite melhor visualiggo da faixa linear

(Ribaniet al, 2004).

Tabela 3: média das respostas relativas de cada concentracdo utilizadesteucdo da

curva. Esses dados foram utilizados para construir a faixa linear dinamica do cortisol.

Concentracao decortisol (>g/dL)

Média das respostas relativas

100
50
25

12,5
6,25
3,12
1,56

5354763
6388655
586,1044
6234461
5978985
5576192
5006166
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Figura 17: gréafico da razdo sinal/concentracéo vs. eotacdo, em escala logaritmica

utilizado paralelimitarafaixa linear dinamica do cortisol.

A partir da analise do grafico pode concluir que o método se mostrou linear na

seguinte faixa de concentragd®50 >g/dL atél,56>g/dL.

5.7 Limite de detecc¢éaodo cortisol

O limite de deteccéo (LD) representananor concentracdo de analito que pode ser
detectada mas ndo necessariamem@ntificada pelo método (ICHL995; INMETRO,
2003). A seguinte formula é utilizada para calcular o limite de detecc¢éo:
, $ o0& 0-,
ondeo s € a estimativa do desvio padraordsposta, que pode ser: a estimativa do desvio
padrdo do branco, a estimativa do desvio padrdo da equacao da linha de regressdo ou a
estimativa do desvio padrao do coeficiente linear da equag&béea inclinacdos(ope ou

coeficiente angular da curamalitica (Ribanet al, 2004).
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Neste estudo a estimativa da resposta utilizada foi o desvio padrédo do coeficiente
angular da curva analitica; tanto o coeficiente quanstope foram retirados a partir da

regressao linear realizada no programa estati§raphPad Prism®5

Tabela 4: valores do desvio padréo do coeficiente linear sldperetirados da regressao

linear da arva analitica do cortisol.

s (desvio padréo do coeficiente linear) S (slopg

269,2 17880

O valores foram inseridos na fauka e o limite de detec¢@alculadofoi de 0,049>g/dL.

5.8 Limite de quantificagéo do cortisol

O limite de quantificacdo (LQ) representa a menor concentracao do analito que pode
ser medida pelo método (ICH, 1995; INMETRO, 2003). E calculado pelansefdimula:
o
3
Utilizando os valores o limite de quantificac&alculaddfoi de 0,150>g/dL.

, 1 p1@

5.9 Construcao da curva analitica da cortisona

A cada 1 mL de soro livre de estee - -ide
cortisonadiluidoapartir da solu-«0 estoque (1IMOO0 ¢g
eg/ dL, 50 e€g/dL, H2 gd g2d le,y,/ WA, 5 eg/ dL, 6, 2

A figura a seguir é refereng constru¢cdo da curva analitica da cortisona em soro

livre de esterdides.

55



100 pgsdL

50 pgfdL

25 pgfdL

12,5 pegfdl

6,25 pgdL T

3,12 pgdfdl

A

U

S o W VI N E—v

Z5

00 125 w0 e jranfn]

aH

i

\
A I W e

T

g H o H & B

PL
1

B

T4

aH

H

TH

p =

H

\
/213

0o 125 120 s =0

==

100 125 =0 175

56



Figura 18: Perfis cromatograficos do soro livre de esterdides adicionado do padrdo de

cortisona nas seis concentragdes utilizadas nesse estudo. A analise foi realizada utilizando

ACN 25% a um

monitorados a 243 nm.

fl uxo de

0,

5.10 Curva analitica da cortisona e linearidade

750 mL/ mi n.

O

v ol

Apobs a extracdo, as corridas para cada ponto da curva foram feitas em sex{uplicata

= 36) e analisadagle acordo com o método propgst tabela a seguir mostra as

concentracfes de kisonautilizadas na construcdo da cungamédia das sextuplicatas das

areas dos picos o tempo de retencdo médio.

u

Tabela 5: tempos de retencdo médios e médias dos picos de todas as concentracdes do

padrao de cortisona utilizados na construcdo da enaitica desse hormanio.

Concentracéo(p g /)d L

Tempo de reten¢do médic

(minutos)

Area média dos picos
(absorbancia (mAU)/
tempo (minutos))

100
50
25

12,5
6,25
3,12

21,1
21,2
21,2
21,7
21,7
20,8

1548613
77832416
38268933

236106
28485
539266
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Com esses dados ff@ita a regresséo linear no programa estatistico GraphPad Prism
5%, que forneceu a seguinte equacéo da reta e coeficiente de determinacéo
y = 15200 x + 17810 &= 0,9931.

2 000 000-
1 500 000+ °
(@)
Q0
o
(@)
S 1 000 000+
®
o
<L
500 000+
y = 15200 x + 17810
r’= 0,981
0 T T 1
0 50 100 150

Concentracdo de BEg/dL)

Figura 19: curva analiticaconstruida para cortisonarelacionando a area dos picos de

cortismaobtidos nos cromatogramas comoacentracdo do padréo de cortisona

Utilizando esses intervalos de concentragd@s respostas relativdej construida,
também para a cagbna, a faixdinear dindmica, da maneira que ja foi explicitadatem
5.6

A tabela 6 mostra a média das respostas relativas da cortisona para cada

concentracédo utilizada na construca@davaanalitica.
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Tabela 6: média das respostas relativas @ela concentracdo utilizada na curva. Esses

dados foram utilizados para construir a faixa linear dinamica da cortisona.

concentracdo de E em log (ng dL -%)

Concentracao de cortisond>g/dL) Média das respostas relativas
100 357,899000
50 320,650800
25 365818300

12,5 356548100
6,25 319469100
3,12 420179400

-

o

2

9

!':3- 3_

g

=

ok ]

Q

5 mmm e e o oowe 105

<: ---’——-l' ------ "‘

= ™ 0.95

]

jan ]

_::b . .

g faixa linear

E 2 L] L] L}

zZ 1 10 100 1000

iz

o

.

