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AVALIACAO DA EXCREGAO URINARIA DE CORTISOL POR
RADIOIMUNOENSAIQ ATRAVES DE DOIS METODOS { EXTRAIDO E NAQ
EXTRAIDO)

MARIA BEATRIZ DA FONTE KOHEK

RESUMO

O radicimunoensaio do cortisol urinario apds exiragdc com solventie
organico (fragac livre) tém sido ha varios anos largamente empregadc no
diagndstico do hipercontisolismo. Com o advento de antissoros mais especificos,
houve possibilidade de medir o cortisol unnério sem necessidade de extracdo,
Entretanto n&o enconiramos na literatura trabalhos avaliando a dosagemn do
cortisol urindrio ndio extraido no diagndstico do hipercortisolismo. E nosse objetivo
comparar a exequibilidade, a sengibilidade e a aspecificidade dos dois métados
de dosagem de cortisol urinario (extraido versus ndo extraido) no diagndstico do
" Thipercortisolismo. Utilizamos o kit GammaCoat 125lcortisol procedente da
Clinical Assays, Incstar, USA para os dois métodos, procedendo 4 extrago da
urina com diclorometano para dosagem do cortisol extraido. Foram realizados 32
ensaios , Nos quais obtivemos uma sensibilidade que variou de 0,1 a 0,47 ug/dl,
com um coeficiente de variacho intraensaic para valores alte & baixo de 8,29 +
3,38 % 8 8,19 1 4,72 %, respectivamente, para o cortisol urindrio ndo extraido e
de 972 £ 1,84 % e 9,54 = 4,4 %, respectivamente, para o cortisol urindrio
exiraide. O coeficiente de variagdo interensaio fof de 15,98 % para o controle alto
e de 17,25 % para 0 confrole baixo no métoda ndo extraido e de 16,15 % para o

controle alto e 18,52 % para o controla baixo no meétodo extraido. Avaliamos
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amasiras basais da urina de 24 horas de 43 individuaos normais, 53 pacientes
obesos { com indice de massa corpérea > 30 ) e 53 pacientes com diagnéstico
confirmado de sindrome de Cushing. Qs valores obtidos de cortiscl urindrio no
extraldo para o grupo de individuos normais foram de 102,01 + 4832 uaf24h |
nos cbesos foram de 83,87 1 33,38 ug/24 h e nos pacientes com sindrome de
Cushing foram de 892,44 + 933 84 ug/Z4h, respectivamente. Os valores obtidos
gde cortisol urindrie extraide para ¢ grupe de individuos normais foram de 48,51 £
19,44 ugf24h, nos obesos foram de 36,23 £ 17,32 ug/24h e nos pacientes com
sindrome de Cushing foram de 44428 + 47923 ug/24h, respectivamente.
Obtivemos uma diferenca estatisticamente significante dos niveis de cortisol
urindrio no grupe de pacientes com sindrome de Cushing em relagdc acs narmais
e aos obescs em ambos 05 meétodos (p < 0,05 )L.Nao houve diferenca
esiatisticamente significante entre os valores do grupo de normais e obesos em
nanhum dos métodos{p > 0,05). A relagdo cortisol urindric extraidofcortisol
urinaric ndo extraido foi semelhante nos trés grupos (p > 0,05} A sensibilidade
diagnostica dos métedes foi semelhante {100 % e 98,1 %, respectivamente, para
a método ndc extraido e exiraido) e a especificidada foi igual em ambos os
métodos (100 %). Observamos uma correlag&o positiva e significante entre os
dois métodes em lodos os grupos estudados (p < 0,05). Conciuimos que os dois
métados sdo eficientes para a investigagio do hipercortisolismao, & pala facilidade
de execucdo e custo mais baixo, sugerimos que a dosagem do cortisol urinario
ndo extraido deva ser ¢ método de primeira escolha no diagnéstico da sindrome

de Cushing.



EVALUATION QOF URINARY CORTISOL EXCRETION BY RADIOIMMUNOASSAY
THROUGH TWQO METHODS ( EXTRACTED AND NON-EXTRACTED)

MARIA BEATRIZ DA FONTE KOHEK

ABSTRACT

The radioimmunoassay of urinary cortiscl extracted by crganic solvent (fres
cortisol} has been used for a [ong time in the hypercorisolism diagnosis. With the
development of more specific antisera it became possible to measure urinary
cortisol without extracting it. However, we didn't find any literature about this
method in the diagnosis of hypercortisclism. Our objetive is to compare the
foasibility, sensitivity and specificily of both methods (extracted wversus non-
extracted) in the hypercortisolism diagnosis. We used GammaCoat 125} - cortisol
kit provided by Ciinical Assays, Incstar, USA, for both methods extracting it with
methilene chloride in order to measure the extracted cortisol. We perfermed 32
assays from which we obtained from 0.1 to 0.47 ugfdl of sensitivity. The intra-run
precision varied from 8.29 + 3.38 % and 819 + 472 % for high and low levels,
respectively, for non-extracted cortisol, and 9.72 + 1.54 % and 9.54 + 4.4 % for
high and low levels, respectively, for extracted cortisol. The inter-run precision was
1588 % and 16.15 % for high leve! of non-extracted and extracted cortisol,
respectively. For the low level, we obtained 1725 % and 18.59 % for non-

