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1 INTRODUCAO

A determinacdo do cortisol nos diferentes fluidos orgénicos tem sido aplicada como
auxilio diagnéstico em diversas condi¢es nosologicas em humanos, bem como empregada
em estudos envolvendo pesquisa clinica. A dosagem do cortisol em saliva € empregada para
0 estudo do ritmo circadiano do cortisol e para a avaliagdo da insuficiéncia adrenal nos
primeiros dias de vida de recém-nascidos a termo ou pré-termo (Castro & Moreira, 2003).
Adicionalmente, sua determinacdo em soro tem sido utilizada para avaliar o eixo
hipotalamo-hipo6fise-adrenal em alteracdes de funcBes cognitivas, em situacfes de estresse,
ansiedade, depressao, sindrome do pénico, na avaliacdo da privacdo de sono em pacientes
trabalhadores noturnos e naqueles com fadiga cronica (Christ-Crain et al., 2007; VVogeser et
al., 2007). A determinacdo de cortisol urindrio por HPLC tem sido empregada no
diagnostico da sindrome de Cushing, bem como sua dosagem sérica em 24 horas (Rollin &
Czepielewski, 2003).

O cortisol € um horménio classificado como glicocorticoide. Os glicocorticoides
(GCs) sdo hormonios esterodides vitais, com diversos efeitos fisiol6gicos nos vertebrados.
Suas funcbes bioldgicas influenciam o desenvolvimento de sistemas, o metabolismo,
neurobiologia, morte celular programada, entre outros. (Sapolsky et al., 2000; Juruena et al.,
2004; Brasil, 2005; Alheira & Souza et al., 2010; Torres et al., 2012;). Além desses efeitos
fisiologicos, os GCs também representam uma importante classe de farmacos, utilizados
principalmente como antiinflamatdrios e imunosupressores, participando de protocolos de
quimioterapia em pacientes com diversas neoplasias (Bavaresco et al., 2005; Janior et al.,
2010)

O intervalo de aplicacdo clinica para quantificacdo do cortisol (2 a 25 pg/dL) ¢é
rotineiramente determinado por técnicas de imunoensaio, técnica que apresenta problemas
devido a semelhanca estrutural entre os hormonios esterdides e a dificuldade de obtengéo de
anticorpos especificos, associados a ampla faixa de concentragdo em que estes podem ser
encontrados (Vieira et al., 1999). A utilizag&o de imunoensaios na determinacéo do cortisol
urinario livre vem sendo substituida pela cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC:
high performance liquid chromatography), visando, principalmente o diagnostico da
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sindrome de Cushing (Lin et al., 1997; Taylor et al., 2002; Turpeinen & Stenman, 2003;
Ching et al., 2006). A HPLC também é uma ferramenta da fase preparativa, tecnologia
fundamental na purificacdo de amostras, principalmente em laboratério de hormonios

esterdides (Sugawara et al., 2008).

Quanto a determinacao do cortisol sérico empregando-se HPLC, as evidéncias de sua
utilizacdo em substituicdo a outras técnicas analiticas é ainda incipiente. Recentemente foi
ressaltado que os valores de cortisol sérico obtidos por kits comerciais de imunoensaios
apresentavam ampla variacdo (-62% a 770%), comprometendo sua confiabilidade. Esses
valores foram constantemente superiores aos encontrados na determinacdo por HPLC
(Cohen, 2006). O uso de cortisol salivar como substituto na quantificacdo de cortisol sérico
livre j& é empregado em estudos sobre estresse (Hellhammer et al., 2009), no diagnostico de
Sindrome de Cushing (Nieman et al., 2008) e na investigacdo de hipoadrenalismo (Arafah et
al., 2007, Perogamvros et al., 2010).
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2 REVISAO DA LITERATURA

A gléndula adrenal é constituida por duas regides com funcGes distintas: o cortex e a
medula adrenal. O cdrtex é dividido em trés zonas: a zona glomerulosa, mais externa; a zona

fasciculada, intermediaria; e a zona reticular, mais interna.

Os glicocorticdides cortisol e cortisona fazem parte de um dos trés grupos hormonais
produzidos no cortex da glandula adrenal, especialmente na camada fasciculada. Além dos
glicocorticides a glandula adrenal produz mineralocorticoides (aldosterona e
deoxicorticosterona) na camada glomerulosa e androgenos (dehidroepiandrosterona e

androstenediona) na camada reticular (Arlt & Stewart, 2005).

2.1 Sintese dos glicocorticdides

A esteroidogénese tem como precursor o colesterol. A maior parte desse colesterol é
proveniente da circulacdo sanguinea, na forma de colesterol LDL (low density lipoprotein;
lipoproteina de baixa densidade) (Gwynne & Strauss, 1982). A captura se d& 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 coenzima A (Borkowski et al.,
1967) e ainda existem evidéncias que a adrenal pode fazer uso do colesterol HDL (high
density lipoprotein; lipoproteina de alta densidade) para a esteroidogénese, apds a captacdo

dessa molécula pelo receptor de HDL (Acton et al., 1996).

A esteroidogénese (Figura 1 e tabela 1) € um processo que envolve a agdo de
diversas enzimas, incluindo uma série de enzimas do citocromo P450 (Waxman et al.,
1991). Tem inicio com a ligacdo hormonal do colesterol a um sistema de transporte
intracelular, que o leva da circulagdo sanguinea até a membrana interna mitocondrial. A
proteina reguladora aguda da esteroidogénese (StAR) media essa etapa, que é ativada pelo
aumento da concentracdo intracelular de AMPciclico, que por sua vez é determinada pela
ligacdo do 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
enzima 11B-HSD (P450c11) se localizam na mitocondria e dependem de um sistema de
troca de elétrons entre adrenodoxina/adrenodoxicina redutase para oxidar e hidrolisar os
horménios esterdides (Bernhardt, 2000). Ja as enzimas 17-a-hidroxilase (P450c17) e 21-
hidroxilase (P450c21) se localizam no reticulo endoplasmatico; como todas as enzimas do
citocromo P450 é necesséria a transferéncia de elétrons do NADPH atraves da enzima P450
oxiredutase. Além disso a 17-a-hidroxilase 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).

Ap0s a captura e transporte do colesterol até a mitocondria este é clivado pela
P450scc e forma pregnenolona (John et al., 1984). No citoplasma a pregnenolona €
convertida em progesterona pela 3p-HSD (Lorence et al., 1990). A progesterona é entéo
convertida em 17-hidroxiprogesterona, através da atividade da 17-a-hidroxilase. A sintese
de glicocorticéides depende diretamente da hidroxilacdo na posi¢do C17; no entanto, a zona
glomerulosa ndo expresa a enzima 17-a-hidroxilase, ndo havendo entdo, sintese de
compostos 17-hidroxilados neste local. Na zona reticular, esta enzima apresenta uma
atividade adicional: a clivagem da ligacdo carbono-carbono 17-20, resultando na sintese de
compostos com 19 carbonos, que sdo precursores androgénicos: dehidroepiandrosterona
(DHEA) e androstenediona (Bradshaw et al., 1987). No entanto, a 17-hidroxiprogesterona
ndo é um substrato eficiente para a acdo 20 liase da 17-a-hidroxilase resultando numa
conversao desprezivel de 17-hidroxiprogesterona em androstenediona. O substrato
preferencial da 17-a-hidroxilase é a pregnenolona. A etapa final da sintese de cortisol
acontece na mitocondria da zona fasciculada: o 11-deoxicortisol é convertido em cortisol
pela 11B-HSD (Chua et al., 1987).
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Figura 1: Esteroidogénese na glandula adrenal humana. A captura de colesterol é mediada

pela StAR nas mitocondrias das células adrenocorticais. Aldosterona, cortisol e precursores

androgénicos sdo sintetizados a partir de acBes 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 colesterol CY11A1
(SCC) (desmolase)
3B-hidroxiesteroide desidrogenase (33- HSD3B2
HSD)
17a-hidroxilase/17,20-liase (P450c17) CYP17

21-hidroxilase (P450c21) CYP21A2
11B-hidroxilase (P450c11) CYP11B1
CYP11B2

Aldosterona sintetase
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2.2 Regulacéo da esteroidogénese adrenal

Os glicocorticoides sao secretados em altas quantidades: 10 — 20 mg de cortisol por
dia, proveniente da zona fasciculada da glandula adrenal sob o controle do ACTH. Ja os
mineralocorticoides sdo secretados em pequenas quantidades: 100 — 150 pg de aldosterona
por dia, proveniente da zona glomerulosa da glandula adrenal sob o controle da angiotensina
I

Os andrdgenos adrenais (DHEA, DHEA-S e androstenediona) sdo os esteroides de
maior secre¢do a partir da glandula adrenal adulta (>20 mg/dia).

A secrecao é facilitada pela expressdo especifica de enzimas estereoidogénicas. A
zona glomerulosa ndo sintetiza cortisol pois ndo expressa a enzima 17-a-hidroxilase
enquanto a secrecdo de aldosterona se restringe a zona glomerulosa devido a expressdo do
gene CYP11B2 apenas nessa camada.

Os genes CYP11B2 e CYP11B1 (genes que codificam a 11B-HSD) apresentam 95%
de homologia, no entanto as regides promotoras 5’ sdo diferentes, o que permite a regulagdo
da expressao génica tanto pelo ACTH quanto pela angiotensina Il, o que é importante nas
etapas finais da biossintese do cortisol e da aldosterona, respectivamente.

A DHEA é gerada através da atividade 17-20 liase da 17-a-hidroxilase, na zona
reticular da adrenal, zona que apresenta grande expressdo do citocromo b5, o cofator
necessario para que esta enzima exerca a atividade 17-20 liase (Suzuki et al., 2000). A
DHEA é convertida para DHEA-S atraves da atividade da esteroide sulfocinase. A DHEA-S

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

2.3 Fungdes dos glicocorticoides

Os glicocorticoides exercem importante papel em varios 0Orgdos e sistemas.
Participam da regulacdo fisioldgica e da adaptacédo a situacdes de estresse.

Sdo produzidos e secretados no cértex da glandula adrenal e seus niveis circulantes
séo regulados, principalmente, pelo eixo hipotalamo-hipofise-adrenal.

Agem sobre o metabolismo de carboidratos, proteinas e lipideos, além de modularem

o equilibrio hidroeletrolitico e as fungbes: cardiovascular, hematopoiética, imune, endocrina,
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muscular esquelética, renal e do sistema nervoso. Regulam o ténus muscular dos vasos e a
sensibilidade as aminas simpaticomiméticas, alteram a movimentacdo dos leucocitos e
estabilizam a membrana celular, modulando desta forma a resposta inflamatéria (Schimmer
& Parker, 1996).

A acdo imunossupressora é exercida tanto sobre a imunidade celular quanto sobre a
imunidade humoral, sendo mediada pela regulagdo da secrec¢do de diversas citocinas (Zurier
& Weissmann, 1973).

Um dos mais importantes efeitos exercidos pelos GCs se relaciona a sua capacidade
de controlar a sobrevida celular. Possuem agdo antiproliferativa por determinar o blogueio
na fase G1 do ciclo celular (Harmon et al., 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 importantes funges fisioldgicas os esterdides estdo entre os farmacos
mais prescritos no mundo. Seus beneficios farmacoldgicos s&o primariamente
antiinflamatdrios e imunossupressores, mas também tém sido usados como agentes
antiproliferativos e pro-apoptoticos. Sdo amplamente usados em tratamentos
quimioterapicos em pacientes com leucemias, linfomas e outros tipos de cancer, devido ao
seu papel de inducdo da apoptose.