7 ]

]

o'

Figura 20: grafico da razdo sinal/concentracdo vs. concentragdo, em escala logaritmica

utilizado para visualizaa faixa linear dindmica da cortisona.
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O método se mostrou linear para a dosagencortisona na seguinte faixa 8.2
>g/dL ate50>g/dL.

5.11 Limite de deteccado da cortisona

A mesma férmula utilizada para calcular o LD do cortisol foi utilizaala galcular
o LD da cortisona. A formula utiliza ferramentas estatisticas para para estimar esse
parametro.

As variaveis foram retiradas dos dados da regressao linear da curva analitica da

cortisona, construida utilizando o programa estatistico GragPisam 5.

Tabela 7: valores do desvio padrdo do coeficiente linear sldperetirados da regressao

linear da curva analitica da cortisona.

s (desvio padréo do coeficiente linear) S (slopg

635,1 15200

Os valores foram inseridos na férmula el calculado foi deé,137>g/dL.

5.12 Limite de quantificagcdo da cortisona

A mesma férmula utilizada para calcular o LQ do cortisol foi utilizada para calcular
0 LQ da cortisona.

Os valores foram inseridos na formula @ calculado foi dé,417>g/dL.
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5.13 Coeficiente de variacao intraensaio

A precisdo de um método analitico € o parametro que avalia a proximidade entre
vérias medidas efetuadas em uma mesma amostra (€@hadinl998) e pode ser expressa
por meio do coeficiente de variagdo (CM) desvio padrao relativo intemsaio (condigcé&o
de repetibilidade) e interensaio (precisao intermediaria).

Para a determinacédo do CV intrasaio foiselecionada uma amostra de 20 mL de
sora Uma aliquota do sorfmi submetida ao imunoensaio para a deteagéode cortisol
séricopor quimioluminescénciad concentracdo de cortisakesse sordoi de 17,5>g/dL.

Foi entdo dividido em aliquotas de 2 mL que passaram pelo processo de extracdo e foram
armazenadas em freez&20° C até a analise por HPLC.

No diado ensaio a coluna foi lavada e equilibrada e foram feitas seis corrid@&) (n
sem intervalos. O valor de cortisol por HPLC em cada umardises cromatograficas foi

guantificadoe o coeficiente de variacao foi calculado de acordo com a seguinte férmula:

A
#6 t—@pnn

Tabela 8 Valores das amostras dosadas no estudeénsaio.

Amostra Quantificacéo de Fpor HPLC (>g/dL)
nl 11,6
n2 13,7
n3 13,7
n4 12,2
nS 11,3
n6 11,5

O desviepadréo foi de 1,009 e a média 12,354.

Aplicandose os valores na férrauo coeficiente de variacdo irteasaio foi de
8,1%.
61



5.14Coeficiente de variacao interasaio

O objetivo desse ensaio € o de verificar a variabilidade entre ensaios realizados em
dias distintos.

O mesmo soro utilizado no estudo irerasaio {7,5 >g/dL) foi utilizado nesse
estudo; aliquotas do soro foram extraid@mazenadas em freez@0°C até a analise.

Corridas em duplicata foram feitas uma vez por dia, durante cinco dias consecutivos
(n = 10). O valor de cortisol em cada uma das duplidatagiantificado e o coeficiente de

variacdo entre as duplicatas foi calculado de acordo com a formula ja apresentada.

Tabela 9 valores dasraostras dosadas no estudo iateaio.

Quantificacédo de F por

Dia Amostra HPLC (>g/dL)
1 Interensaio nl 6,6
1 Interensaio nz 8,7
2 Interensaio n< 9,9
2 Interensaio n4 10,5
3 Interensaio n& 9,4
3 Interensaio n€ 10,5
4 Interensaio n7 7,5
4 Interensaio né 8,0
5 Interensaio n¢ 10,0
5 Interensaio nl( 10,4

O desviepadréo foi @ 1,1878 e a média 9,15.
Aplicandose os valores na formula o coeficiemte variacdo interensaio foi de
12,98%.
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5.15 Quantificacbesde cortisol e cortisona

Foi feito umtotal de analises de72amostras para a correlacdo entre os valores
guantificados por quimioluminescéncia e os valoregiantificados pelo método proposto de
HPLC.

Os valores foram divididos em trés grupos; um grupo baixo (valores de cortisol
guantificados por quimioluminescéncia até>g/dL), um grupo médio (valores de cortisol
guantificados por quimioluminescéncia de>gy/dL até 15>g/dL) e um grupo alto (valores

de cortisolquantificados por quimioluminescéncia acima de 3&/dL).

O grupo baixo teve um n de afnhostras; o grupo médio teve um nl@eamostas e
0 grupo alto teve um n de seamostras. O soro foi aido e armazenado em freez@0°
C.

No dia de cada andlise a coluioa lavada e equilibrada, garantindo que ndo havia

ficado nenhum analito que sobrecaregaria as corridas.

Uma alfjuota de 106-L era injetada na coluna para andlise da amostra. Apos o final

na analise cromatogréafica os dados eram coletados.

Baseado nos tempos de retencao do cortidalcertisona as areas dos graficos eram
coletadas e inseridas na equacdo de cada uma das analiisas, tendo como resultado

final aquantificagdo do hormonio.

As aralises foram feitas em duplicatae 8lgum dos valores da duplicata fosse muito

discrepante uma terceira analise era feita para canfomeal valor.