extracted and exiracted cortisol, respeclively. We evaluated 24-hour urine basal



samples from 43 normal subjects, and 53 obese { body mass index > 30) and 53
Cushing's syndrome patients. In the group of normal subjects we obtained values
of 102.01 + 48.32 ugi24 b for non-extracted and 48.51 = 19.44 ugf24 h for
extracted cortiscl. In the group of chese patients we obtained values of 83.87 +
33.38 ugf24 h for non-exiracted and 36.23 + 17.32 ugi24 h for extracted cortisol. in
the group of Cushing's syndrome patients we obtained values of 892.44 x 933.684
ug/24 h for non-extracted and 444.28 + 479 23 ug/24 h for extracted cortisol. The
difference we obtained in both methods for the group of patients with Cushing's
syndrome in relation to the normal subjects and obese patients was statistically
significant (p < 0.05). The group of normal subjects and the group of cbese
patients were not statistically different in any of the methods (p > 0.05). The ratio
extracted urinary cortisclf non-extracted urinary cortisoi was alike in the three
groups { p > 0.05). The sensitivity of the methods were similar { 160 % and 98 1
%, for non-exiracted and extracted methods, respectively ). A positive corralation
batween the two methods was noticed in all groups we studied (p < 0.05). We
conclude that both methods are efficient for the investigation of hypercortisclism.
However we suggest that non-extracted urinary cortiscl measurement should be
the method of choice since it's an easy-to-perform and affordable method to

diagnose Cushing's syndroms,
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ABREVIATURAS

- Globulina transportadora de cortisol

- Tetraidrocartisol

- 17-hidroxicorticosterdides

- gnsaio derivado com duplo isatopo

- ensaio de ligacio competitiva com profinas nativas

- cromategrafia liquida de alta pressio

- cromatografia gascsafespectrometria de massa

- cortisal
- cortisol
- quitos

- metros

urinario ndo extraide

urinario extraido

- indice de massa corporal

- horas

- mililitros (10-3 litros)

- gramas

- iodo radioativo

- millmetros (10-3metros)

- microgramas (108 gramas)

- litros

- dacilitros {10 -1 litros)

- microlitros {10 6 iitros)

- minutos

- dose minima detectave)

- contagens por minuto
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1. Introdugéo

O cortisol & um horménio estendide com agio glicocorticdide, sintetizado na
zona fasciculada do cértex da supra-renal pela via 17-hidroxilada, a partir do
colesterol {25,32).

Sua bicssintese envolve uma série de reagbes catalizadas pelas enzimas
do complexo P-450 (| 20,22-desmclase, 21-hidroxilase e 17-w-hidroxilase ) e pela
3-f-hidroxi-esteréide desidrogenase e 11-p-hidroxilase, sob controle do
ACTH{Figura 1).

Uma vez secretado o cortisal liga-se & globulina transpartadora de cortisol
(CBG ou transcortina}, uma o-globulina produzida no figado que possui alta
afinidade pelo cortisol. Em circunstancias normais aproximadamente 80 % do
cortisol plasmatico total estd fortemente ligado & CBG, 15 % fracamente ligado 2
albumina & 5 a 10 % circula na forma livre{8). A fragdo livre do cortisol move-se
para o interior das células para exercer seus efeitos metabolicos. Desta maneira,
a CBG funciona como um reservatorio circulante de cortisol que mantém os niveis
estaveis e constantes independentemente das variagdes fisioldgicas no ritmo de
secrecan. Em condigdes fisicldgicas, todos os sitios da CBG que se ligam ac
cortisol estdo ocupados. Ccorrendo algum estimulo que sleve a secreglo ds
cortisol, a capacidade de ligagdo da CBG & saturada & observa-se um aumento
na fragdo livre do cortisgl circulante. Da mesma forma, qualquer alterago na
concantragdo da CBG tambem causa uma mudanca na distribuicdo plasmatica de
cortisol. Assim, © aumenic na concentrago da CBG resulta no aumento
percentual de cortisoi que se {iga & ela, diminuindo a fragio ligada 2 albumina e a
frago livre. Os niveis de CBG estdo aumentados durante a gravidez
aproximadamente 2 a 3 vezes. Assim, apesar dos niveis de cortisol plasmatico

totai estarem aumentadeos nesta situagio, a concentragio de cortisol na forma
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livre & essencialmente semelhante & da mulher normal devide ao aumente de
cortisel ligado 4 CBG, presente em maicr concentracdo(13). Na sindrome de
Cushing, a hipersecracio de cortisol satura a capacidade de ligacdo da CBG,
com consequente elevacdo da fragiio hvre(B8,22). Como esta fragio & excretada
pelos ring, os pacientas com sindrome de Cushing possuem niveis distintamente
acima do normal. A ligagéo as proteinas plasmaticas limita a filtragic glomerular 4
fragao livre. Assim, apenas uma pequena fragio de cortisol ndc metabolizada é
excretada na urina na forma nativa ndo cenjugada e esta diretamants relacionada
a fragéo livre do plasma bigltgicaments ativa(s).