Os GCs aumentam a concentracdo de glicose no plasma sanguineo através de
modificacdes no metabolismo de proteinas, lipideos e carboidratos, resultando em aumento
da mobilizacdo de substratos para a gliconeogénese.

No figado, o cortisol estimula a deposi¢do de glicogénio aumentando a atividade da
glicogénio sintetase e inibindo a atividade da enzima mobilizadora de glicogénio, a
glicogénio fosforilase. A gliconeogénese hepéatica aumenta devido ao aumento da expressao
de enzimas gliconeogénicas, como a PEK-CK (Exton, 1979).

Estimulam também a diferenciacdo de adipocitos promovendo a adipogénese através
da ativacdo transcricional de genes essenciais para a diferenciagdo, incluindo a lipoproteina
lipase, a glicerol-3-fosfato desidrogenase e a leptina (Hauner & Entenmann, 1989).
Cronicamente, 0 excesso de GCs no tecido adiposo tem ag¢bes complexas, estimulando a
distribuicéo visceral de gordura. A explicacdo para essa predilecdo de distribuicdo visceral
pode estar relacionada ao aumento da expressao tanto do receptor de glicocorticéide quanto

da 11B-HSD tipo 1 no omento, em comparagdo ao tecido adiposo subcuténeo (Bujalska et
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al., 1997). Tal atividade favorece, no tecido visceral, a converséo de cortisona em cortisol.
Ganho de peso e obesidade sdo os sinais mais comuns em pacientes com Sindrome de
Cushing (Rebuffe-Scrive et al., 1988).

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

Osteoporose e osteopenia podem ser causadas pelo excesso de GCs, uma vez que a
funcdo osteoblastica € inibida por esses horménios (Canalis, 1996). Causam efeito
hipocalcemiante devido a menor absor¢édo intestinal do célcio e a diminuicdo da reabsor¢édo
renal de célcio e fosforo.

Os GCs elevam a pressdo arterial sanguinea através de diversos mecanismos
envolvendo acdes nos rins e na vasculatura (Fraser et al., 1989). Na musculatura lisa
vascular aumentam a sensibilidade aos agentes pressérios, como as catecolaminas e a
angiotensina Il, enquanto reduz a dilatacdo endotelial mediada pelo 6xido nitrico. A sintese
de angiotensinogénio também é estimulada pelos GCs.

Nos rins, na auséncia da atividade da 11B-HSD tipo 2, o cortisol ndo é convertido a
cortisona e pode interagir com o receptor mineralocorticoide no néfron distal e causar
retencdo de sddio e perda de potassio. Os GCs podem também aumentar a taxa de filtracdo
glomerular, o transporte de sodio no epitélio do tibulo proximal bem como o clearance de
agua livre (Marver, 1984). Esse ultimo efeito envolve o0 antagonismo a ac¢éo da vasopressina
e explica a hiponatremia dilucional observada em pacientes com insuficiéncia adrenal (Raff,
1987).

Os efeitos imunossupressores estdo 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, bago e medula 6ssea (Yu et al., 1974). A inibicdo da
producdo de citocinas pelos linfocitos € decorrente da inibicdo do fator NF-kB, importante

na transcricao génica das citocinas; os GCs podem tanto se ligar diretamente quanto induzir
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inibidores de NF-xB, impedindo a translocacdo nuclear com sequestro deste fator no
citoplasma, inativando seus efeitos (Dale & Petersdorf, 1973).

O efeito antiinflamatério dos GCs é determinado tanto pela alteragdo na cinética
celular quanto pela acédo direta sobre os componentes do processo inflamatorio propriamente
dito. Promovem uma redistribuicdo celular no local da inflamagcdo no compartimento
intravascular, com maior saida de células da medula 6ssea e inibicdo da expressdo de
moléculas de adesdo como ELAM-1 e ICAM-1, essenciais para a migracdo de leucocitos ao
sitio de inflamacdo. Consequentemente, a adesao de neutrofilos a parede endotelial diminui,
elevando o numero de leucdcitos circulantes. Atuam ainda sobre os macr6fagos reduzindo a
fagocitose e, consequentemente, 0 processamento e apresentacdo dos antigenos e a remogao
dos detritos na area de inflamacdo. Reduzem a resposta inflamatdria local impedindo a acédo
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 ndo foi completamente
esclarecido mas sugere a orquestracdo de trés fatores: ativacdo dos genes pré-apoptoticos,
modulacdo negativa de citocinas pro-inflamatérias e blogueio do ciclo celular. Podem
estimular processos catabdlicos, degradacdo de proteinas, de DNA e de RNA.

Os efeitos terapéuticos dos GCs relacionam-se, em parte a sua acao antiinflamatéria
e imunossupressora, mas, em doencas crbnicas, parte desse efeito depende da sua

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

2.4 Regulacéo da secrecgéo de cortisol

A secrecdo de cortisol é pulsétil e depende da secre¢do de ACTH (Keller-Wood &
Dallman, 1984); é controlada pelo eixo hipotalamo-adenohipéfise-cortex adrenal. Os pulsos
de ACTH variam em amplitude nos diferentes periodos do dia (aumentam apds as primeiras
horas de sono e atingem o maximo ao acordar). As concentracdes, tanto de ACTH quanto de
cortisol, sdo maiores pela manhd e vao diminuindo ao longo do dia, seguindo um ciclo

circadiano: o apice acontece nas primeiras horas do dia e, durante o dia ocorre o declinio,

25



tendo o periodo de menor concentracdo por volta da meia noite com um aumento apds as
primeiras horas de sono (Van Cauter et al., 1996; Engeland & Arnhold, 2005).

A secrecdo de cortisol depende do ACTH pois, esse horménio, produzido na hipéfise
anterior, é o principal horménio estimulador da sintese e secre¢do de glicocorticéides.

A secrecdo de glicocorticdides é regulada através de feedback negativo. Esses
hormonios se ligam a seus receptores (glicocorticéides e mineralocorticdides) e geram uma
cascata de eventos que inibem a secrecdo. Ocorre tanto na hipdfise quanto no hipotalamo.

Para que o cortisol plasmatico se mantenha em concentracdes estaveis 0 mecanismo
de feedback negativo também ¢é utilizado (Figura 2). Uma diminuicdo do clearance
metabdlico do cortisol é compensada por uma redugdo em sua secre¢do e, um aumento de

clearance € compensando pelo aumento da producéo de cortisol.

Hipotdlamo
(CRH)
l inibicao
Hipofise cortisol

(ACTH)

Y j

Figura 2: Controle da secrecdo de cortisol através de feedback negativo tanto ao nivel de

hipotdlamo quanto ao nivel de adenohipéfise. A deficiéncia de cortisol estimula o eixo

CRH-ACTH e o excesso de cortisol inibe essa via.
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Hormonios esterdides sdo lipofilicos e circulam em associacdo com proteinas
especificas e ndo especificas. O cortisol € um horménio que, em sua maior parte, circula
ligado a CBG (globulina ligadora de corticoesterdide) e a albumina. Isso impede que o
hormdnio passe pela membrana da célula-alvo (Gatti et al., 2009).

A CBG ¢ a proteina plasmatica que apresenta maior especificidade pelo cortisol e,
cada CBG possui apenas um sitio de ligacdo (Torpy & Ho, 2007). O principal papel da CBG
é o0 de regular a biodisponibilidade e o clearence metabolico dos GCs (Gatti et 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 (Levine et al., 2007). Estudos mostram que a
concentracdo de cortisol salivar reflete a fracdo de cortisol livre do sangue e, ainda que, a
concentracdo de cortisol salivar é de aproximadamente 50% do cortisol total no sangue
devido & atividade da enzima 11B-HSD tipo 2 na glandula parotida (Wade & Haegele,
1991).

2.5 Conversao do cortisol em cortisona

O controle da acdo local do cortisol sobre os receptores mineralocorticoides é feito
pela oxidacgdo local do cortisol a cortisona, reacdo que é catalisada pela enzima 11B-HSD
tipo 2. A metabolizacdo do cortisol por essa enzima acontece proxima aos receptores
mineralocorticoides, é tecido-especifica e previne a acdo de hormonios esterdides nesse
receptor (Edwards et al., 1988).

A aldosterona nédo é substrato para a enzima. Os receptores mineralocorticoides tém
afinidade semelhante, tanto pelo cortisol quanto pela aldosterona, mas por ser a forma
inativa do cortisol, a cortisona ndo se liga a esse receptor. Desta forma, apesar de ter
concentracdo plasmatica muito superior a da aldosterona, o cortisol é inativado no rim antes
de agir no receptor mineralocorticéide. Esta claro que a acdo da enzima 11p-HSD tipo 2 é a
principal responsavel por proteger o receptor mineralocorticéide da acdo do cortisol (Gatti et
al., 2009).

A auséncia ou deficiéncia da 11B-HSD tipo 2 determina a presenca de grande

concentracdo de cortisol no rim e sua acdo mineralocorticéide excessiva, com retencdo de
27



sodio, &gua e uma condicdo de hipertensdo com hipocalemia. A condi¢do é conhecida como
sindrome do excesso aparente de mineralocorticoides (White et al., 1997).
As duas isoformas da enzima 11B-HSD (tipo 1 e tipo 2) s@o expressas de maneiras

distintas nos tecidos (Figura 3).
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Figura 3: Reacdo de oxidacdo do cortisol a cortisona.
Adaptado de Taylor, 2002.

2.6 Métodos de quantificacao de cortisol

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

A quantificacdo de cortisol pode ser feita utilizando complexos organo-metéalicos que
sdo detectados por eletroquimica ou espectroscopia de infravermelho (Philomin et al.,
1994), métodos cromatograficos (Janzen et al., 2008; Vogeser et al., 2001) e ensaios
competitivos como RIE e imunoensaios que ndo utilizam isotopos radioativos (Canalis et
al., 1979; Roberts & Roberts, 2004).

A dosagem de esteroides hormonais teve inicio na decada de 50 com o emprego de
métodos colorimétricos para analise de metabdlitos urinarios dos principais produtos de

secrecdo das adrenais e das gbnadas. (Vieira et al., 2002). Em 1969, Abraham descreveu o
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primeiro RIE para um horménio esterdide, o estradiol. A partir de entdo houve um avanco

na criacdo de novos métodos de imunoensaios para hormonios esteroides.

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

desse método.

Com o avango das pesquisas houve a elaboragéo e desenvolvimento de anticorpos
monoclonais de alta especificidade, mas que ndo foram suficientes para solucionar o
problema (Vieira et al., 1996). Em estados de baixas concentra¢gdes hormonais (menopausa e
infancia) os interferentes podem levar a resultados falsamente elevados (Vieira et al., 1999;
Thienpont, 1998).

A cromatografia em coluna passou a ser utilizada de forma preparativa, anterior aos
RIEs para hormonios esterdides, ou seja, 0s esterOides eram separados através da
cromatografia e, ap0s 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 esterdides, foi
desenvolvida por diversos autores, com destaque para os trabalhos de Schoneshofer, (1979 e
1981) e deixa implicitas as seguintes vantagens: alto grau de resolucdo (intrinseco do
sistema), que permite a separacdo de esterdides individuais sem problemas de co-eluicdo e a
automacao do processo.

Desde 1986 o HPLC foi proposto para substituir o RIE na dosagem de cortisol
urinario livre, pois € um método no qual se pode evitar a interferéncia de medicamentos nos
ensaios (Machacek & Jiang, 1986).