A tabelal0 mostraas quantificagbes que foram feitas tanto para o cortisol quanto

para a cortisona.
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Tabela 10: Tabela em ordem crescente de todas as duplicatas que foram feitas para cada

uma das 27 amostras analisadas por HPLC com os valores de cortisol e cortisona

guantificados.
[]1F por QML (>g/dL) [1F por HPLC (>g/dL) [1E por HPLC (>g/dL)
1,6 (nl) 5,0 3,1
1,6 (n2) 53 2,7
2,2 (nl) 19,0 105,2
2,2 (n2) 15,1 70,8
2,8 (nl) 3,7 N&o detectadc
2,8 (n2) 3,2 Nao detectadc
3,1(n1)} 3,0 N&o detectadc
3,1 (n2} 2,8 N&o detectadc
3,1 (n)? 7.3 1,0
3,1 (n2f 7,2 1,2
5,0 (n1) 9,0 1,2
5,0 (n2) 9,8 1,7
6,3(n1) 45 N&o detectadc
6,3 (n2} 3,7 N&o detectadc
6,3 (n1} 11,3 8,6
6,3 (n2} 11,5 9,0
7,2 (nl) 7,0 N&o detectadc
7,2 (n2) 7,4 N&o detectadc
7,8 (n1) 22,3 100,1
7,8 (n2) 22,0 98,5
8,6 (n1) 6,2 7,0
8,6 (n2) 6,5 7,2
9,1 (n1) 6,8 3,1
9,1 (n2) 6,3 25
9,2 (nl) 11,3 N&o detectadc
9,2 (n2) 11,0 N&o detectadc
11,1 (n1) 12,7 N&o detectadc
11,1 (n2) 12,3 N&o detectadc
11,2 (n1) 8,9 3,7
11,2 (n2) 8,3 2,4
11,4 (n1) 8,5 N&o detetado
11,4 (n2) 8,6 N&o detectadc
12,1 (n1) 19,9 N&o detectadc
12,1 (n2) 19,8 N&o detectadc
13,8 (n1) 21,9 58,7
13,8 (n2) 21,3 58,2
14,1 (n1) 13,8 N&o detectadc
14,1 (n2) 13,9 N&o detectadc
14,9 (n1) 12,5 9,7
14,9 (n2) 13,5 13,3
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16,9 (n1)
16,9 (n2)
20,4(n1)*
20,4 (n2}
20,4 (n1§
20,4 (n2§
21,0 (n1)
21,0 (n2)
24,8 (n1)
24,8 (n2)
24,9 (rl)
24,9 (n2)
26,7 (n1)
26,7 (n2)

12,6
12,3
10,6
10,1
24,8
24,5
13,6
13,1
21,6
21,0
25,8
25,4
24,4
24,6

457

46,3
Nao detectadc
Nao detectadc
N&ao detectadc
N&ao detectadc
8,8

7,8
N&o detectadc
Nao detectadc
2,8

25
Nao detectadc
Nao detectadc

! Amostra 12 Amostra 2
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5.16 Correlacao entre HPLC e quimioluminescéncia

Foi feito um teste de correlacdo entre2@svalores de cortisofjuantificados pelo
ensaio de cortisol séridmmulite 200§ e os valores encontrados pelo método de HPLC

para essas mesmas amostras.
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— yC r = 0,6875
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[ ] F quantificada por QMLr(g/dL)

Figura 21. grafico de dispersdo mostrando a comparacdo dos valores de amostras

guantificadagpor HPLC com os valores de amostasintifi@daspor quimioluminescéncia.

O valor de (Peason)encontrado foi de 8875e op < 0,0001.

5.17 Relagéao cortison#cortisol

Das 27 amostrasnas quaiso cortisol foi quantificado foi possél quantificar a

cortisona em 4. O resultado da quantificdQ da cdisona por HPLC esténostradona
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tabela 11. S0 descritos os valores deortisol medidos por imunoensaio
guimioluminescenteas quantificagdes feitas por HPlgara o cortisol e a cortisona e a
relacdo cortisona/cortisol entre as mesmas amostras.

Tabela 11 valores de cortisol quantificados por quimioluminescéncia e por HPLC, valores

de cortisona quantificados por HPLC e a propor¢ao cortisona/cortisol.

F por QML F por HPLC E por HPLC : .

[] (>pg/d8 [] (gg/dL) y (Eg/dL) cortisona/cortisol
1,6 (n1) 5,0 3,1 0,62
1,6 (n2) 5,3 2,7 0,5094
2,2 (n1) 19,0 105,2 5,5368
2,2 (n2) 15,1 70,8 4,6887

3,1 (n1f 7.3 1,0 0,1369
3,1 (n2} 7,2 1,2 0,1666
5,0 (n1) 9,0 1,2 0,1333
5,0 (n2) 9,8 1,7 0,1734
6,3 (n1f 11,3 8,6 0,7610
6,3 (n2¥ 11,5 9,0 0,7826
7,8 (1) 22,3 100,1 4,4887
7,8 (n2) 22,0 98,5 4,4772
8,6 (n1) 6,2 7,0 1,1290
8,6 (n2) 6,5 7,2 1,1076
9,1 (n1) 6,8 3,1 0,4558
9,1 (n2) 6,3 2,5 0,3968
11,2 (n1) 8,9 3,7 0,4157
11,2 (n2) 8,3 2,4 0,2891
13,8 (n1) 21,9 58,7 2,6803
13,8 (n2) 21,3 58,2 2,7323
14,9 (n1) 12,5 9,7 0,776
14,9 (n2) 13,5 13,3 0,9851
16,9 (n1) 12,6 45,7 3,6269
16,9 (n2) 12,3 46,3 3,7642
21,0 (nl) 13,6 8,8 0,6470
21,0 (n2) 13,1 7.8 0,5954
24,9 (nl) 25,8 2,8 0,1085
24,9 (n2) 25,4 2,5 0,0984
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Na figura 22 sdo mostrados mr@sultados da relagéao cortisomartisol medidos por
HPLC.

(@)
1

*

Relacao cortisona/cortisol
N

mediana

O '..'_...

Figura 22: Representacao gréafica da relacdo cortisona/copgéextiios por HPLC

Tabela 12: Valoresde mediana @tervalo interquarti(percentis 25% e 75%referenes a

relacdo cortisona/cortisol.