0O figado & ¢ sitio primériv de metabolizagio e inativaglo dos esterdides
adrenccorticais. O primeiro passo da inativagio do cortiscl € a redugdo no anel A
transformanda-0 em diidrocortisel seguide de nova reducdo no carbong-3
resultando em tefraidrocortisol {THF) que se conjuga ac 4cide glicurdnico
formande glicuronidato de THF. Uma redugio adicional pode ocorrer no carbono-
20 produzinde o cortol que sofre conjugagao com © acido glicurbnico e &
excretade na wurina (25)(Figura 2). Estes compostos formam uma fragéc
expressiva € constante dos metabdlitos de corlisel e podem ser dosados
coletivamente como 17-hidroxicorticosterdides ( 17-OHCS ) pela reagio de
Porter-Silber{43). A dosagem dos cromdégenos de Porter-Silber tém sido utilizada
na avaliagdo da funcdo adrenal(8,18,22,30,34,35,40,52), porém a maior limitagic
desia dosagem € a faita de especificidade dos ensaios & os valores aumentados
encontrados em situagdes comuns como na obesidade{B 14,18,30,34,35,40,52).
Na conversdo hepética do cortisct aos seus diidro- e tetraidro-metabdiitos ©
primeirc passo é dependsenta de um sistema enzimatico, A9 dehidrogenasa. A
atividade deste sistema enzimatico pode ser alterada por patclogias do figado,
tais como cirrose, hepatite, efc, e levar a um aumento ou diminuicdo do

metabolismo do cortisol plasmaticol5). Outra via metabdlica menos importante é a
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hidroxilago do corlisol no carbono-6 produzinde 6-B-higroxicortisol, composta
que ndo & reduzido no anel A, mas & excretadoc na wurina na foma ndo
conjugada(25). O 6-Pf-nidroxicortisol & ¢ principal corticosterdide ndo conjugado
presente na urina ¢ foi proposto como um indicador da produglio excessiva de
cortisol(27,565,57). Contudo, ¢ ensaio direto para este composte ndo teve
acaitagio porque sua excregdo urindria aumenta durante o tratamento com
diversos compostos { fenobarbital, difenilhidantoina, fenilbutazona, etc.} ndo
correspondente ac aumento da secre¢ao de cortisol(25). Assim, os metabdlitos do
cortisol excretados na urina como glicuronidatos sdo: o THF ( 5pe o) e o cortol, e
na forma livre {ndo conjugada) temocs o cortisol ( fragdoc livre) e o 6--
hidroxicortisal.

O termo "cortisol livee" tem ampla utilizagdio para designar tanto a forma
livre plasmatica, ndo ligada a proteina, como ssu metabdlito urinaric nac
conjugada{5,8). No presente traba'ho optamos pelo termo "cortisol wrinario
extraido'para designar a fragde de cortisol excretada na wrina na forma ndo
conjugada, enquants que o termo “cortisol urindric ndo extraide” refere-se aos
produtes do metabolisme de cortisel que podem ou ndo se apresentar na forma
conjugada juntamente com ¢ cortisnl ndo conjugade.

A dosagem do cortiscl uringrio livre { ndo conjugads ) foi preposta como
teste para avaliagao da fungdo supra-renal por COPE e HURLOCK {10),em 1954,
Existern varias razdes tedricas que definem a dosagem do cortiscl urindrio livre
como um método Uil no diagnésiico do hipaercortisolismo(8). De fato esta medida
s& correlaciona bem com a guantidade de cortisol plasmaético livre. Posteriormente
sua utilidade clinica foi reconhecida por COPE e BLACK (1860)(11), que
smpsegaram um ensaie derivade com duplo isdtope (DIDA}, método de grande
dificuldade técnica porém largamente aceito coma preciso. A partiy desta época,

muitos metedos de variada complexidade foram aplicados na tentativa de
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viabilizar a medida do cortisol urinaric Hvret:!,15-,13_.?4,33.42,44.45,4?]. Todos
concluem que a dosagem & um teste atil para o dia\dn\w:':-sticu da sindrome de
Cushing, no entanto & impossivel avaliar qual dos métodos reflete a verdadeira
excrecis do cortisol{8). Com ¢ surgimento dos ensaics de ligagdo competitiva
com proteinas nativas (RTA) a determinago urinaria dos cortictides tormou-se
mais pratica, eliminanda a complexidade dos sisternas anteriores{4.38). A
quantificagso e dentificacdo dos metabOlitos urindrios do cortisol pode ser
realizada por métcdos <¢romatogréficos geralmente dispendiosos e lentos e
atualmente através da cromatografia de alta pressdo (HPLC) (23,50) ou da
cromatografia gasosa/espectrometria de massa (GCMS) (31,46,56,58), qus
requerem squipamentos especiais nem sempre disponiveis no laboratério clinice.
RUDER e miabﬂradurgs {1972) {48) consideraram necessaria a cromatografia
prévia da urina de forma & aobler valores t3o baixos quantc aqueles obtidos
usando CBG sem cromatagrafia (RTA). No entanto, n&o investigararmn a natureza
dos interferentes e conclufram que seus valores elevados eram caussdos por
substéncias ndo esterdides. CHATORRAJ e colaboradores (1976) (8) utilizando
radicimunoensaio e RTA obtiveram valores considerave/mente baixos parg o
cortisol urindrio livre apfs cromatografia em diversos sistemas. Este estudo
sugere que os valores geralmente aceitos de media e intervalo normal possuem
um e grosseiro, fato confirmado por MURPHY e col (1581) (39). No entante, os
meétedos que definiram e preconizam a dosagem do cortisol uringrio livre foram
descritos quando a especificidade dos antissorcs disponivels era menor e por
isso exigiam prepara¢do da amostra para diminuir ou eliminar a reagio cruzada
com substancias relacionadas.