Os métodos mais utilizados na quantificacdo de esterdides hormonais sdo baseados
em imunoensaios. Atualmente, existe no mercado uma disponibilidade de mais de 30
imunoensaios para dosagem de cortisol, com distintas plataformas automatizadas. A
marcacgéo desses ensaios pode ser feita utilizando um isétopo radioativo (radioimunoensaio),
um produto de uma reacdo enzimdtica (imunoensaio enzimatico) um fluoréforo
(imunoensaio  fluorescente) ou uma  particula  luminescente  (imunoensaio

quimioluminescente) (Turpeinen & Hamalédinen, 2013). Os imunoensaios ndo isotopicos
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costumam apresentar maior especificidade e maior sensibilidade quando comparados com
ensaios colorimétricos (Gatti et al., 2009).

Os resultados dos ensaios ndo sdo concordantes entre si e existem casos de
superestimativa e subestimativa das reais concentracdes de cortisol (Briegel et al., 2009). Os
problemas encontrados nos imunoensaios sdo comumente delegados a reatividade cruzada
com analitos similares, problemas de padronizagdo entre laboratérios e problemas em
determinar a sensibilidade do método (Zavada et al., 1978).

O cortisol € quantificado em diferentes matrizes: soro, plasma, urina e saliva e,
divergéncias podem ser encontradas quando resultados de imunoensaios distintos séo
comparados.

As diferencas entre imunoensaios sao ainda mais evidentes quando a matriz a ser
analisada é a urina, ja que ocorre a excrec¢do de diversos metabdlitos semelhantes ao cortisol,
do ponto de 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 2 — 3% (Gatti et al., 2009).

Ensaios de cortisol urinario costumam apresentar altos resultados na dosagem desse
hormonio. Esses resultados elevados podem ser atribuidos a reagbes cruzadas com
metabdlitos esterdides. Ja em ensaios que utilizam soro como amostra, precursores
esterdides e proteinas que se ligam ao cortisol sdo os principais interferentes (Turpeinen &
Héamalainen, 2013).

Diversos estudos tém guestionado a confiabilidade dos imunoensaios para esteroides.
No trabalho de 2004, Roberts & Roberts compararam, com a utilizacdo de ferramentas
estatisticas, a performance de cinco imunoensaios competitivos para cortisol sérico em
pacientes com hirsutismo: Acess®, Advia Centaur®, AxXSYM®, Elecsys 2010® e Immulite
2000®. Todos os ensaios apresentaram linearidade aceitavel e um total de imprecisio de
menos de 10% nas trés concentracdes de cortisol que foram estudadas exceto 0 AxXSYM® e o
Immulite 2000® que, na menor concentracdo de cortisol estudada (83 nmol/L para o
AXSYM® e 75 nmol/L para o Immulite 2000®), apresentaram CV de 20,3% e 10,8%,
respectivamente e o Advia Centaur®, que na concentracdo média de cortisol estudada (607
nmol/L), apresentou um CV de 10,3%. O ensaio que apresentou melhor performance foi o
Elecsys 2010®, que estudou trés concentracdes de cortisol: 83 nmol/L, 497 nmol/L e 782

nmol/L. Os CVs encontrados foram de 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 2010® foi o imunoensaio que apresentou
maior porcentagem de reatividade cruzada com o 21-deoxicortisol (45,4%), enquanto o
Advia Centaur® apresentou a menor porcentagem de reatividade cruzada com esterbides
endogenos (4,5%). Portanto, existe a necessidade de um metodo de referéncia para a
dosagem de esterdides como o cortisol.

A quantificacao de cortisol sérico livre vem sendo aprimorada de forma progressiva.
O primeiro registro de melhora da quantificacdo do cortisol sérico foi em 1982, quando foi
proposta a extracdo com diclorometano, HPLC de fase reversa (RP-HPLC) e detec¢do UV,
permitindo que a detecgdo de concentracdes de cortisol abaixo de 10 nmol/L fosse possivel
em aliquotas de 1 mL de soro (Caldarella et al.,, 1982). Em 1992, Hariharan et al.
desenvolveram estudo semelhante e obtiveram menor limite de deteccdo (0,8 nmol/L),
utilizando extragdo sélido-liquido.

Em 1986, Murphy et al., testaram a especificidade de sete proteinas presentes em
imunoensaios para esterdides. Os resultados foram superestimados, possivelmente devido a
reatividade cruzada e co-elui¢cdo de compostos das amostras com 0s hormdnios. Em 1997,
Lin et al. determinaram cortisol livre urinario e cortisona, simultaneamente, por HPLC, em
pacientes com sindrome de Cushing. O método se mostrou uma importante ferramenta na
identificacdo do Cushing exdgeno.

Em 2005, Vieira et al. desenvolveram uma metodologia para a dosagem cortisol e
cortisona livre urinarios utilizando HPLC acoplado a um espectrometro de massas para o
diagndstico de sindrome de Cushing e investigacdo da atividade da enzima 11B-HSD tipo 2;
no ano seguinte, em 2006, Cohen et al. determinaram os valores de cortisol no plasma de
pacientes com sepse, comparando trés kits comerciais de imunoensaios e 0 método de
dosagem por HPLC. Dois dos trés kits (Immulite 2000®° e TDx®) apresentaram valores
muito maiores que os dosados por HPLC. A variagéo entre os 3 kits foi de -62% a 770%,
subestimando e superestimando os valores de cortisol plasmatico na maioria dos casos. No
mesmo ano Ching et al. validaram o método de dosagem por HPLC de cortisol urinario
comparando com um imunoensaio (Immulite 2000®) na investigacdo da sindrome de
Cushing. Nesse estudo foram investigados 39 pacientes. O imunoensaio confirmou a
sindrome em 22 pacientes (56%) enquanto o HPLC detectou a sindrome em 31 pacientes
(81%).
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Mais recentemente, em 2013, El-Farhan et al., fizeram a comparacao entre cinco kits
comerciais para a dosagem de cortisol sérico (Advia Centaur®, Architect®, Modular
Analytics E170%, Immulite 2000® e Acess®) e a cromatografia gasosa acoplada ao
espectrometro de massas. O estudo foi realizado em voluntarios que foram submetidos ao
teste de adrenocorticotrofina. Os valores de referéncia ainda ndo foram estabelecidos para
esse teste, que é conhecido por gerar valores discrepantes quando comparado entre diversos
imunoensaios. Neste trabalho foi encontrado que, em relacdo 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 imunoensaio foram menores do que 0s 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¢do (Turpeinen
& Hamalainen, 2013).

Os métodos cromatograficos com detec¢do por UV e LC-MS/MS sdo capazes de
separar e quantificar o cortisol total em soro e plasma mesmo que outros esterdides e
metabolitos estejam presentes na amostra. Esses métodos sdo mais precisos quando
comparados com imunoensaios (Gatti et al., 2009).

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

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

2.7 Métodos cromatogréaficos

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo dos componentes de uma
mistura, realizada através da distribuicdo desses componentes em duas fases, que estdo

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, 0s componentes da mistura sao
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distribuidos pelas duas fases de tal forma que cada um deles é seletivamente retido pela fase

estacionaria, o que resulta em migracdes diferenciais desses componentes.

Existem vérias formas de realizar o processo cromatografico e, existem varios
critérios para a classificacdo que sdo relacionados a: tecnica empregada, a0 mecanismo de

separacao envolvido e aos diferentes tipos de fases utilizadas.

Quanto a fase estacionaria esta pode ser colocada em um tubo cilindrico ou disposta
sobre uma superficie planar (cromatografia de coluna ou cromatografia planar,
respectivamente). A fase modvel pode ser gasosa (cromatografia gasosa) ou liquida
(cromatografia liquida). Existe ainda a cromatografia supercritica, na qual, a fase mével
utilizada, € um vapor pressurizado, em temperatura e pressao acima do ponto critico; dessa
forma a viscosidade é menor e mantém as propriedades de interacdo com os solutos. O
estado fisico da fase estacionaria pode ser liquido ou solido. O liquido pode estar
simplesmente espalhado sobre um suporte sélido ou imobilizado sobre este. A imobilizacéo
pode envolver ligacdes quimicas entre o liquido e o suporte, ou somente entre cadeias do

préprio liquido (Collins et al., 2006).

Quando uma amostra € injetada na coluna ela se liga a mesma através de interacdes
quimicas, tais como: hidrofobicidade, carga, tamanho molecular e ligantes especificos, que
representam os principais tipos de cromatografia: cromatografia em fase reversa,
cromatografia de troca ionica, cromatografia de exclusdo molecular e cromatografia por
bioafinidade, respectivamente. O sistema de solventes sera o responsavel pela eluicdo da
amostra, 0 que vai fazer com que a mesma demore um determinado tempo para se desligar
da coluna e atingir o detector, logo, o que identificard a amostra como sendo a substancia de
interesse serd o seu tempo de retencdo (Poole & Poole, 1991).

Quanto mais forte for a interacdo entre a coluna e a substéncia, maior sera o tempo
de retencdo e, quanto menor for a interagdo entre a coluna e a substancia, menor seu tempo
de retencdo (Figura 4). A figura 4 é 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.

33



Q&0

oo

040

= =]

00

8,10 f

0,00 — — —_—— —

Figura 4: Exemplo de cromatograma.
Retirado de Paula & Sena, 2007.

Os esterdides sdo retidos na fase estacionaria de acordo com sua polaridade e,
quando a fase movel apresenta um aumento de polaridade os esterdides sdo eluidos em

sequéncia (Taylor et al., 2015).

2.8 A técnica de HPLC

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

As colunas utilizadas nesse tipo de cromatografia sdo recheadas com materiais
especialmente preparados e uma fase modvel eluida em alta pressdo. A constituicdo das
colunas utilizadas em HPLC permite a eluicdo a altas pressfes aumentando assim a
eficiéncia do método (Collins et al., 2006).

A técnica de HPLC possui algumas vantagens, sendo elas:

34



em se tratando do tempo de analise as separacdes podem ser realizadas em
poucos minutos ou até em horas, dependendo do tamanho da coluna e da
vazdo da fase movel,

misturas complexas podem ser analisadas e o poder de resolucéo e deteccdo é
muito alto, sendo possivel detectar centenas de compostos ha mesma amostra;
andlises quantitativas sdo de facil execucdo e grande precisao;

é possivel utilizar detectores que permitem medidas de 10™° g de amostras;
s80 obtidas analises ao nivel de 10”° g (nanogramas) e 10 g (picogramas);

é versatil pois pode ser aplicada tanto para compostos organicos como para
compostos inorganicos; as amostras podem ser liquidas ou sélidas, iénicas ou
covalentes, de baixa ou alta massa molar. Os gases sdo as Unicas amostras
que ndo podem ser determinadas por HPLC,;

existem sistemas de HPLC completamente automatizados: injetam a amostra,
realizam a separagdo, imprimem 0s tempos de retencdo e integram as areas

dos picos.

2.9 Curva analitica

A curva analitica € um método de quantificacdo que permite conhecer a quantidade

de horm6nio na amostra através da resposta que o HPLC ira fornecer para 0s mesmos.

Neste estudo a curva foi construida utilizando o método de adicdo de padrdo que

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

forma o padrdo € 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 as concentrages de padrdo que foram adicionadas com as respectivas areas

dos picos dos cromatogramas.

O ponto no qual a reta corta o eixo das ordenadas corresponde a area do pico da

substancia que esta sendo determinada, sem qualquer adi¢do de padrdo. A extrapolacdo da
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reta define, no eixo das abcissas, a concentragdo da substancia na amostra analisada (Berg et
al., 1988).

O tratamento estatistico da curva é feito da seguinte forma: equacdo de regressdo
linear, coeficiente de correlagdo (r) ou de determinagdo (r°) e gréafico com a reta de
regressao.