Parametro Valor
Percentil 256 0,3160
Mediana 0,7040
Percentil 7506 2,719
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6 DISCUSSAO

6.1Padrdes,tempos de retencdo na matriz efeito matriz

Esses experimentos foram os primeiros que foram realizados apos@iolite soro

livre de esteroides.

Era necessario saber se os padrbes apresentariam 0os mesmos tempos de retencac
guando adicionados a matriz e se algum dos componentes dainaaélizir nos tempos de

retencao.

Isso néo foi observado e os padrdes se oot@@m como era esperado, mantendo os

tempos de retencéo.

O que pb6de ser observado foi que houve uma interacdo entre os componentes da

matriz e os padrdege cortisol e cortisona

O efeito matriz ficou claramente visivel quando duas analises realigad&d?L.C
foram comparadas: uma andlise de uma solucao aquosa de cortisol, na concentracdo de 100
€ g l, due teve volume de injeccbe 5 @ umsalandlise de soro livre de esterdides
adicionado de padréo de cortisol na mesma concentrac@dd( ¢ g Voldnte de injecéo
(50¢lL).

Como pode seobservado na figurd3 o pico do cortisol (17,9 minutos), apresenta
uma deteccao superior a 400 mAU, e é o Unico pico presente na analise cromatogréfica, ja

gue é um padrao diluido em agua ultrapura.
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Figura 23: Perfl o omat ogr 8fico do padr«o de corti:
ultrapura.A analise bi realizada utilizando ACN 25% um fluxo de 0,750 mL/min. O
volume de inje-«o foi de 50 ¢ Lseob®ervarguefoi | f
tempo de retencaadortisol foi de (17,9 minuto®) ndo se observa outros picos na analise.

A deteccao do pico foi um pouco maior que 400 mAU.

A figura 24 no eatanb, € uma andlise cromatografica de 1 mL de soro livre de
esterdides que foi adicionado de padrdo de swrtiluido em agua ultrapursa mesma
concentracdo anteriod (0 0 9. dladd dsse soro passou pelo processo de extracdo e,

depois, uma aliguota de 5Q foi injetada para analise.

Nesse perfil cromatografico € possivel notar a presenca de diversos picos (indicando
a matriz complexa que é o soro humaaa) pico derteresse (cortisol) com o tempo de
retencdo de 18,5 minutos. O que € importante observar ao se comparar esses dois perfis
cromatograficos € que, na matriz, a deteccédo do pico do padrdo de cortisol ficou abaixo de

60 mAU, sendo que o mesmo padrao e dilufogam utilizados para as duas analises.

O efeito matriz, que € o responsavel por distorcer tanto o tamanho quanto formato e
amplitude de picos cromatograficos na construcdo de curvas anglHagsovaet al.,
1998, Pinho et al., 2009; Soares & Santdgeto, 2012) ficou claro nesse trabalho. De
alguma forma o padréo de cortisol interagiu com a matriz e fez com que a deteccéo ficasse

abaixo da deteccéo que foi encontrada quando apenas o padrao foi analisado
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Figura 24: Perfil cromatografico do soro ligrde estdiides adicionado do padrdo de
cortisol (100 € g/ dL)A anflis¢ furealizada etiizarGlggACH 25%] t r a
a um fluxo de 0,750 mL/ min. O volume de ir
243 nm. Podee observar que tempo de retengado cortisol foi de (8,5 minutos), além

de observar outros picos na analise. A deteccdo do pico foi de aproximadaBmaiid.5

Essa investigacdo também foi feita para a cortisooa as mesmas concentracdes

gue foram utilizadas para o cortisol (1a§/dL).

A figura 25 mostra uma solucdo de cortisona diluida em &gua ultrapura na
concentracdo de 10€y/dL analisada por HPLC. Nessa figura pedeobservar um unico
pico, que é o pico da cortisona, com tempo de retencdo de 20,5 minutos e deteccdo acima de
250 mAU.
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Figura 25: Perfil cromatografico do padrdo de cortisd 1 00 € g/ d L) di | uz

ultrapura.A analise foi realizada utilizando ACN 25% a um fluxo de 0,750 mL/min. O
volume de inje-«o foli de 50 ¢ L.se obServarguefoi |
tempo de retencdo da cortisona foi de (20jGutos) e ndo se observa outros picos na

analise. A deteccaamdico foi um pouco maior que @nAU.

Ja afigura 26€é uma analise cromatografica de 1 mL de soro livre de esterdides que
foi adicionado de padrdo de cortisona diluido em agua ultrapura na mesma cgéaoggatra
utilizada anteriormentel(0 0 9. gdsabdro passou pelo processo de extracao e, depois,
uma aliquota de 5L foi injetada para analise.

Percebese que, da mesma forma que o cortisol interagiu com a matriz houve a

interacéo da cortisona quando obsergea deeccdodo pico.

A deteccgéo do pico da cortisona (21,2 minutos), no soro livre de esterdides foi de
apraimadamente 40 mAU, contrastandastante com a deteccédo da cortisona diluida em

agua ultrapura, que foi um pouco maior que 250 mAU.
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Figura 26: Perfil cromatograficodo soro livre de esterdides adicionado do padrdo de
cortisona (100 &g/ dL)A addlise io?reaizade utiliz&douACN u | t
25% a um fluxo de 0,750 mL/ min. O vol ume
monitorado a 243 nm. Pode observaque otempo de retencdo da cortisona foi de (21,2
minutos), além de observar outros picos na analise. A deteccdo do pico foi um pouco menor
que 40 mAU.

Os dois analitos de interesse sofreram mudancas substanciais quanto ao tamanho dos
picos quando fora acrescentadosmatriz isenta de esteréides. Isso deixou bastante claro o
guéo importante é considerar o efeito matriz, pois se as curvas fossem feitas ignayando

resultados seriam subestimados pelas equacdes.

Curvas analiticas podem ser feitaspnépria matriz isenta dos analitos de interesse

ou ainda em matrizes que sejam bons simulacros da matriz original.