Com o desenvelvimento do radivimuncensaiol6) utilizando antissoros
espacificos e antigenos radioicdados, a dosagem do t:urtisnl- livre na urina teve

grande aplicagdo clinica. Entretanto, a maioria dos métodos de dosagem de



cortiso! urinario livre por radioimunocegnsaio anvolve a extragdo com um sclvente
orgénico para eliminar compostos interferentas(2,9,21,48 53). A dosagem direta,
isto 6, sem extragao ou purificagao prévia do cortisol urinaric utilizando antissoros
altamente especiicos, nao & um meétodo rotineiramenie empregado no
diagnostico da sindrome de Cushing. Contudc, em estudos preliminares(?é&},
observamos uma correlagao positiva entre ¢s valores de cortisol urinario extraido
ou livre e ndo extraido, sugerindo que este método possa ser Gtil no diagndstico
da sindrome de Cushing, considerando a facilidade de execugao € 0 menor custo.
Desta forma propomes determinar, através de um radicimunoensaio
comerciaimente disponivel em nossa meio, os valores de cortisol urinario extraido
oJ livre € ndo extraido em um grupo de individuos normais, obesos e em

pacientes com sindrome de Cushing.



Objetivos

. Determinar os niveis de cortisol urindrio extraido (livre} e néo extraido em

individuos normais.

. Determinar e analisar os valores de FNE e FE em individuos obesos &

pacientes com sindrome de Cushing.

Comparar o procedimento técnico dos dois métodos.

. Analisar a especificidade e sensibilidade diagnéstica dos métodos.
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2. Materiais e Métodos

2.1.Casuistica

Avalilamos amostras urindrias basais de 24 horas de firés grupos
classificados da seguinte forma (Tabela 1)

GRUPO 1 - constituide por 43 individuos nomais, 32 muiheres e 11
homens, com idade de 35,2 £ 10,9 anos, com peso de 85,73 + 11,1 kg ,altura de
1,64 £ 0,09 m, e indice do massa corporal {IMC) do 24,56 + 3,34 kg/m2.

GRUPQ 2 - constituida por 53 individuos obescs, 47 mulheres e 6
homens,com idade de 38,6 £ 12,6 anog, peso de 91,77 £ 14,45 kg, altura de 1,57
+0,08 m & 'MC de 365,96 £ 4,75 kg/m<.

GRUPQ 3 - constituido por 53 pacientes com sindrome de Cushing, 44
mulheres e 9 homens, com idade de 32,4 £ 10,4 anos, pesc de 70,38 X 12,78 kg,
altura de 1,57 + 0,09 m, e IMC 28,52 + 4,23 kg/imZ, com diagnostico confirmado
por exame anatomo-patelégico, onde 35 tinham come etiologia Doenga de
Cushing, 11 tumar primério de supra-renal e 6 tumares com secregdo ectdpica de
ACTH ( 3 carcinbide de timo, 1 feocromocitoma ,1 carcindide de bronguios e 4
carcinoma de pancreas), estudados no Hospital das Clinicas, na Disciplina de
Endocrinologia da Faculdade de Medicina da USP. Deste grupo foram coletadas
2 amostras basais de 28 pacienigs, as quais foram avaliadas na analise
estatistica segundo a media dos valores obtidos.

Os pacientes foram orientados a desprezar a primeira diurese e cclher toda
a restante por 24 N, inclusive a primeira da manha seguinte, mantendo a urina em
geladeira, sem conservantes.

No laboratério, a urina foi hoemogeneizada @ medida em proveta. A

estocagem foi feita em aliquotas de 10 ml em tubos de vidro contendo 1 g de
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acido bérico @ mantidas a - 20 9 até o momento das dosagens. Uma aliquota

de cada urina foi enviada para a determinagao da creatindria.