A quantificacdo dos hormonios (Y) é feita substituindo o valor da area do pico do

analito de interesse do cromatograma das amostras (X) na equacao da reta (Figura 5).

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 curva analitica utilizada para a quantificacdo de acido ascérbico
em soro de voluntarios, relacionando a concentracdo do &cido ascorbico e a absorbancia do
aparelho.

Retirado de Ronsein et al., 2004.
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3 OBJETIVOS

Este estudo teve como objetivo principal padronizar e implementar a quantificacdo
de cortisol e cortisona por HPLC no Departamento de Ciéncias Fisioldgicas da Faculdade de
Ciéncias Médicas da Santa Casa de S&o Paulo.

Teve como objetivos especificos:
e A construgdo de curvas analiticas para a quantificacdo de cortisol e cortisona,
buscando a reprodutibilidade do método proposto;
e Avaliar a sensibilidade e especificidade da quantificacdo de cortisol e cortisona por

HPLC, determinando sua potencial aplicabilidade na rotina laboratorial.

e Comparar os resultados obtidos na determinacdo do cortisol por HPLC com a
dosagem rotineira feita por quimioluminescéncia,;
e Auvaliar a relacdo entre os resultados de cortisol e cortisona, resultado este util em

aplicacdes clinicas futuras;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Fluxograma de desenvolvimento da metodologia

[ 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.



4.2 Amostragem

As 27 amostras utilizadas na comparacdo entre os métodos de HPLC e o
imunoensaio quimioluminescente correspondem a amostras previamente quantificadas por
quimioluminescéncia durante a rotina do Laboratorio Central da Instituicdo. Tais amostras
foram oferecidas de forma andnima, imediatamente antes do descarte pelo laboratério. A
concentracdo de cortisol foi previamente quantificada através do método de
quimioluminescéncia, empregando o kit comercializado pela Siemens Immulite 2000®, um

imunoensaio quimioluminescente para cortisol sérico.

4.3 Extracdo dos esterdides para analise por HPLC

O método utilizado para a extracdo do cortisol e da cortisona consiste na adigdo de
éter a amostra.
Neste estudo a metodologia de extracdo foi adaptada do protocolo desenvolvido em
2008 por Sugawara et al.:
e emum tubo conico de 15 mL adiciona-se 2 mL de soro;
e adiciona-se 6 mL de éter p.a.;
e agitacdo mecanica em vortex durante um minuto;
e centrifugacdo a 10.000 rpm, durante 20 minutos a 4°C;
e separacdo da fase orgénica (sobrenadante);
e secagem da fase organica em fluxo de nitrogénio, a 30°C;
e ressuspensdo dos residuos em 400 pL de ACN 10%;
o filtragem em seringa acoplada a filtro Millex® - HV de 0,45 pm com
membrana Durapore®;

e injecdo de 100 pL na coluna cromatografica.

Apds o processamento das amostras as mesmas foram guardadas em freezer

- 20° C até o momento da analise por HPLC.
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4.4 Parametros do HPLC

A coluna utilizada neste estudo € uma coluna de fase reversa Luna C18 (150 x 4,6

mm) da Phenomenex®, empacotada com particulas de silica de 5 um e de porosidade de 100

A, com coluna-guarda equivalente (Security Guard, Phenomenex®).

O cromatografo utilizado foi um cromatdgrafo liquido de alta performance

Shimadzu LC-20A® com duas bombas de alta presséo e detector de UV visivel. O software

utilizado pelo equipamento é o LC Solutions®.

foram:

Os parametros cromatograficos foram:

fase movel constituida de ACN e &gua ultrapura na porcentagem de 25% (25:75 v/v);
fluxo de corrida é de 0,750 mL por minuto;

detector UV ajustado para leitura no comprimento de ondas de 243 nm;

tempo total de analise de 25 minutos.

4.5 Construcao das curvas

As concentracdes utilizadas para construir as duas curvas analiticas deste estudo

para o cortisol: 100 pg/dL, 50 pg/dL, 25 ug/dL, 12,5 pg/dL, 6,25 ug/dL, 3,12 pg/dL,
1,56 pg/dL;

para a cortisona: 100 pg/dL, 50 pg/dL, 25 pg/dL, 12,5 pg/dL, 6,25 pg/dL, 3,12
pe/dL;

As solugbes foram diluidas em agua ultrapura a partir da solucdo estoque (1000

pg/dL). O protocolo para a construgdo das curvas € descrito a seguir:

Um volume de 750 pL de cada uma das solugdes de padrdo de cortisol e cortisona
foram preparados, nas concentragdes acima. Esse volume foi adicionado a 1 mL de

soro livre de esteroides;
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e Incubacdo do soro com os padrfes por 30 minutos a temperatura ambiente;

e Adicdo de 3mL de éter;

e Agitagdo em vortex durante 1 minuto;

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

e Separacdo da fase organica (sobrenadante);

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

e Ressuspensdo dos residuos em 750 uL. de agua ultrapura;

e Filtragem em seringa acoplada a filtro Millex® - HV de 0,45 pm com membrana

Durapore®.

Um volume de 50 pL de cada solu¢do foi submetido ao método proposto, em
sextuplicata.

O software de deteccdo calculou a area de todos os picos que apareceram na analise
cromatografica.

A partir da coleta dos dados (area dos picos com o tempo de retencdo estipulado e
concentragdo de padrédo) foi feita a regresséo linear, que forneceu a equagdo da reta, 0

coeficiente de correlacdo (%) e o gréfico.
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5 RESULTADOS

5.1 Padrdes hormonais

Para este estudo foram adquiridos padrdes de grau analitico da Sigma-Aldrich® de
cortisol e cortisona na concentracdo de 1 mg/mL. Apo6s diluicdo seriada, aliquotas de 50 uL
de cada um dos padrfes foram submetidas a uma analise cromatrogréfica para se conhecer
os tempos de retencdo iniciais (fora da matriz) de cada um dos hormonios, em solucéo

aquosa. (Figuras 7, 8 e 9).

nAU

991

4004

300+

200+

100

Figura 7: Perfil cromatografico do padrdo de cortisol na concentragdo de 100 pg/dL. A
analise foi realizada utilizando ACN 25% a um fluxo de 0,750 mL/min. O volume de
injecdo foi de 50 pL. O perfil foi monitorado a 243 nm. Pode-se observar que o tempo de

retencdo do cortisol foi de 17,9 minutos.
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Figura 8: Perfil cromatogréafico do padrdo de cortisona na concentragdo de 100 pg/dL. A
analise foi realizada utilizando ACN 25% a um fluxo de 0,750 mL/min. O volume de
injecdo foi de 50 uL. O perfil foi monitorado a 243 nm. Pode-se observar que o tempo de

retencdo da cortisona foi de 20,5 minutos.
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Figura 9: Perfil cromatografico do pool de padrdes de cortisol e cortisona na concentracdo
de 100 ug/dL. A analise foi realizada utilizando ACN 25% a um fluxo de 0,750 mL/min. O
volume de injecéo foi de 100 pL. O perfil foi monitorado a 243 nm. Pode-se observar que o

tempo de retencdo do cortisol foi de 18,4 minutos e o da cortisona foi de 20,4 minutos.
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5.2 Soro livre de esterdides e efeito matriz

Para a construcdo das curvas analiticas que quantificam materiais bioldgicos, €
necessario levar em consideracéo o efeito da matriz.

O efeito matriz, para este estudo, pode ser descrito como a resposta do detector UV
para os analitos de interesse (cortisol e cortisona) na solucdo padrdo e, a resposta do
detector, para os mesmos analitos, na matriz das amostras, que, nesse caso € 0 soro.

Em cromatografia, o efeito matriz resulta principalmente em variagdes na intensidade
e no formato dos picos cromatograficos dos analitos susceptiveis. Dessa forma, a sua
principal implicagdo é afetar o aspecto quantitativo das analises. (Hajslova et al., 1998,
Pinho et al., 2009; Soares & Santos-Neto, 2012).

Para a eliminacdo do efeito matriz utilizou-se a técnica de adi¢cdo do padrdo a uma
matriz semelhante aquela em que a amostra se encontra. Esse método se mostrou eficaz na
eliminacdo desse viés (Chasin et al., 1998, Cuadros-Rodriguez et al., 2001; Soares &
Santos-Neto, 2012).

Neste estudo foi utilizada a mesma matriz das amostras, o0 soro, sem os esteroides de

interesse.

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

horm6nios mas mantém as proteinas do soro intactas.

A confeccédo do soro livre de esterodides foi adaptada para os propositos do trabalho.
O soro livre de esterdides reproduz a matriz na qual as amostras estdo, mas sem os analitos
de interesse. Com esse protocolo é possivel retirar os esterdides do soro através de adsorgdo

por carvao ativado.

A partir do soro livre de esterdides é possivel construir as curvas ao adicionar
concentragdes conhecidas de cortisol e cortisona e submeter este soro, agora adicionado de

padrdes, a0 mesmo processo de extracdo que a amostra é submetida.
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O protocolo, adaptado, para o soro livre de esteroides é:

e 100 mL de soro humano;

e 8 gramas de carvéo ativado;

e agitacdo mecanica do soro adicionado de carvao ativado por 24 horas sob
refrigeracéo;

e centrifugacgdo a 15.000 rpm durante 40 minutos;

e filtragem do sobrenadante em filtro de 0,45 um e armazenagem em freezer -

80° C.

Para se comprovar a auséncia de ester6ides no soro, duas aliquotas foram analisadas

por HPLC, antes do processamento com carvao ativado e apds o processamento.

Na figura 10 observa-se a andlise cromatografica do soro antes de sofrer o
processamento com carvao ativado; nela percebe-se a deteccdo de um pico com o tempo de
retencdo do cortisol (18,1 minutos) e a detec¢do de um pico com o tempo de retencdo da
cortisona (21,2 minutos). J& na figura 11 observa-se 0 mesmo soro apds o processo de
adsorcao dos esterdides por carvdo ativado.

O pico do cortisol (18,2 minutos), que teve amplitude um pouco abaixo de 4 mAU, e
0 pico da cortisona (21,4 minutos), que estava abaixo de 2 mAU, ficaram, ambos abaixo de

0,75 mAU, apds o processamento.
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Figura 10: Perfil cromatografico de um pool de soro humano. A analise foi realizada
utilizando ACN 25% a um fluxo de 0,750 mL/min. O volume de injecdo foi de 50 uL. O
perfil foi monitorado a 243 nm. Pode-se observar que o tempo de retencédo do cortisol foi de

18,1 minutos e o da cortisona foi de 21,2 minutos.
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Figura 11: Perfil cromatografico de um pool de soro humano apds o processo de adsor¢ao
dos esterdides por carvao ativado. A andlise foi realizada utilizando ACN 25% a um fluxo
de 0,750 mL/min. O volume de injecao foi de 50 pL. O perfil foi monitorado a 243 nm.
Pode-se observar que o tempo de retencdo do cortisol foi de 18,4 minutos e o da cortisona

foi de 21,5 minutos.
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retencdo dos padrbes de cortisol e cortisona na matriz.

5.3 Padrdes e tempos de retencéo na matriz

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

Para cada um dos padrdes uma aliquota de 200 uL de padréo diluido na concentragédo

de 100 pg/dL foi adicionado a 1 mL de soro livre de esterdides e o processo de extragdo foi

feito.
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Figura 12: Perfil cromatogréfico do soro livre de esterdides adicionado de padrdo de

cortisol na concentracdo de 100 pg/dL. A andlise foi realizada utilizando ACN 25% a um

fluxo de 0,750 mL/min. O volume de injecdo foi de 50 uL. O perfil foi monitorado a 243

nm. Pode-se observar que o tempo de retencdo do cortisol foi de 18,5 minutos.