Em 2008, Sugawarat al, construiram uma curva analitica parguantificacdo de
cortisol que obteve bons resultados em albumina bovina 3%. Amd2008 Vieiraet al,
desenvolveram uma curva parguantificacéo de testosterona sérica livre, que foi feita em
soro livre de esteréide®© soro livre de esterdides também foi utilizado na validacao
analitica do trabalho de 2004 de Sugavesral.

O uso de aro livre de esterdides para a construcdo de curvas analiticas para a

guantificacéo de cortisol e cortisona ainda néo foi documentado na literatura.
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6.2 Seletividade do método

O termo seletividade, sugerido pela IUPAC (Vessman, 2@jilizado quando o

meétado instrumental de separacdo produz resposta para mais de uma substancia de interesse

A seletividade de um método deve ser assegurada como primeiro passo da validacao
pois, se a seletividade nao puder ser garantida a linearidade, a exatidéo e agsec&a0
comprometidas (Ribamit al, 2004).

Para a verificacdo da seletividade a maisenta de esterdides foi analisada e

comparada com a matriz adicionada de padrdes de cortisol e cortisona.

As substancias de interesse devem estar bem separaddentiais substancias
encontradas na amostra e, nenhum interferente deve eluir no tempo de retencdo (CODEX
CX/MAS, 1995; ICH, 1995Swartz & Krull, 1998]S0O, 1999).

Neste estudo, o0 método teve sua seletividade garantida: as duas substancias de
interesse (adisol e cortisona) apresentaram diferentes tempos de #@etgdig,6+ 00,9
minutos para o cortisol 20+ 01,3 minutos para a cortisona) e ndo forametwdas na
presenca de interferentes da matriz; além disso, quando analisadas pelo HPLC, se mostraram

ainda bem separadas das demais substancias presentes na amostra.

6.3 Curva analitica do cortisol e linearidade

A curva analitica do cortisol foi construida utilizando o método de adi¢cao de padréo
a matriz isenta de analitos. Esse método se mostrou o fenaigavel pois nele poewse

observar o comportamento do cortisol na matriz (soro).

Quando esse estudo foi iniciado foram construidas curvas para cada um dos

hormdénios em solucdo aquosa.

A curva em solucao aquosa ignora o efeito do analito na matriz € m@smo vai

ser dosado,egnora tambémo fato da matriz interferir no formato e tamanho dos picos do
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cromatograma(Soares & SantosNeto, 2012) ndo sendo assim ideal paestudos de
dosagens hormonais por HPLfbis € necesséario observar o comportamentcortisol na
matriz. A curva construida em solucdo aguosa slipga a resposta altera o coeficiente

angular afetando a linearidad&io sendo dessa forma, adequada para este.estudo

O método de adicdo do analito de interesse a matriz isenta deosagafitais
trabalhosp mas importante em cases que a amostré complexa e as interacbes com a

matriz sdo significativas (Ribaat al, 2004).

A curva analitica construidzara o cortisoapresentou’r= 0,999. Esse’resta dentro
do recomendado pelo INETRO (F > 0,90) e pela ANVISA (f ©0,99) mostrando que a

dispersdo dos pontos da reta esta muito proxima do ideal.

Foi desenhada ainda a faixa linear dindmica (Augetstd, 1997) para verificar se
0s pontos escolhidos para a curva analitica sao éisean toda assua concentrages O
método escolhido foi o desenvolvido por Huber (1988}yjual se poddizer que o método é
linear até o ponto onde a resposta relativa intercepta a linha de 95% ou deD1p5At0
gue corresponde®, 5 6 isteggcdemala linha de 95% e o ponto 8e0 € mterceptou
a linha de 105% sendo essa entéo, a faixa linear do coQiganto que corresponde a 100
eg/dL ficou fora da faixa | inear dopratiooPt odo
pois dosagens de codismaiores qu&0 e g/ dL n«o0 S «0 Ccrampmtite nt e

clinica

Portanto, anétodo se mostrou linear para as concentracdes que sdo encontradas com
maior facilidade na pratica clinicdlém disso, concentracbes de cortisol abaixo de 1,8

¢ g / sddidconsideradas suprimidas abaixo de valores normais.

6.4 Limite de detecc¢éao eiimite de quantificacédo do cortisol

O limite de deteccao representa a menor concentracdo de cortisol que pode ser

detectada, mas néo necessariamente quantificada (ICH, 19895TRIO, 2003).
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Dos métodos existentes para a determinagcdo do LD foi escolhido o método

estatistico, que € um método baseado em parametros da curva analitica.

Esse método foi escolhido pois é, estatisticamente, mais confiavel (Ribahi
2004)

O limite de quantificacdo representa a menor concentracédo de cortisol que pode ser
guantificada pelo método (ICH, 1995; INMETRO, 2003). Para determinacédo do LQ também

foi escolhido o método que se baseia nos paramestadsticosla curva analitica.

O LD calailado foi de0,049>g/dL enquanto o LQ calculado para o método foi de
0,150>g/dL.

Esses valores demonstram o0 quanto o método desenvolvido é sensivel para a

identificacdo equantificacaale cortisol.

Valores de cortisol abaixo de 138/dL sdo comumente encontrados em @ates
em uso de dexametasona, por supressdo do ACTH e consequente reducao da producao de
cortisol. Essa dosagem extremamente baixa ndo € o foco deste estudo, mas, o método se
mostrou capaz e sensivel para deteccdo de quantidades extremamente baixasolde cort

sérico, compativeis com sua aplicagédo clinica.

6.5 Curva analitica da cortisona e linearidade

A curva analiticada cortisondoi construidada mesma forma que a curaaalitica
do cortisol,utilizando o método de adicdo de padrdo a matriz iserdaalios. Esse método
se mostrou o mais favoravel pois nele pedeobservar o comportamerda cortisonana

matriz (soro).