2.2 Materiais

2.2.1.Materiais permanantes

-Banhc-maria, 37 £ 2 °C, modelo 164, marca Fabbe, Brasil

-Banhc de gefo

-Tubos de vidro, 15 x 120 mm

-Rolhas de borrachan®_ 4

-Agitador de tubos, marca Etica, Brasil

-Pipetas automaticas para volumes fixos de 10 ul & 1000 ul, marca
Peicelm, Celm, Brasil

-Pipetas automaticas para volumes fixes de 100 ul @ 200 ul, marca
MLA, USA

-Repipetador semi-automatico com ponteiras para cs volumes de 10

ul e 1000 ul, marca Eppendorf, West Germany

-Ponteiras plasticas para pipetas automaticas

-Contadar v, LKB - Wallac Minigamma 1275, marca Wallac - Oy,
Turky, Finland

2.2.2 Reagentes
-Diclerometano p.a., marca Merck
-ﬁ.gua destilada para diluicdo das amostras, quando necessario
-Kit de radioimunoensaio para determinagdo de cortisol, marca
GammaCoat 1251-cortisol, procedente de Clinical Assays, Incstar,

Cambridga, MA, USA

COMISSEC 12CCR'L CE ENERGHE BUCLEAR/SP - IPEN
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2.3 Métodos

A creatinina wrinaria foi dosada no Laboratdric de Bioguimica do
Laboratéric Central do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da LISP
por um método automatizado (VP-Abbott) de acorde com JAFFE modificado, que
utiliza o Acido picrico como reativo,

O kit de radicimunoensaic utilizado neste trabalho emprega o tragador
marcade com 125] e o métedo da fase sélida para separagfic da fragdo ligada,
dispensando a centrifugagdo. O antissore foi produzido em coelhe contra o
antigeno Prednisolona-3-carboximetil-cxima acoplado & BSA e reveste os tubos
plasticos { 12 x 75 mm ) numa congentracio da ordem de % ugfubo. A constante
de afinidade calculada para este antissoro & de aproximadamente 2 x 108 Limal.

A especificidade do antissoro , formecida pelo fabricante, se encontra na Tabela 2.

2.3.1.Desagem do cartisol urinaric extraido (FE)

A dosagem do cortisol unnario extraido envolve duas etapas. A
primeira etapa consiste na extragic dc cortisol da fase aquosa para a fase
organica por agilagdo com diclorometanc. Neste processo é necessario controfar
a eficiincia da extragdo para que se possa comigir o valor obtido na dosagem.
Ista & feito por meic da adicdo de uma quantidade conhecida de cortisol & urina
antes da mesma ser submetida a extracdc. A segunda etapa consiste no
radicimunoensaio propriamente dito do extrato da amostra. Qs valores de cortiscl
oblidos que ultrapassaram o ponto maximo da curva padrdo (60 ugidiy foram
repetidos em outro ensajo apds dilviglo previa da urina { 110 ) com agua

dastilada antes da extracio.
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Tabela 2 - Especificidade do antissora, exprassd como O razdo
da concentragdo de cortisol pela concentra¢Go da substancia
necessarna parq o deslocarmeanto de 50% do marcado,

Composto Reacdo Cruzada (%)

Cortisol 100
Prednisoiona 77
&-Meliiprednisolona

1 1-Decxicortisol

1 7-Hidroxiprogesterona
Corticosterona
Dexametasonda
Prednisona
Deoxicoricosterona
Tetraidrocortisona(THE)
Aldosterond

B-Cortol

B-Cortolona

Cortlsona
Dildrocortisona
Progesterona
Espironolactona
Tetraidrocortisol(THE)
6-B-Hidrocortisona

Ind
S

A

S0000000000000~0

AAAAAAAANA
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2.3.1.1-Extracio das amastras
-Preparar um banho de gelo de tamanho suficiente para acomodar a estante com
tubos de vidro para extragio e um becker contendo diclorometane em volume
adequado para o numero de amostras a serem extraidas.
-Para a determinacac da eficiéncia da extragao identificar dois tubos de vidro 15 x
120 mm por amostra mais a letra A, para a amosira e a letfra E para o tubo da
aficiéncia.
-Adicionar 200 u] de amosira de urina , previamente homogeneizada, a cada tubo
AeE.
-Aos tubos E sGmente, adicionar 10 ul de padrdo de cortisol 60 ug/d!.
-Misturar rapidamente com o auxilic de um agitador de tubos.
-Acrescentar 1000 ui de diclorometano gelado a cada tuba A e E e extrair por 1
min. , com agitacdo, para transferir o cortisol para a camada organica .Para
facilitar a pipetagem do diclorometano, lavar as ponteiras 3 ou 4 vezes com ©
solvente geladc antes de transferi-lo para os tubos.
-Fechar os tubos com folha de borracha e manter em banho de gelo a fim de
evitar a evaporacao excessiva do diclorometano.
-Marcar os tubos do radicimunoensaio, fornecidos no kit de dosagem, em
cupiicata, para cada twbo A e E, enquanto se aguarda a completa separagdc das
fases.
-Apés a separacac das fases remover , ¢om cuidado, 100 ul da camada organica
{inferior) de cada tubg e transferir para 0s respectivos tubos de radioimunoensaio,

-Evapcrar o dicloremetano, em capela.