47



mAU
504

21.237

401

30+

20+

10+

‘25 50 75 100 = 125 180 = 175 200 225  min

Figura 13: Perfil cromatografico do soro livre de esterdides adicionado de padrdo de
cortisona na concentracdo de 100 ug/dL. A anélise foi realizada utilizando ACN 25% a um
fluxo de 0,750 mL/min. O volume de injecdo foi de 50 uL. O perfil foi monitorado a 243

nm. Pode-se observar que o tempo de retencdo da cortisona foi de 21,2 minutos.

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 matriz (Chasin et al., 1998;
Ribani et al., 2004).

Para este estudo o método a ser considerado é o HPLC, a matriz o soro e os analitos

de interesse o cortisol e a cortisona.

Nenhum interferente deve eluir no tempo de reteng@o dos analitos de interesse e, 0S
demais compostos presentes 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 adicionada dos padr@es (figuras 11, 12 e 13). Além disso, a andlise de
soro proveniente de amostras do descarte laboratorial foi feita para observar o perfil de
corrida do cortisol e da cortisona enddgenos. Observou-se que 0s picos para cada um dos

analitos ficaram separados e com tempos de retengéo distintos.

mAU

20.653

17.683

Figura 14: Perfil cromatogréfico de soro humano 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 injecdo foi de 100 pL. O perfil foi monitorado a 243 nm. Pode-se observar que o

tempo de retencdo do cortisol foi de 17,6 minutos e o da cortisona foi de 20,6 minutos.

5.5 Construcéo da curva analitica do cortisol

A cada 1 mL de soro livre de esteroides foram adicionados 750 pL de padrao de
cortisol diluido a partir da solugdo estoque (1000 pg/dL) nas seguintes concentracdes: 100
pg/dL, 50 pg/dL, 25 pg/dL, 12,5 pg/dL, 6,25 pg/dL, 3,12 pg/dL, 1,56 pg/dL. A figura a
seguir é referente a construcdo da curva analitica do cortisol em soro livre de esterdides;

cada cromatograma corresponde a uma concentracao.
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Figura 15: Perfis cromatogréaficos do soro livre de esterdides adicionado do padrdo de

cortisol nas sete concentracBes utilizadas nesse estudo. A andlise foi realizada utilizando

ACN 25% a um fluxo de 0,750 mL/min. O volume de injegdo foi de 50 uL. Os perfis foram

monitorados a 243 nm.

5.6 Curva analitica do cortisol e linearidade

Apds a extracdo as corridas para cada ponto da curva foram feitas em sextuplicata (n

total de analises = 42) e analisadas por HPLC; a tabela a seguir mostra as concentrac@es de

cortisol utilizadas na construgdo da curva, a média das sextuplicatas das &reas dos picos e 0

tempo de retencdo médio.

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

padrdo de cortisol utilizados na construcdo da curva analitica desse horménio.

Concentracéo (pg/dL)

Tempo de retencdo médio
(minutos)

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

100
50
25

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

18,3
17,9
17,9
17,8
17,8
17,7
17,8

1770503
912807
450481
174069

106268,8
61953,5
28176

51



Utilizando as concentragdes e a média das areas dos picos foi feita a regresséo linear
utilizando o programa estatistico GraphPad Prism 5%, que forneceu a seguinte equacio da

reta e coeficiente de determinacgéo:

y = 0,0000559 x + 0,35133 e r2 = 0,9999.

O r2 é o parametro utilizado para estimar a qualidade da curva obtida: quanto mais
proximo de 1,0 for o r2 menor € a dispersdo do conjunto de pontos analisados e menor € a
incerteza dos coeficientes de regressdo estimados. Um r2 maior que 0,999 é considerado uma
evidéncia de um ajuste ideal dos dados para a linha de regresséo (Green, 1996; Jenke, 1998;
Shabir, 2003). A ANVISA recomenda gue 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
Concentracdo de F (ug/dL)

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

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

Utilizando esses intervalos de concentracdo e as respostas relativas para cada
concentragdo foi construida uma curva analitica linear conhecida como faixa linear
dindmica.

Para a construgdo da faixa linear dindmica & necessario encontrar as respostas

relativas.
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A resposta relativa é obtida dividindo os dados do sinal de deteccdo (mAU) pelas

respectivas concentra¢fes de cada ponto da curva (Huber, 2007). Um gréfico € 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 horizontais paralelas no

grafico, para 95% e 105% da linha da faixa linear. Conclui-se que 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 escala logaritmica permite melhor visualizacdo da faixa linear

(Ribani et al., 2004).

Tabela 3: média das respostas relativas de cada concentracdo utilizada na construcdo da

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

Concentracéo de cortisol (ug/dL)

Meédia das respostas relativas

100
50
25

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

535,4763
638,8655
586,1044
623,4461
597,8985
557,6192
500,6166
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Figura 17: gréfico da razdo sinal/concentracdo vs. concentracdo, em escala logaritmica

utilizado para delimitar a faixa linear dinamica do cortisol.

A partir da andlise do gréafico pode-se concluir que 0 método se mostrou linear na

seguinte faixa de concentracdo de 50 pg/dL até 1,56 pg/dL.

5.7 Limite de deteccéo do cortisol

O limite de deteccdo (LD) representa a menor concentracdo de analito que pode ser
detectada mas ndo necessariamente quantificada pelo método (ICH, 1995; INMETRO,
2003). A seguinte formula € utilizada para calcular o limite de deteccéo:

LD =33x 1

onde 0 s € a estimativa do desvio padrdo da resposta, que pode ser: a estimativa do desvio
padrdo do branco, a estimativa do desvio padrdo da equacdo da linha de regressdo ou a
estimativa do desvio padrdo do coeficiente linear da equacéo e 0 S ¢ a inclinacao (slope) ou

coeficiente angular da curva analitica (Ribani et al., 2004).
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Neste estudo a estimativa da resposta utilizada foi o desvio padrdo do coeficiente
angular da curva analitica; tanto o coeficiente quanto o slope foram retirados a partir da

regresséo linear realizada no programa estatistico GraphPad Prism 5°.

Tabela 4: valores do desvio padréo do coeficiente linear e do slope retirados da regressao

linear da curva analitica do cortisol.

s (desvio padréo do coeficiente linear) S (slope)

269,2 17880

O valores foram inseridos na férmula e o limite de detec¢do calculado foi de 0,049 pg/dL.

5.8 Limite de quantificacao do cortisol

O limite de quantificacdo (LQ) representa a menor concentracdo do analito que pode

ser medida pelo método (ICH, 1995; INMETRO, 2003). E calculado pela seguinte formula:

S
LQ=10x ¢
Utilizando os valores o limite de quantificacdo calculado foi de 0,150 pg/dL.

5.9 Construcéo da curva analitica da cortisona

A cada 1 mL de soro livre de esterdides foram adicionados 750 uL de padrdo de
cortisona diluido a partir da solugdo estoque (1000 ug/dL) nas seguintes concentra¢des: 100
pg/dL, 50 pg/dL, 25 pg/dL, 12,5 pg/dL, 6,25 ng/dL, 3,12 pg/dL.

A figura a seguir é referente a construgdo da curva analitica da cortisona em soro

livre de esterdides.
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Figura 18: Perfis cromatogréaficos do soro livre de esterdides adicionado do padrdo de
cortisona nas seis concentracfes utilizadas nesse estudo. A analise foi realizada utilizando
ACN 25% a um fluxo de 0,750 mL/min. O volume de injecao foi de 50 puL. Os perfis foram

monitorados a 243 nm.

5.10 Curva analitica da cortisona e linearidade

Apés a extracdo, as corridas para cada ponto da curva foram feitas em sextuplicata (n
= 36) e analisadas de acordo com o método proposto; a tabela a seguir mostra as
concentracdes de cortisona utilizadas na construcdo da curva, a média das sextuplicatas das

areas dos picos e o tempo de retencdo médio.

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

padrdo de cortisona utilizados na construcdo da curva analitica desse hormanio.

Area média dos picos

Tempo de retengdo medio (absorbancia (mAU)/

Concentracéo (pg/dL)

(minutos) tempo (minutos))

100 21,1 1548613
50 21,2 778324,16
o5 21,2 382689,33

12,5 21,7 236106

6,25 21,7 2848,5

312 20.8 53926,6
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Com esses dados foi feita a regressao linear no programa estatistico GraphPad Prism
5®, que forneceu a seguinte equacéo da reta e coeficiente de determinaco:
y = 15200 x + 17810 er?=0,9931.

2 000 000-
1 500 000+ °
(@]
0
o
S 1 000 000+
(9v}
L
<L
500 000-
y = 15200 x + 17810
r’=0,9931
0 T T 1
0 50 100 150

Concentragdo de E (ng/dL)

Figura 19: curva analitica construida para a cortisona relacionando a area dos picos de

cortisona obtidos nos cromatogramas com a concentracdo do padrdo de cortisona.

Utilizando esses intervalos de concentracdo e as respostas relativas, foi construida,
também para a cortisona, a faixa linear dinamica, da maneira que ja foi explicitada no item
5.6.

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

concentracgdo utilizada na construcdo da curva analitica.
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Tabela 6: média das respostas relativas de cada concentracdo utilizada na curva. Esses

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

Concentracao de cortisona (pg/dL)

Meédia das respostas relativas

100 357,899000
50 320,650800
25 365,818300

12,5 356,548100
6,25 319,469100
3,12 420,179400
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Figura 20: gréafico da razdo sinal/concentracdo vs. concentracdo, em escala logaritmica

utilizado para visualizar a faixa linear dindmica da cortisona.
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O metodo se mostrou linear para a dosagem de cortisona na seguinte faixa de 3,12
ug/dL até 50 pg/dL.

5.11 Limite de deteccdo da cortisona

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

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

cortisona, construida utilizando o programa estatistico GraphPad Prism 5°.

Tabela 7: valores do desvio padrdo do coeficiente linear e do slope retirados da regressao

linear da curva analitica da cortisona.

s (desvio padréo do coeficiente linear) S (slope)

635,1 15200

Os valores foram inseridos na formula e o LD calculado foi de 0,137 pg/dL.

5.12 Limite de quantificagédo da cortisona

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

Os valores foram inseridos na formula e o LQ calculado foi de 0,417 ug/dL.
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5.13 Coeficiente de variacao intra-ensaio

A precisdo de um método analitico é o pardmetro que avalia a proximidade entre
varias medidas efetuadas em uma mesma amostra (Chasin et al., 1998) e pode ser expressa
por meio do coeficiente de variagdo (CV) ou desvio padréo relativo intra-ensaio (condigédo
de repetibilidade) e interensaio (precisdo intermediaria).

Para a determinacdo do CV intra-ensaio foi selecionada uma amostra de 20 mL de
soro. Uma aliquota do soro foi submetida ao imunoensaio para a determinacgdo de cortisol
sérico por quimioluminescéncia. A concentracdo de cortisol nesse soro foi de 17,5 pg/dL.
Foi entdo dividido em aliquotas de 2 mL que passaram pelo processo de extracdo e foram
armazenadas em freezer - 20° C até a analise por HPLC.

No dia do ensaio a coluna foi lavada e equilibrada e foram feitas seis corridas (n = 6)
sem intervalos. O valor de cortisol por HPLC em cada uma das andlises cromatogréaficas foi

quantificado e o coeficiente de variacdo foi calculado de acordo com a seguinte férmula:

o
CV=-x100
i

Tabela 8: Valores das amostras dosadas no estudo intra-ensaio.