A curva analitica construidpara o cortisonapresentou o’r= 0,9931 Esse 7
também esta dentro do recomendadanto pelo INMERO quantopela ANVISA

mostrando que a dispersao dos pontos da reta esta muito préxima do ideal.
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Foi desenhadaambém para a cortisona, faixa linear dindmica (Augustet al,
1997) para verificar se 0s pontos escolhidos para a curva analitica séeslem®atoda sua

concentracao.

O ponto de 3,12 eg/dL interceptou a |
interceptou a linha de 95% designando, dessa forma a faixa linear da cofigmrao que

corresponde a 100 ¢€g/ dmhétodloi cou fora da fai x

Do ponto de vista clinico, em condi¢cBes patoldgicas € possivel encontrar valores de
cortisona até 5 vezes maiores que o valor de cortisol, por ser o metabdlito inativo desse
horménio. Na prética clinica € comum encontrar o cortisol mantinal enerdoacdes entre
10 e 20>g/dL. Portanto, nestas condicfes € possivel que sejam encontradas amostras com
valores de cortisona supergra 50>g/dL. A relacdo entre o cortisel cortisona, medidos

por HPLC, foi analisada neste estudo.

6.6 Limite de deteccéao eiimite de quantificacdo dacortisona

Para a cortisona o LD calculado foi dd.37¢g/dL e o LQ calculado foi de 0,417
eg/dL. Os dois valores sdo suficientemente baixos, mostrando que o método desenvolvido

também é adequadamente sensivel para a cortisona.

6.7 Coeficiente devariacao intra-ensaioe interensaio

Paraambos o®nsais foi escolhido um volume de sommm concentracdo medida

porquimioluminescénciggualal 7, 5 e g/ d L.

As medidas de concentragéo do cortisol por HPLC apresen@WVaimira-ensaio de
8,1%, valor ede pouco acima do ideal(5%), porém inferior ao apresentado por

imunoensaios.
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Um dos fatores que pode ter influenciado no aumento do CVansaoencontrase
no método dextracdoque tem um cogfiente de recuperacéo variavel.

O emprego de éter nrocesso de extracdo garante simplicidade e baixo custo nas
andlises. E um método bastante utilizado e citado na literatura (¥ieita1979; Lochest
al., 1984; Weiet al, 1990; Fernandest al, 2003; Sugawarat al, 2004, 2008). O método
consistena separacdo dos horménios ligados as proteinas através da adicdo de éter ao soro e
precipitacdo através de centrifugacdo de alta rotacdo a baixa temperatura. Esse protocolo de
extracdo apresenta bons coeficientes de recupracao.

O estudo de Fernandes al de 2003 utiliza extracaldquido-liquido cométer para
extracdode diversos hormdénios esterdides e tem os seguintes coeficientes de recuperacao:
93% para o 2Heoxicortisol, 69% para o ideoxicortisol, 74% para a testosterona e de
54% para a 1-T+hidroxiprogesteronala o estudo de ¥ira et al, de 2000, apresenta
recuperacdo meédia de cortisol apds a extracdo de 9@ IEstudo de Weet al, de 1990,
extraiu 12 glicocorticéideenddgenos partir de soro e a taxa de recuperacao variou de 80%

a 103%. Junget al, em seu estudo de 2011, mostrou que, 0S imunoensaios para cortisol

apresentam dificuldades em remover o cortisol da CBG em mulheres que tomam pilula oral
contraceptiva. Esse pode ter sido um dos fatores que influenciaram na recuperacdo do
cortisol antes da dosagem por HPLC: dificuldade em desligar o cortisol de sua proteinas

carreadoras (CBG e albumina).

Erros de pipetagem de soro ou étambém sdo fatores concorrentpge podem

contribuir para uma extracéo ineficiente do cortisol

Outro fator que pode ter influenciado pode ser a sobrecarga de analito na coluna
cromatograficapois parte do analitpodeficar mais fortemente retido aos sitios ativos da
coluna epode entdo sezluido na corrida seguinte, modificando assim a quantificdg&o

amostras.

Um protocolode lavagem da colunfoi implementado na rotina do HPLC para
quantifica@io de esterdides no laboratériocada quatro corridas de amostra é realizado
uma corridade lavagem(com fase movel em diferentes concentrac@&esjna caida em
branco para garantir que nAajanenhuma substancalerida a coluna.
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Comoosensaia iniciaisforamrealizade sem protocolos de lavagepode ser que
asdeterminacdes realizadas adsostrazom valores elevados tenham sofrido esse efeito

dearrasto

No estudo interensaifoi analisado o comportamento do método em analises da

mesma amostra realizadas em dias subsequentes.

O mesmo soro utilizado no estudo para determinar o coeficiente de variacéo intra

ensaio foi utilizado para determinacoeficiente de variacao interensaio.

Observouse um CV interensaio relativamente alto (12,98%). Por se tratar dos
mesmos parametros cromatograficos e, tendo como Unica vamdkelos diferentes dias

novaextracdada mesma amostracreditase que g seja o principal interferente

6.8 Correlagéo entre HPLC e quimioluminescéncia

A correlacao entre os valores das amosjuastificadas por quimioluminescéncia e
os valoreslas mesmas asstrasencontrados por HPLC foi de 0,6878om p < 0,00010 r

mostrou queessa correlap € alta, de aproximadamenté&®@ significante.

Diversos trabalhos fizeram a correlacdo entre dosagens de amostras por algum
métodode imunoensaio e um métodesenvolvidopor HPLC e a correlacdo encontrada

sempre € alta e significativa.