COMIZZEAC 12LICK'L LE CNERGIL NUCLEAR/SP - IPEN



15

-Apds a evaporagic do dictorometano adicionar aos tubos 10 ul de padrac de
cortisol O ug/dl, a fim de assegurar que as amostras contennam o mesmo volume
de incubacao da curva padrao.

-Proceder ao radioimunoensaio propriamente dito.

2.3.1.2 Radivimunoensaic de cortisol
-Numerar tubos de radiomunoensaio em duplicata para a curva padrao {0-1-3
- 10 - 25 - 60 ug/dl ) , amostras , controles { alto e baixo ) e tubos sem antissorg
para determinar a ligacio inespecifica (NSB).
-Pipetar 10 ul dos padrbes, controles e padrdo G ug/dl aos respectivos tubos.
-Aos tubos das amostras, padrBes, controles & NSB, adicionar 1000 ul de 125]-
cortisol, misturar e incubar por 45 min. & 37 + 2 PC | em banho-maria.
-Decantar os tubos e deixar em posigao invertida por aproximadamente 30 min.
sobre papel abscrvente.

-Proceder & radiometria em contador ¥, com janela ajustada para 125), par 1 min.

2.3.2.Dosagem do cortiso! urindrio ndo extraido {FNE)

Dosamos o corlisol urindrio ndo extraido diretamente em 10 ul de urina
apos homogeneizacac. O procedimento ndo requer nenhuma preparagdo prévia
da amostra & e essencialmente o mesmo descritc em 2.3.1.2., com excegdo da
adi¢do de 10 ul de padrdo 0 ug/dl aos tubos das amostras gua na dosagem direta
ndo & necessdria. Os valores obtidos que ultrapassaram o ponto maximo da curva
padrac também foram préviamente diluidos (1/10) com &gua destilada e

repetidos em outro ensaio.
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2.4 Calculos
2.4.1.Calculo do Radioimunhoensaic

Apds a determinacdo da radioatividade das fragbes ligadas { em
¢cpm) em contador vy, foram calculadas as razdes entre as contagens espeacificas
de cada padrio, controles @ amastras e as contagens especificas obtidas para o
padréo 0 ug/dl (B,), descontando-se a ligagio ingspecifica (NSB). O contador
utilizade possue um programa de computacio gue execuia as operagdes de
calcula{45), fomecendc os valores da curva padrao transferidos para um grafice
tendo na ordenada a relagio B/B, expressa em % e na abcissa as concentragdes
dos padrdas. Posteriormente, ele fomete as concentracdes @ os coeficientes de
variagao calculade entre as duplicatas para cada amostra. As duplicatas que
apresentaram um coeficiente de variagdc maior gue 10 % foram desprezadas e

repetidas em outro ensaio.

2.4.2.Calculo do cortisol urindrio ndo extraido (FNE)

O valor de cortiso! urinario & convertido de ug/dl { fornecide com base na
curva padrdo) para ug/24h ( corrigido pelo volume total de 24 horas), atraves da
seguinte formuia:

FNE= AxV
100
ande:
A = concentragdo de cortisol em ug/dl , obtida na curva padréo ;
V = volume total de urinanas 24 h;

100 = fator de conversdo.

COMIST G LACCN. L LI EKERGHE KUCLEAR/SP - IFEi



17

2.4.3.Célculo do cortisol urindrio extraido (FE)
Para converter a cortisol urinario extraido das amostras de ugfd| ( cbtido na

curva padréo } para ugf24 h { comigido pelo volume total de urina de 24 n ),

utilizamos a seguinte equacao:
FE=_A x V
33, 3(E-A)

onde
A = concentragdao de cortisol urinario em ug/dl | obtida na curva padrio;
V = volume total de urina nas 24 h;
E = ¢concentragdo da eficiéncia de extragdo da amostra correspondente em ug/dl;
33,2 = fator de corregio da difuigdo da amostra.
Para ¢ calculo da eficiéncia do procedimento da extragdo da urina utilizou-se a
* seguinte férmula :
E=_E -A x100
5,0
onda:
A = concentragdo de cortisol em ugddl,
E = cancentragdo da eficiéncia da extracdo para a amostra correspondante em
ug/di;
8,0 = diferenga esperada entre as concentrages dos tubos A e E em ug/dl;

100 = fator de conversao

2.5.Comparag&o do procedimento técnico
Avaliamos a facilidade e o tempo utilizado na execugso dos dois ensaios,
Calculamos © rendimenia comae numero de amostras gue podem ser dosadas em

um Kit de 100 deterrminagdes e o custo por amostra (em dtar).




18

2.6.5ensibilidade , reprodutibilidade e precisdo dos métodos

A confiabilidade de wum ensai0 depende de sua sensibilidade,
especificidade, exatiddo e precisao(1).

A sensibilidade da curva padrio é definida como a menor dose detectavel
(D.M.D.) estatisticamente diferente do padrao zero de concentragdo a 95 % de
limite de confianga, e foi avaliada pela dosagem de 6 padrées zero em duplicata
am cada ensaio.