Amostra Quantificacao de F por HPLC (ug/dL)
nl 11,6
n2 13,7
n3 13,7
n4 12,2
n5 11,3
n6 11,5

O desvio-padrdo foi de 1,009 e a média 12,354.

Aplicando-se os valores na formula o coeficiente de variacdo intra-ensaio foi de
8,1%.
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5.14 Coeficiente de variagao interensaio

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

dias distintos.

O mesmo soro utilizado no estudo intra-ensaio (17,5 pg/dL) foi utilizado nesse

estudo; aliquotas do soro foram extraidas e armazenadas em freezer - 20° C até a anélise.

Corridas em duplicata foram feitas uma vez por dia, durante cinco dias consecutivos

(n = 10). O valor de cortisol em cada uma das duplicatas foi quantificado e o coeficiente de

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

Tabela 9: valores das amostras dosadas no estudo interensaio.

Quantificacao de F por

Dia Amostra HPLC (ug/dL)
1 Interensaio nl 6,6
1 Interensaio n2 8,7
2 Interensaio n3 9,9
2 Interensaio n4 10,5
3 Interensaio n5 9,4
3 Interensaio n6 10,5
4 Interensaio n7 7,5
4 Interensaio n8 8,0
5 Interensaio n9 10,0
5 Interensaio n10 10,4

O desvio-padrao foi de 1,1878 e a média 9,15.

Aplicando-se os valores na formula o coeficiente de variacdo interensaio foi de

12,98%.
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5.15 Quantificagdes de cortisol e cortisona

Foi feito um total de analises de 27 amostras para a correlacdo entre os valores
quantificados por quimioluminescéncia e os valores quantificados pelo método proposto de
HPLC.

Os valores foram divididos em trés grupos; um grupo baixo (valores de cortisol
quantificados por quimioluminescéncia até 8 pg/dL), um grupo médio (valores de cortisol
quantificados por quimioluminescéncia de 8 pg/dL até 15 pg/dL) e um grupo alto (valores

de cortisol quantificados por quimioluminescéncia acima de 15 pg/dL).

O grupo baixo teve um n de 10 amostras; o grupo médio teve um n de 10 amostras e
0 grupo alto teve um n de sete amostras. O soro foi extraido e armazenado em freezer - 20°
C.

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

ficado nenhum analito que sobrecaregaria as corridas.

Uma aliquota de 100 uL era injetada na coluna para analise da amostra. Ap6s o final

na andlise cromatografica os dados eram coletados.

Baseado nos tempos de retencdo do cortisol e da cortisona as areas dos graficos eram
coletadas e inseridas na equacdo de cada uma das curvas analiticas, tendo como resultado

final a quantificacdo do hormaonio.

As andlises foram feitas em duplicata. Se algum dos valores da duplicata fosse muito

discrepante uma terceira anélise era feita para confirmar o real valor.

A tabela 10 mostra as quantificagcbes 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

quantificados.

[1F por QML (pg/dL)

[1F por HPLC (ng/dL)

[1E por HPLC (pg/dL)

1,6 (n1)
1,6 (n2)
2,2 (n1)
2,2 (n2)
2,8 (1)
2,8 (n2)
3,1 (n1)*
3,1 (n2)*
3,1 (n1)?
3,1 (n2)?
5,0 (n1)
5,0 (n2)
6,3 (n1)*
6,3 (n2)*
6,3 (n1)?
6,3 (n2)?
7,2 (n1)
7,2 (n2)
7,8 (n1)
7,8 (n2)
8,6 (n1)
8,6 (n2)
9,1 (n1)
9,1 (n2)
9,2 (n1)
9,2 (n2)
11,1 (n1)
11,1 (n2)
11,2 (n1)
11,2 (n2)
11,4 (n1)
11,4 (n2)
12,1 (1)
12,1 (n2)
13,8 (1)
13,8 (n2)
14,1 (n1)
14,1 (n2)
14,9 (n1)
14,9 (n2)

5,0
5,3
19,0
15,1
3,7
3,2
3,0
2,8
7,3
7,2
9,0
9,8
4,5
3,7
11,3
115
7,0
7,4
22,3
22,0
6,2
6,5
6,8
6,3
11,3
11,0
12,7
12,3
8,9
8,3
8,5
8,6
19,9
19,8
21,9
21,3
13,8
13,9
12,5
13,5

3,1

2,7

105,2

70,8

Nao detectado
Nao detectado
Nao detectado
Nao detectado
1,0

1,2

1,2

1,7

Nao detectado
Nao detectado
8,6

9,0

Nao detectado
Nao detectado
100,1

98,5

7,0

7,2

3,1

25

Nao detectado
Nao detectado
Nao detectado
Nao detectado
3,7

2,4

Nao detectado
Nao detectado
Nao detectado
Nao detectado
58,7

58,2

Nao detectado
Nao detectado
9,7

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 (n1)
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

45,7

46,3

Nao detectado
Nao detectado
Nao detectado
Nao detectado
8,8

7,8

Nao detectado
Nao detectado
2,8

2,5

Nao detectado
Nao detectado

! Amostra 1; 2 Amostra 2
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5.16 Correlacéo entre HPLC e quimioluminescéncia

Foi feito um teste de correlacdo entre os 27 valores de cortisol quantificados pelo
ensaio de cortisol sérico Immulite 2000® e os valores encontrados pelo método de HPLC
para essas mesmas amostras.
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Figura 21: grafico de dispersdo mostrando a comparacdo dos valores de amostras

quantificadas por HPLC com os valores de amostras quantificadas por quimioluminescéncia.

O valor de r (Pearson) encontrado foi de 0,6875 e o p < 0,0001.

5.17 Relagéo cortisona/cortisol

Das 27 amostras nas quais o cortisol foi quantificado foi possivel quantificar a

cortisona em 14. O resultado da quantificagdo da cortisona por HPLC estad mostrado na
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tabela 11. S&o descritos os valores de cortisol medidos por imunoensaio
quimioluminescente, as quantificacdes feitas por HPLC para 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 proporgéo cortisona/cortisol.

[1F por QML [1F por HPLC [1E por HPLC

(ug/dL) (ng/dL) (Rg/dL) cortisona/cortisol
1,6 (n1) 5,0 3,1 0,62
1,6 (n2) 53 2,7 0,5094
2,2 (nl) 19,0 105,2 5,5368
2,2 (n2) 15,1 70,8 4,6887

3,1 (n1)? 73 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 (n1)? 11,3 8,6 0,7610
6,3 (n2)? 11,5 9,0 0,7826
7,8 (n1) 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 (nl) 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 (n1) 13,6 8,8 0,6470
21,0 (n2) 13,1 7,8 0,5954
24,9 (n1) 25,8 2,8 0,1085
24,9 (n2) 25,4 2,5 0,0984
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Na figura 22 sdo mostrados os resultados da relagéo cortisona /cortisol medidos por
HPLC.
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Figura 22: Representacdo gréfica da relacdo cortisona/cortisol pedidos por HPLC.

Tabela 12: Valores de mediana e intervalo interquartil (percentis 25% e 75%) referentes a

relacdo cortisona/cortisol.

Parametro Valor
Percentil 25% 0,3160
Mediana 0,7040
Percentil 75% 2,719

68



6 DISCUSSAO

6.1 Padroes, tempos de retencdo na matriz e efeito matriz

Esses experimentos foram os primeiros que foram realizados ap06s a obtencao do soro

livre de esterdides.

Era necessario saber se os padrdes apresentariam 0s mesmos tempos de retencdo
quando adicionados a matriz e se algum dos componentes da matriz iria eluir nos tempos de

retencao.

Isso ndo foi observado e os padrdes se comportaram como era esperado, mantendo 0s

tempos de retencdo.

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

matriz e os padrdes de cortisol e cortisona.

O efeito matriz ficou claramente visivel quando duas analises realizadas por HPLC
foram comparadas: uma andlise de uma solucéo aquosa de cortisol, na concentracdo de 100
ug/dL, que teve volume de injecdo de 50 uL e uma analise de soro livre de esterdides
adicionado de padrdo de cortisol na mesma concentracdo (100 pg/dL) e volume de injecdo
(50 pL).

Como pode ser observado na figura 23 o pico do cortisol (17,9 minutos), apresenta
uma deteccdo superior a 400 mAU, e € o Unico pico presente na analise cromatogréfica, ja

que é um padrdo diluido em &gua ultrapura.
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Figura 23: Perfil cromatografico do padriao de cortisol (100 pg/dL) diluido em agua
ultrapura. A andlise foi realizada utilizando ACN 25% a um fluxo de 0,750 mL/min. O
volume de injecdo foi de 50 uL. O perfil foi monitorado a 243 nm. Pode-se observar que o
tempo de retencdo do cortisol foi de (17,9 minutos) e ndo se observa outros picos na analise.

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

A figura 24, no entanto, é uma analise cromatografica de 1 mL de soro livre de
esterdides que foi adicionado de padrdo de cortisol diluido em &gua ultrapura na mesma
concentragdo anterior (100 pg/dL). Mas esse soro passou pelo processo de extracdo e,

depois, uma aliquota de 50 uL foi injetada para anélise.

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

60 mAU, sendo que o mesmo padrdo e diluicdo foram utilizados para as duas analises.

O efeito matriz, que é o responsavel por distorcer tanto o tamanho quanto formato e
amplitude de picos cromatograficos na construcdo de curvas analiticas (Hajslova et al.,
1998, Pinho et al., 2009; Soares & Santos-Neto, 2012), ficou claro nesse trabalho. De
alguma forma o padrdo de cortisol interagiu com a matriz e fez com que a detecgéo ficasse

abaixo da deteccdo que foi encontrada quando apenas o padréo foi analisado
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Figura 24: Perfil cromatografico do soro livre de esterdides adicionado do padrdo de
cortisol (100 pg/dL) diluido em 4gua ultrapura. A andlise foi realizada utilizando ACN 25%
a um fluxo de 0,750 mL/min. O volume de inje¢do foi de 50 pL. O perfil foi monitorado a
243 nm. Pode-se observar que o tempo de retencdo do cortisol foi de (18,5 minutos), além

de observar outros picos na andlise. A deteccdo do pico foi de aproximadamente 58 mAU.

Essa investigacdo também foi feita para a cortisona, com as mesmas concentracdes

que foram utilizadas para o cortisol (100 pg/dL).

A figura 25 mostra uma solucdo de cortisona diluida em &gua ultrapura na
concentracdo de 100 ug/dL analisada por HPLC. Nessa figura pode-se observar um unico
pico, que é o pico da cortisona, com tempo de retengdo de 20,5 minutos e deteccdo acima de
250 mAU.
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Figura 25: Perfil cromatografico do padrdo de cortisona (100 pg/dL) diluido em agua
ultrapura. A anélise foi realizada utilizando ACN 25% a um fluxo de 0,750 mL/min. O
volume de injegdo foi de 50 pL. O perfil foi monitorado a 243 nm. Pode-se observar que o
tempo de retengdo da cortisona foi de (20,5 minutos) e ndo se observa outros picos na

analise. A deteccdo do pico foi um pouco maior que 250 mAU.

Ja a figura 26 é uma andlise cromatografica de 1 mL de soro livre de esterdides que
foi adicionado de padrdo de cortisona diluido em agua ultrapura na mesma concentracédo ja
utilizada anteriormente (100 pg/dL). Esse soro passou pelo processo de extragéo e, depois,
uma aliquota de 50 uL foi injetada para analise.