Em 1987, Okeet al, determinaram cortisol e corticoesterona em plasma apos teste
de supressao com dexametasona. O coeficide correlacdentre o RIEe o método de
HPLC proposto forneceu um= 0,9634; o trabalho de 1993 Samaan al, encontraram
que a correlacdo entram kit de RIE para cortisolséricoe o método de HPL@ver =
0,965 Vieira et al, em 2005, quantificaram cortisol e cortisona Bvoeinarios por uma
metodologia de HPLC associada a espectrometria de massa em tandem. Quando
comparads o coeficiente de correlacdo (de Spearman) mostrou um r = 0,838 para o cortisol
e para a cortisona um r = 069 trabalho de 2008 de Sugawataal.,n&do fez a correlacao
dos valores encontrados por RIE e por HPLC mas, pode ser observado que os valores

encontrados pelo método de HPLC foram sempre menores do que os valores encontrados
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por RIE, com excecdo de uma amostra, que teve o mesmo valor quantificado por ambos os
métodos e uma amostra que teve o valor quantificado por HPLC maior que o valor

guantificado por RIE.

O método desenvolvido neste trabalho mostrou um coeficiente de correlacdo que

estava dentro do esperado, quando comparado com outros trabalhos.

6.9 Relacacacortisona/cortisol

A cortisona ndo havia sido quantificada previamente pelo imgaaen
guimioluminescente portanto ndo foi possivel fazer a correlacdo dos valores quantificados
por ambos os métodos. No entanto a propodeacortisona para o cortisein cada uma das

amostragjue foi possivel quantificar os dois hormérfimisnvestigada

A relagdo cortisona/cortisol variou de valorestre 0,1 e 5,5. A variagdo na
proporcao de cortisona para cortisol era esperada. A cortisona é metalmlizatiade sua
forma ativa, o cortisqgl sendoesperadaser encontrada em maior concentracao. éfidanto
foram encontradas situacOe®ms quaisa concentracdo de cortisol foi maior que a
concentracdo de cortisona. Em situagfes especificas (uso de medicamesiosomoe de
Cushing é esperado que hajaaior concentracacelativade cortisol. Como asn@ostras
eram provenientes do descarte da rotina laborateriahformacdes como o uso de
medicamentos ou condicdo patolégmaviando estavam disponiveis ndo ha como inferir

sobre 0 mecanismo causal @degariagao.

Em estudos futuros espesa que ess&lacdo seja estabelecidm voluntarios com

alguma condicdo, como obesidade.

6.10Desvantagens em se trabalhar com HPLC

O HPLC é uma técnica que ja vem sendo considerada como o -Joadodpara

dosagem de esterdides e ja é utilizada em aproximadan@iteds laboratérios de todo o
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mundo como substituicdo aos imunoensaios (Tagbral, 2015) pela sua maior

especificidade e robustez. Ainda assim € uma técnica que apresenta algumas desvantagens.

A instrumentacdo é de alto custo. Mesmo sistemas cromfitmg simples tem um
alto preco. Sistemas completamente mecanizados e, de certa forma fistisacos,
custam muito caro, e ndo € todo laboratério que pode se dispor a adquirir um sistema
cromatografico quando os imunoensaios apresentam uma altermaiivdarata (Collins,
2006).

Além do custo intrinseco do sistema existe o custo de operagdo: os reagentes devem
ser de alto grau de purezas fases estaciondrias sado distintas para cada tipo de composto
gue esta sendo pesquiea] existem ainda, compantes do sistema que devem ser repostos
com certa frequéncia. O sistema cromatografico sempre precisara de reagentes e serd uma
fonte de despesasfis préprias colunapossuemtempo de vida (til. Dependendo do
composto uma coluna suportara um certo numeliojegbes antes de comecar a apresentar
falhas. Logo, as fases estacionarias também devem ser consideradas consumiveis quando se
utiliza HPLC(Collins, 2006).

A falta de um detector universal para HPLC também é um problemdetectores
universais por idice de refracdo apresentam um limite de detec¢do elevado enquanto, um
espectrometro de masspessui um custo muito alto. Os detectores g@osorkancia ou
emissao de luz s6 podem ser empregados em compostos que apresentem propriedades

adequadas.

Umadasdificuldades encontradano desenvolvimento da metodologia foi referente
a fase estacionéaria. A matriz utilizada teesstudose mostrou, mesmo apds o protocolo de
extracdocom persistente conteudo residual, capaapmes um namerelevadode injecdes
ficaraderit a resina da colunaam isso causar entupimento na entrada da colu@am
isso, houveaumento da pressdo que fezcom que a fase estacionamnserca sua
reprodutibilidade. No desenvolvimento de metodologias de HPLC esse é um fator que deve
sa constderado. As fases estacionarias possuem um tempo de viddNeégde estudo
pudemos observar que, matrizes mais complexas (como osmie)n danificar a colung e

portantodevem seum fator a ser considerado.
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6.11 Desvantagens na quantificacdoedcortisol sérico

Nesse trabalho em especifiontra dificuldade encontrada foi a preparacdo das

amostras.

A extracao liquiddiquido, neste trabalho, foi uma extracdo que apresentou niveis de
recuperacdo do cortisol variaveis. Além disso é um proadssxtracdo demorado, com
longas centrifugacdes e tempo de secagem. Uma alternatimaasutilizacdo de um
processo dextracao soéliddiquido que eluiria apenas 0s compostos de interesse aitaria

menor tempo de espera e um produto final mais limpo.

A maior dificuldade em se quantificar cortisol sérico livre esta associada ao impacto
gue a quantidade de CBG podera ter nessa quantificacdo, jA que a quantidade de CBG

circulante aumenta pelo uso de estrogenos e é degradada sob coribBcGdress
inflamatrio (Perog@mwvroset al, 2010).

Em 1983, de Viniget al, demonstraram que existe uma boa correlacdo entre a

cortisona savar e o cortisol sérico livre.

A cortisona salivar € uma boa alternativa para substituir o dosésico livre pois a
dosagem naadepende do desligamento do cortisol de suas proteinas carreadoras. A
ati vi da-H8D tidoa2 nd dlahdula parétida é responsavel pela conversédo do cortisol
em cortisona. A cortisona e o cortisol salivar ndo devem ser comparados pois a concentragao
de wortisol salivar depende tanto do cortisol sérico livre quanto da oxidag¢do do cortisol em
cortisona, logo as concentracbes de cortisona salivar sempre serdo maiores quando

comparads com o cortisol salivar (Peragivwoset al, 2009).