A reprodutibilidade dos ensaios (ou exatiddo) foi avaliada pela dosagem de
4 amostras em duplicata em ensaios diferentes, observandoc o coeficiente de
variagcdo apresentado pelas mesmas. Separamos 2 amostras ¢do grupo controle
{Grupo 1) e 2 amastras do grupc de pacientes com sindrome de Cushing {Grupo
3} com © objetivo de observar a reprodugdo interensaios de valores médios e
altes, submetidos ao processo normal de extracdo e radioimunoensaic (FE e
FNE), respectivamente.

A precisdo dos ensaios fol avaliada pelo coeficiente de variagac intra e
intereansaio apresentado pela desagem de controles (sorg) alto e baixe em
duplicata. Dosamos 3 amastras de controle de cada nivel em guplicata em cada

ensaia.

2.7 Avaliagdo da sensibilidade e especificidade diagnostica dos métodos

Sensibilidade diagndstica de uma metodologia e definida come a
habilidade do método na detecgdo de uma patologia. E calculada através da
relagdo entre 0s valores positivos no ensaio (valores acima dos valores normais
do métode} e positivos verdadeiros (valores de pacientes com diagnéstico

confirmado de sindrome da Cushing)(17,49).
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Especificidade diagndstica de uma metodologia & definida como a
habilidade que o método possui em diferenciar de outras patologias. E calculado
através da relagdo entre valores negativos no ensaio (valoras nos niveis nomais)

e negativos verdadeiros(17 49}

2.8.Andlise Estatistica

Na interpretagdo dos resultados entre os trés grupos estudados utilizamos
a andlise de varidncia per ser o metodo mais indicado na comparagio de mais de
duas médias. Quando a diferenga entre as médias dos tratamentos foi declarada
significativa pelo F-leste utilizamos ¢ teste de Bonferroni para determinar quais
tratamentos diferiam entre si. Em todos os testaes fei considerado um o = & %.

A relagdc entre a5 dosagens de FNE e FE nos trés grupos foi estudada
através da medida do coeficiente de correlagdo, designado por r. Simbdlicamente
as relagfes foram expressas por uma equagio de regresséo e graficamente por

uma curva de regressao.
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3. Resultados

2.1.Dados Clinicas

A Tabela 1 apresenia os dados referentes aos individucs pertencentes aos
trés grupos estudados segunde & idade crondlégica, sexo, peso, altura g indice
de massa corporal (IMC), considerando média + 1 DP.

3.2.Comparagio do precedimenta técnico e critérios de confiabilidade do ensaio

Realizamos um total de 32 ensaios (FNE e FE} nocs quais obtivemos os

seguintes resultados:
Avaliamos ©s métodos em relagdo ao tempo e facilidade de

execucdo, rendimento por kit de 100 determinagles, 8 custo estimado. (Tabela 3)

Cbservamos que quanto ao procedimento técnico a metodeologia nac
extraida apresentcu melhores resultados em termos de facilidade de execugdo,
por ndo haver necessidade de nenhuma preparagho previa da amostra a ser
ensaiada o por ter consumido menos tempo para sua realizagdo. Além dissc
mostrou ser o metodo de menor custo, pais ndc necessita de material extra
diclorometano, padrées 0 ug/dl adicionais ), e utilizando duplicatas das amostras
teve o maior rendimento por kit de 100 determinagbes ( 42 % do kit € utilizado
para amaostras ).

A sensibilidade dos ensaios {D.M.D.) variou de 0,1 a 0,47 ug/dl.

A precisdo dos ensaios resultou num coeficiente de variagic intraensaio
para valores alto € baixo de 8,29 + 3,38 % e 8,19+ 4,72 %, respectivamente, para

o FNE e num coeficiente de variagéo intraensaio para valores alio e baixo de
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FNE FE

Tempo de
Execucdo (h)

Ne de tubos
necessarios/amostra

Material extra
Rendimento po kit
(100 determinacdes)

Custo estimado
por amaostra

3 5
2 4
- Diclorometano
Padrdao 0 ug/dl
42% 20%
Uss 1,50 USS 3,00

Tabela 3 - Comparacdo do procedimento
técnico e custo para 100 determinagdes



22

9,72 11,94% e 9,54 + 44 %, respectivamente, para o FE. A precisdo interansaio
foi de 15,98 % para o.controle alto e de 17,25 % para o controle baixo no FNE &
de 16,15 % para c contrele alto e 18,59 % para o controle baixo ne FE .

A reprodutibilidade das amostras foi avaliada pela dosagem de 4 amostras
em diferentes ensaios, nas quais obtivemns um coeficiente de variagdo de 7.6 %
paraoc FNE ade 190 % parao FE.

A eficidncia do procedimento de extragdo foi de 95,4 + 21%.