Percebe-se que, da mesma forma que o cortisol interagiu com a matriz houve a

interacdo da cortisona quando observou-se a deteccao do pico.

A deteccdo do pico da cortisona (21,2 minutos), no soro livre de esteroides foi de
aproximadamente 40 mAU, contrastando bastante com a deteccdo da cortisona diluida em

agua ultrapura, que foi um pouco maior que 250 mAU.
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Figura 26: Perfil cromatografico do soro livre de esterdides adicionado do padrdo de
cortisona (100 pg/dL) diluido em agua ultrapura. A analise foi realizada utilizando ACN
25% a um fluxo de 0,750 mL/min. O volume de inje¢do foi de 50 puL. O perfil foi
monitorado a 243 nm. Pode-se observar que o tempo de retencdo da cortisona foi de (21,2
minutos), além de observar outros picos na analise. A deteccao do pico foi um pouco menor
gue 40 mAU.

Os dois analitos de interesse sofreram mudancas substanciais quanto ao tamanho dos
picos quando foram acrescentados a matriz isenta de esterdides. Isso deixou bastante claro o
qudo importante € considerar o efeito matriz, pois se as curvas fossem feitas ignorando-o 0s

resultados seriam subestimados pelas equagdes.

Curvas analiticas podem ser feitas na prépria matriz isenta dos analitos de interesse

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

Em 2008, Sugawara et al., construiram uma curva analitica para a quantificacdo de
cortisol que obteve bons resultados em albumina bovina 3%. Ainda em 2008 Vieira et al.,
desenvolveram uma curva para a quantificacdo de testosterona serica livre, que foi feita em
soro livre de esterdides. O soro livre de esterdides também foi utilizado na validacéo

analitica do trabalho de 2004 de Sugawara et al.

O uso de soro livre de esteroides para a construcdo de curvas analiticas para a

quantificacdo de cortisol e cortisona ainda ndo foi documentado na literatura.
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6.2 Seletividade do método

O termo seletividade, sugerido pela IJUPAC (Vessman, 2001), € utilizado quando o

método 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 ndo puder ser garantida a linearidade, a exatiddo e a precisao estaréo
comprometidas (Ribani et al., 2004).

Para a verificacdo da seletividade a matriz isenta de esterdides foi analisada e
comparada com a matriz adicionada de padrées de cortisol e cortisona.

As substancias de interesse devem estar bem separadas das demais substancias
encontradas na amostra e, nenhum interferente deve eluir no tempo de retencdo (CODEX
CXI/MAS, 1995; ICH, 1995; Swartz & Krull, 1998; ISO, 1999).

Neste estudo, 0 método teve sua seletividade garantida: as duas substancias de
interesse (cortisol e cortisona) apresentaram diferentes tempos de retencdo (17,6 + 00,9
minutos para o cortisol 20,4 + 01,3 minutos para a cortisona) e ndo foram co-eluidas 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¢do de padréo
a matriz isenta de analitos. Esse método se mostrou o mais favoravel pois nele pode-se

observar o comportamento do cortisol na matriz (soro).

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

horménios em solugédo aquosa.

A curva em solugdo aquosa ignora o efeito do analito na matriz em que 0 mesmo vai

ser dosado e, ignora também, o fato da matriz interferir no formato e tamanho dos picos do
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cromatograma (Soares & Santos-Neto, 2012), ndo sendo assim ideal para estudos de
dosagens hormonais por HPLC, pois é necessario observar o comportamento do cortisol na
matriz. A curva construida em solucdo aquosa subestima a resposta e altera o coeficiente

angular afetando a linearidade, ndo sendo dessa forma, adequada para este estudo.

O método de adi¢do do analito de interesse a matriz isenta de analitos € mais
trabalhoso, mas importante em casos em que a amostra é complexa e as interacbes com a

matriz sdo significativas (Ribani et al., 2004).

A curva analitica construida para o cortisol apresentou r? = 0,999. Esse r? esta dentro
do recomendado pelo INMETRO (r? > 0,90) e pela ANVISA (r* > 0,99) mostrando que a

dispersao dos pontos da reta esta muito proxima do ideal.

Foi desenhada ainda a faixa linear dinamica (Augusto et al., 1997) para verificar se
0s pontos escolhidos para a curva analitica s@o lineares em todas as suas concentracdes. O
método escolhido foi o desenvolvido por Huber (1998) no qual se pode dizer que o método é
linear até o ponto onde a resposta relativa intercepta a linha de 95% ou de 105%. O ponto
que corresponde a 1,56 pg/dL interceptou a linha de 95% e o ponto de 50 pg/dL interceptou
a linha de 105% sendo essa entdo, a faixa linear do cortisol. O ponto que corresponde a 100
ug/dL ficou fora da faixa linear do método, o que ndo configura como um problema pratico,
pois dosagens de cortisol maiores que 50 pg/dL ndo sdo comumente encontradas na pratica

clinica.

Portanto, o0 método se mostrou linear para as concentragcdes que sao encontradas com
maior facilidade na prética clinica. Além disso, concentracGes de cortisol abaixo de 1,8
ng/dL sdo consideradas suprimidas abaixo de valores normais.

6.4 Limite de deteccdo e limite de quantificacdo do cortisol

O limite de detecgdo representa a menor concentracdo de cortisol que pode ser
detectada, mas ndo necessariamente quantificada (ICH, 1995; INMETRO, 2003).
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Dos métodos existentes para a determinacdo do LD foi escolhido o método

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

Esse método foi escolhido pois é, estatisticamente, mais confidvel (Ribani et al.,
2004)

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

foi escolhido 0 método que se baseia nos parametros estatisticos da curva analitica.

O LD calculado foi de 0,049 ug/dL engquanto o LQ calculado para o método foi de
0,150 pg/dL.

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

identificacdo e quantificacao de cortisol.

Valores de cortisol abaixo de 1,8 ug/dL sdo comumente encontrados em pacientes
em uso de dexametasona, por supressdo do ACTH e consequente reducdo da producdo de
cortisol. Essa dosagem extremamente baixa ndo é o foco deste estudo, mas, 0 método se
mostrou capaz e sensivel para deteccdo de quantidades extremamente baixas de cortisol

sérico, compativeis com sua aplicagdo clinica.

6.5 Curva analitica da cortisona e linearidade

A curva analitica da cortisona foi construida da mesma forma que a curva analitica
do cortisol, utilizando o método de adicdo de padréo a matriz isenta de analitos. Esse método
se mostrou 0 mais favoravel pois nele pode-se observar o0 comportamento da cortisona na

matriz (soro).

A curva analitica construida para o cortisona apresentou o r> = 0,9931. Esse r
também esta dentro do recomendado tanto pelo INMETRO quanto pela ANVISA,

mostrando que a dispersdo dos pontos da reta estd muito proxima do ideal.
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Foi desenhada, também para a cortisona, a faixa linear dindmica (Augusto et al.,
1997) para verificar se os pontos escolhidos para a curva analitica s&o lineares em toda sua

concentragao.

O ponto de 3,12 pg/dL interceptou a linha de 105% enquanto o ponto de 50 pg/dL
interceptou a linha de 95% designando, dessa forma a faixa linear da cortisona. O ponto que

corresponde a 100 ug/dL ficou fora da faixa linear do método.

Do ponto de vista clinico, em condi¢des patologicas é possivel encontrar valores de
cortisona até 5 vezes maiores que o valor de cortisol, por ser o metabdlito inativo desse
hormonio. Na prética clinica € comum encontrar o cortisol mantinal em concentracdes entre
10 e 20 pg/dL. Portanto, nestas condicOes € possivel que sejam encontradas amostras com
valores de cortisona superiores a 50 pg/dL. A relagdo entre o cortisol e cortisona, medidos

por HPLC, foi analisada neste estudo.

6.6 Limite de deteccdo e limite de quantificacdo da cortisona

Para a cortisona o LD calculado foi de 0,137 pg/dL e o LQ calculado foi de 0,417
ug/dL. Os dois valores sdo suficientemente baixos, mostrando que o método desenvolvido

também é adequadamente sensivel para a cortisona.

6.7 Coeficiente de variacdo intra-ensaio e interensaio

Para ambos os ensaios foi escolhido um volume de soro com concentragdo medida

por quimioluminescéncia igual & 17,5 ug/dL.

As medidas de concentragéo do cortisol por HPLC apresentaram CV intra-ensaio de
8,1%, valor este pouco acima do ideal (5%), porém inferior ao apresentado por

imunoensaios.

77



Um dos fatores que pode ter influenciado no aumento do CV intra-ensaio encontra-se

no método de extracdo, que tem um coeficiente de recuperagdo variavel.

O emprego de éter no processo de extragdo garante simplicidade e baixo custo nas
anélises. E um método bastante utilizado e citado na literatura (Vieira et al., 1979; Loche et
al., 1984; Wei et al., 1990; Fernandes et al., 2003; Sugawara et al., 2004, 2008). O método
consiste na separagdo dos hormonios ligados as proteinas através da adi¢do de éter ao soro e
precipitacdo através de centrifugacdo de alta rotacdo a baixa temperatura. Esse protocolo de
extragdo apresenta bons coeficientes de recupragéo.

O estudo de Fernandes et al. de 2003 utiliza extragdo liquido-liquido com éter para
extracdo de diversos hormonios esterdides e tem os seguintes coeficientes de recuperacéo:
93% para o 21-deoxicortisol, 69% para o 11-deoxicortisol, 74% para a testosterona e de
54% para a 17-a-hidroxiprogesterona. Ja o estudo de Vieira et al., de 2000, apresenta
recuperacdo média de cortisol apds a extracdo de 94,1%. O estudo de Wei et al, de 1990,
extraiu 12 glicocorticoides enddgenos a partir de soro e a taxa de recuperacao variou de 80%
a 103%. Jung et 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 recuperagdo 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 éter também sdo fatores concorrentes que podem

contribuir para uma extracdo ineficiente do cortisol.

Outro fator que pode ter influenciado pode ser a sobrecarga de analito na coluna
cromatografica, pois parte do analito pode ficar mais fortemente retido aos sitios ativos da
coluna e pode entdo ser eluido na corrida seguinte, modificando assim a quantificacdo das

amostras.

Um protocolo de lavagem da coluna foi implementado na rotina do HPLC para
quantificacdo de esterdides no laboratdrio: a cada quatro corridas de amostra é realizado
uma corrida de lavagem (com fase movel em diferentes concentragdes) e uma corrida em

branco para garantir que ndo haja nenhuma substancia aderida na coluna.
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Como os ensaios iniciais foram realizados sem protocolos de lavagem, pode ser que
as determinacg0es realizadas apds amostras com valores elevados tenham sofrido esse efeito

de arrasto.

No estudo interensaio foi analisado o comportamento do método em andlises da

mesma amostra realizadas em dias subsequentes.

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

ensaio foi utilizado para determinar o coeficiente de variacdo interensaio.

Observou-se um CV interensaio relativamente alto (12,98%). Por se tratar dos
mesmos parametros cromatograficos e, tendo como Unica variavel entre os diferentes dias a

nova extragdo da mesma amostra, acredita-se que este seja o principal interferente.

6.8 Correlagdo entre HPLC e quimioluminescéncia

A correlacdo entre os valores das amostras quantificadas por quimioluminescéncia e
os valores das mesmas amostras encontrados por HPLC foi de 0,6875 com p < 0,0001. O r

mostrou que essa correlacao € alta, de aproximadamente 68%, e significante.