Em 2010, Perogamvrost al., sugeriram novamentgue a cortisona saliva¥ um
potencial biomarcador para a quantificacdo de cortisol sérico livre. Essa metodologia
menos invasivae gera menos stress na hora da coletaa@@icada ao método de HPLC,
poderiafornecer uma matrizom menos proteinas e que pode ter um processo de extracdo

mais simples.
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7 CONCLUSOES

Com este estuddoi possivelpadronizare implementaa quantificacado de cortisol e
cortisona poHPLC ro Departamento de Ciéncias Fisiologicas Faculdade de Ciéias
Médicas da Santa Casa de S&o Paulo

1 Desenvolvemos e padronizanmsvas analiticaparacortisol e cortisonaytilizando
como matriz um pool de soro livre de esterdides obtido apds passagem em carvao
ativado.

1 O protocolo de quantificacdale cortisol e cortisona por HPLCapresentou
sensibilidade e especificidadelequadgsconfirmando sugotencial aplicabilidade
na rotina laboratorial.

1 A quantificagdo de cortisol por HPLC, embora correlacionada a determifeaigiio
por quimioluminescénciaapresentam numero consideravel de casos com valores
discordantes, potencialmente relacionados a fatores interferentes do imunoensaio.

1 Existe ampla variabilidade nas concentracdes relativas entre cortisona e, @stisol

guais devem ser avaliadas em estudos futuros
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8 RESUMO

Ensaios de HPLC para a dosagem de horménios esterdides vém, nos ultimos anos,
substituindo as técnicas rotineiras de imunoensaios. As técnicas de imunoensaio apresentam
problemas devido a grande semelhanca estrutural dos hormoénios esterdde leva a
dificuldade de obtencado de anticorpos primarios. O método de HPLC proposto utilizou uma
colunade fase revers@-18 e um cromatogfa liquido de alta pressédo para a separacao e
guantificacdo de cortisol e cortisona séricos. As duas cunadisieas foram construidas em
soro livre de esterdéides com a adicdo do padrao de cortisol e cortisona. As equacdes da reta,
utilizadas para a quantificacdo de cada um dos horménios sdo, para o cortisol: y =
0,0000559 x + 0,35133 e r2 = 0,9999 e, pararsema:y = 15200 x + 17810 €= 0,9931.

O método se mostrou seletivo e capaz de separar os dois horménios na matriz. Os limites de
deteccdo e quantificacdo calculados para o cortisol foram, respectivamente;didd4@
0,150>g/dL, enquanto, para a cortisona foram de OA@dL e 0,417>g/dL. Para o cortisol

0 método se mostrou linear nagsinte faixa de concentracdo: 1,5¢/dL i 50 >g/dL,
enquanto que, para a cortisona o método se mostrou linear degRjLZ 50 >g/dL. O CV
intraensaio foi de 8,1% e o CV interensa® fle 12,9%. Foram analisadas &mnostras
provenientes do descarte laboratorial, que tinham a concentracdo de cortisol previamente
guantificada por um imunoensaio quimioluminescente. O coefecige correlacao (r) entre

os valores encontrados pelo imunoensai@le método de HPLC foi de 0,68%¢6m p <

0,0001, mostrando que houve uma correlacdo significativa ergremétodos, de
aproximadamente 88. Das Z amostras analisadas foi posdi avalar a relacéo
cortisona/cortisolem M delas. A proporcéo variou de 0,1 a.5%r serem amostras de
descarte laboratorial informagées como o uso de medicamentos ou alguma condicéo
patolégicando estavam disponiveis, e essas informacdes poderiam dizerdevqu a essa
variacdo O método se mostrou sensivel dentro da faixa de interesse clinico e foi capaz de

dosar as amostras com preciséo.
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9 ABSTRACT

HPLC assays for the measurement of steroid hormareesn the last years, replacing the
immunoassaysoutine technigues. The immunoassaysain problem is that the steroids
structure are very similar between each other, preventing the developrhegdod and
reliable primary antibodies. The HPLC protocol proposed useev@rsed phas€-18
column and ahigh pressure liquid cromatograph for the separation and measurement of
serum cortisol and cortisone. Both analytical curves were built in steesdserum by
adding cortisol and cortisone’s standards. The equations, used for the quantification of each
of the hormones, are, for cortisol: y = 0,0000559 x + 0,35133 and r? = 0,9999 and, for the
cortisore: y = 15200 x + 17810 and = 0,9931. The method proved to be selective and
capable of separating both hormones in the matrix. The lower limit of detetiohrthe
lower limit of quantification calculatke for cortisol wee, respectively, 0,049g/dL and
0,150¢g/dL, while, for the cortisone were 0,18@/dL and 0,41%g/dL. For the cortisalhe
methodwas linear from 1,5@g/dL to 50 eg/dL and for cortisonethe methodwas linear

from 3,12¢g/dL to 50eg/dL. The intraassay CV was 8,1% and the intesay CV was
12,9%. Z samples fromour institution laboratory routine had the cortisol concentration
measured by a chemiluminescent immunoassay. The corretagdficient (r) between the
values found by the immunoassay drydthe HPLC protocol was 0,68%#%th p < 0,0001.

The correlation betwednoth methods werkigh and significantapproximately68%. In the

group of samples we were able do measheecbrtisoe concentration in 14amples. The
proportion cotisone/cortisoffluctuatedfrom 0,1 to 5,5 The samples were from laboratory
discard so informations dhe use of medicationsr some pathological condition were not
available and maybe, due to this, thiogortion fluctuated. The protocol proved to be
sensitive within the clinical range application and was able to quantify the samples with

precision.
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