Diversos trabalhos fizeram a correlacdo entre dosagens de amostras por algum
método de imunoensaio e um método desenvolvido por HPLC e a correlagdo encontrada

sempre € alta e significativa.

Em 1987, Oka et al., determinaram cortisol e corticoesterona em plasma apés teste
de supressdao com dexametasona. O coeficiente de correlacdo entre o RIE e o método de
HPLC proposto forneceu um r = 0,9634; no trabalho de 1993 Samaan et al., encontraram
que, a correlacdo entre um kit de RIE para cortisol sérico e o0 método de HPLC teve r =
0,965. Vieira et al., em 2005, quantificaram cortisol e cortisona livres urinarios por uma
metodologia de HPLC associada a espectrometria de massa em tandem. Quando
comparados o coeficiente de correlagdo (de Spearman) mostrou um r = 0,838 para o cortisol
e para a cortisona um r = 0697. O trabalho de 2008 de Sugawara et al., ndo fez a correlacéo
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 exce¢do de uma amostra, que teve 0 mesmo valor quantificado por ambos os
métodos e uma amostra que teve o valor quantificado por HPLC maior que o valor

quantificado por RIE.

O método desenvolvido neste trabalho mostrou um coeficiente de correlacdo que

estava dentro do esperado, quando comparado com outros trabalhos.

6.9 Relagéo cortisona/cortisol

A cortisona ndo havia sido quantificada previamente pelo imunoensaio
quimioluminescente portanto ndo foi possivel fazer a correlacdo dos valores quantificados
por ambos 0s métodos. No entanto a propor¢éo de cortisona para o cortisol em cada uma das
amostras que foi possivel quantificar os dois horménios foi investigada.

A relagdo cortisona/cortisol variou de valores entre 0,1 e 55. A variagdo na
proporcao de cortisona para cortisol era esperada. A cortisona € metabolizada a partir de sua
forma ativa, o cortisol, sendo esperado ser encontrada em maior concentracdo. No entanto
foram encontradas situacdes nas quais a concentragdo de cortisol foi maior que a
concentracdo de cortisona. Em situacdes especificas (uso de medicamentos ou sindrome de
Cushing) é esperado que haja maior concentracdo relativa de cortisol. Como as amostras
eram provenientes do descarte da rotina laboratorial e informacBes como o uso de
medicamentos ou condi¢do patoldgica prévia ndo estavam disponiveis ndo ha como inferir

sobre 0 mecanismo causal desta variagao.

Em estudos futuros espera-se que essa relagdo seja estabelecida em voluntarios com
alguma condicéo, como obesidade.

6.10 Desvantagens em se trabalhar com HPLC

O HPLC é uma técnica que ja vem sendo considerada como o padrdo-ouro para

dosagem de esterdides e ja é utilizada em aproximadamente 18% dos laborat6rios de todo o
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mundo como substituicdo aos imunoensaios (Taylor et al.,, 2015) pela sua maior
especificidade e robustez. Ainda assim é uma técnica que apresenta algumas desvantagens.

A instrumentacéo € de alto custo. Mesmo sistemas cromatogréficos simples tem um
alto preco. Sistemas completamente mecanizados e, de certa forma mais sofisticados,
custam muito caro, e ndo € todo laboratorio que pode se dispor a adquirir um sistema
cromatografico quando os imunoensaios apresentam uma alternativa mais barata (Collins,
2006).

Além do custo intrinseco do sistema existe 0 custo de operacao: os reagentes devem
ser de alto grau de pureza, as fases estacionérias sdo distintas para cada tipo de composto
que esta sendo pesquisado e, existem ainda, componentes do sistema que devem ser repostos
com certa frequéncia. O sistema cromatografico sempre precisara de reagentes e serd uma
fonte de despesas. As proprias colunas possuem tempo de vida Gtil. Dependendo do
composto uma coluna suportara um certo nimero de injecdes 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 problema. Os detectores
universais por indice de refracdo apresentam um limite de deteccdo elevado enquanto, um
espectrometro de massas possui um custo muito alto. Os detectores por absorbancia ou
emissdo de luz s6 podem ser empregados em compostos que apresentem propriedades

adequadas.

Uma das dificuldades encontradas no desenvolvimento da metodologia foi referente
a fase estacionaria. A matriz utilizada neste estudo se mostrou, mesmo apo6s o protocolo de
extracdo, com persistente contetdo residual, capaz de ap6s um numero elevado de injecdes
ficar aderido a resina da coluna e com isso causar o entupimento na entrada da coluna. Com
isso, houve aumento da pressdo o que fez com que a fase estacionaria perca sua
reprodutibilidade. No desenvolvimento de metodologias de HPLC esse € um fator que deve
ser considerado. As fases estacionarias possuem um tempo de vida Util. Nesse estudo
pudemos observar que, matrizes mais complexas (como o soro), podem danificar a coluna e,

portanto devem ser um fator a ser considerado.
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6.11 Desvantagens na quantificacao de cortisol sérico

Nesse trabalho em especifico outra dificuldade encontrada foi a preparacdo das

amostras.

A extracdo liquido-liquido, neste trabalho, foi uma extracdo que apresentou niveis de
recuperacdo do cortisol variaveis. Além disso € um processo de extracdo demorado, com
longas centrifugacOes e tempo de secagem. Uma alternativa seria a utilizacdo de um
processo de extracdo solido-liquido que eluiria apenas os compostos de interesse e teria um

menor tempo de espera e um produto final mais limpo.

A maior dificuldade em se quantificar cortisol sérico livre esta associada ao impacto
que a quantidade de CBG podera ter nessa quantificacdo, ja que a quantidade de CBG
circulante aumenta pelo uso de estrogenos e é degradada sob condicBes de stress
inflamatdrio (Perogamvros et al., 2010).

Em 1983, de Vinig et al., demonstraram que existe uma boa correlagdo entre a

cortisona salivar e o cortisol sérico livre.

A cortisona salivar € uma boa alternativa para substituir o cortisol sérico livre pois a
dosagem ndo depende do desligamento do cortisol de suas proteinas carreadoras. A
atividade da 11B-HSD tipo 2 na glandula parétida é responsavel pela conversdo do cortisol
em cortisona. A cortisona e o cortisol salivar ndo devem ser comparados pois a concentragdo
de cortisol salivar depende tanto do cortisol sérico livre quanto da oxidacdo do cortisol em
cortisona, logo as concentracdes de cortisona salivar sempre serdo maiores quando

comparadas com o cortisol salivar (Perogamvros et al., 2009).

Em 2010, Perogamvros et al., sugeriram novamente que a cortisona salivar ¢ um
potencial biomarcador para a quantificacdo de cortisol serico livre. Essa metodologia €
menos invasiva e gera menos stress na hora da coleta. Se aplicada ao método de HPLC,
poderia fornecer uma matriz com menos proteinas e que pode ter um processo de extracdo

mais simples.
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7 CONCLUSOES

Com este estudo foi possivel padronizar e implementar a quantificagéo de cortisol e
cortisona por HPLC no Departamento de Ciéncias Fisioldgicas da Faculdade de Ciéncias
Médicas da Santa Casa de S&o Paulo.

e Desenvolvemos e padronizamos curvas analiticas para cortisol e cortisona, utilizando
como matriz um pool de soro livre de esterdides obtido apds passagem em carvao
ativado.

e O protocolo de quantificacdo de cortisol e cortisona por HPLC apresentou
sensibilidade e especificidade adequados, confirmando sua potencial aplicabilidade
na rotina laboratorial.

e A quantificagdo de cortisol por HPLC, embora correlacionada a determinacgéo feita
por quimioluminescéncia, apresenta um numero consideravel de casos com valores
discordantes, potencialmente relacionados a fatores interferentes do imunoensaio.

e Existe ampla variabilidade nas concentracdes relativas entre cortisona e cortisol, as

quais devem ser avaliadas em estudos futuros.

83



8 RESUMO

Ensaios de HPLC para a dosagem de hormonios esterdides vém, nos ultimos anos,
substituindo as técnicas rotineiras de imunoensaios. As técnicas de imunoensaio apresentam
problemas devido a grande semelhanca estrutural dos hormonios esterdides o que leva a
dificuldade de obtencdo de anticorpos primarios. O método de HPLC proposto utilizou uma
coluna de fase reversa C-18 e um cromatografo liquido de alta pressdo para a separacao e
quantificacdo de cortisol e cortisona séricos. As duas curvas analiticas foram construidas em
soro livre de esterdides com a adicdo do padrédo de cortisol e cortisona. As equacdes da reta,
utilizadas para a quantificacdo de cada um dos hormdénios sdo, para o cortisol: y =
0,0000559 x + 0,35133 e r2 = 0,9999 e, para a cortisona: y = 15200 x + 17810 e r’=0,9931.
O método se mostrou seletivo e capaz de separar os dois hormdnios na matriz. Os limites de
deteccdo e quantificacdo calculados para o cortisol foram, respectivamente, 0,049 pg/dL e
0,150 ug/dL, enquanto, para a cortisona foram de 0,137 pg/dL e 0,417 pg/dL. Para o cortisol
0 método se mostrou linear na seguinte faixa de concentracdo: 1,56 pg/dL — 50 pg/dL,
enquanto que, para a cortisona 0 método se mostrou linear de 3,12 pg/dL — 50 pg/dL. O CV
intra-ensaio foi de 8,1% e o CV interensaio foi de 12,9%. Foram analisadas 27 amostras
provenientes do descarte laboratorial, que tinham a concentracdo de cortisol previamente
quantificada por um imunoensaio quimioluminescente. O coeficiente de correlagdo (r) entre
os valores encontrados pelo imunoensaio e pelo método de HPLC foi de 0,6875 com p <
0,0001, mostrando que houve uma correlacdo significativa entre os métodos, de
aproximadamente 68%. Das 27 amostras analisadas foi possivel avaliar a relacdo
cortisona/cortisol em 14 delas. A proporgdo variou de 0,1 a 5,5. Por serem amostras de
descarte laboratorial informagdes como o uso de medicamentos ou alguma condigéo
patologica ndo estavam disponiveis, e essas informag6es poderiam dizer o que levou a essa
variagdo. 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 hormones are, in the last years, replacing the
immunoassays routine techniques. The immunoassays” main problem is that the steroids
structures are very similar between each other, preventing the development of good and
reliable primary antibodies. The HPLC protocol proposed used a reversed phase C-18
column and a high pressure liquid cromatograph for the separation and measurement of
serum cortisol and cortisone. Both analytical curves were built in steroid-free serum 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 r2 = 0,9999 and, for the
cortisone: y = 15200 x + 17810 and r® = 0,9931. The method proved to be selective and
capable of separating both hormones in the matrix. The lower limit of detection and the
lower limit of quantification calculated for cortisol were, respectively, 0,049 pg/dL and
0,150 pg/dL, while, for the cortisone were 0,137 pg/dL and 0,417 pg/dL. For the cortisol the
method was linear from 1,56 pg/dL to 50 ug/dL and for cortisone, the method was linear
from 3,12 ug/dL to 50 pg/dL. The intra-assay CV was 8,1% and the inter-assay CV was
12,9%. 27 samples from our institution laboratory routine had the cortisol concentration
measured by a chemiluminescent immunoassay. The correlation coefficient (r) between the
values found by the immunoassay and by the HPLC protocol was 0,6875 with p < 0,0001.
The correlation between both methods were high and significant, approximately 68%. In the
group of samples we were able do measure the cortisone concentration in 14 samples. The
proportion cortisone/cortisol fluctuated from 0,1 to 5,5. The samples were from laboratory
discard so informations as the use of medications or some pathological condition were not
available and maybe, due to this, this proportion 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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