3.3 Valores de cortiso!l urinario extraido e nio extraido em individucs normais,

obasos e pacientes com sindreme de Cushing (Tabela 4 & Grafico 1)

Os valores de creatinina urinaria nac foram utilizades para expressar os
resultados em g creatinina/24 h pois esta nac se mastrou como um bem indice de
confrabilidade da coleta. Obtivemos um indice de 46 % dos valoras de cretindria
do grupo narmal fora dos limites normais (0,76 a 2,35 ghvolume urinario). Outros
autores referem o mesmeo resultado (7,15,26,41). Portanto os valores de FNE &
FE foram expressos em ug de cortisol /24 h

Analisamos os resultatios de FNE e FE do grupo normal através de um
teste-t em relacdo aos sexos, e apds verificarmos que os valores de ambas as
dosagens no sexc masculino e femininc ndo diferiam entre si [ p> 005 }
agrupamos 0s resultados(2).

Apresentamos os valores de cortisol urinario ndo extraido (FNE), extraido
(FE) e da relagéo FE/FNE % nos trés grupos estudados, expresses em madia + 1
desvio padrdo e pelo intervale de valores absolutos.

Estabslecemos como valor normal das duas dosagens a média + 3 desvios
padrac do grupo controle, de forma a cobter 99% do limiteé de confianga e assim

abranger todos 05 resultados do grupo normal.
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Os valores da média de FNE sfc aproximadamente o dobro dos valores
médios de FE em todos os grupos.

N&o observamos diferenca estatisticamente significante entre o grupc de
normais e obesos nos valores de FNE e ncs valores de FE{(p = 0,05 ).

 grupo de pacientes com sindrome de Cushing apresenta valores
distintamante elevados em ambos os métodos. Encontramos apénas um caso
onde o FE obtido (99,2 ugi24h) estava dentro da faixa normal estabelecida { ate
106,83 ug/24h), porem ¢com um FNE elevado (366,50 ug/24h). Ha uma diferenga
estatisticarmnente significanie entre o8 grupos de normais e obesos com relacac ac
grupo de pacientes com sindrome de Cushing nos valares de FNE e de
FE (p<0058).

Verificamos uma correlaggo positiva a significante entre os valores de FNE

e FE em todos os grupos (Figuras 3-4-5 ).

3.4 Relacio FE/FNE % nos grupes de individuos normais, obesos e pacientes

com sindrome de Cushing (Tabela 4)

Verificamos que & relag@o FE/FNE % ndc foi estatisticamente diferente em
nenhum grupe, € que houve uma sobreposicio acentuada dos valores entre os

grupos (Grafico 1).
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3.5 Avaliagdo da sensibilidade e especificidade diagnostica dos métodos

Apresentamos na Tabela 5 os dades obtidos na avaliagdo da
sensibilidade e especificidade dos métodos extraido e ndg extraide quanto ao
diagnostico.

Os dois métodos possuem uma excelente capacidade em detectar a
sindrome de Cushing. Houve apenas um caso desta patologia que apresentou
valor de FE dentro do intervaic normai, diminuinde um pouco a sensibilidade
deste metodo. Quanrto a especificidade diagnostica, obtivemos o mesma resultado
para ambos o5 métodos, garantindo uma acentuada discriminagéo entre os niveis

patoldgico e normal.

Comierle Lacone: L EKERGI2 NUCLZAR, SP - IPEN
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ESPECIFICIDADE SENSIBILIDADE

FNE 100% 100%
FE 100% 98.1%

Tabela 5 - Sensibilidade e especificidade
diagnoéstica dos métodos FNE e FE.
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4 Discussao

As manifestagbes clinicas da sindrome de Cushing estdo relacionadas ao
grau e & duragdo da secrecdo excessiva de cortisol. Porém, 0s sintomas e sinais
caracteristicos podem estar ausentes ou somente aparecer num estadio tardio da
dosnga, sendo a investigagdo iaboratorial essencial para sua detecgdo nos
estadios iniciais{14).

A excregdc urindria de cortisc! reflete a secregdo enddgena deste hormdnio
& tem sido utilizada ha varios anas no diagndstico do hipercortisolismo.

A grande matoria dos trabalhps relativos ao  diagnéstico  do
hipercortisolismo se refere & fragdo urinaria livre do cortisel come o melhor Indice
da secrecdo do corlisol, considerando que a fragdo livre & a fragho ativa do
hormdnio e que substancias potencialimente interferentes paderiam ser retiradas
apls extra¢géo com solvente organico(8,20,2122). Com o desenvolvimentc de
anticorpes mais especificos alguns laboratérios comerciais oferecem um ensaic
de cortisol uringrio livre sem extracéo. HUANG e ZWEIG (1989) compararam esta
dosagem sem extracéo com um método extraide e, mesmo com a simplificagao do
métode, concluiram que a dosagem direta do corliscl urindrio livre & passivel de
erro devido a interferentes pois ndc obtiveram correlago positiva entre os
métodos(23). Qutros trabalhos referem a presenga de interferentes na dosagem
do cortisol urindric livre sem extragdo porém nenhum deles identifica com
precisd0 estas substancias interferantes sugerindo que elas sejam de origem
adrenal, que possuem polaridade superior ou igual ou gue eluem em regides
imediataments anteriores ou posteriores ao cortisol sendo  portanto
astruturalmenta semelhantes a ele(48,50) MURPHY e colaboradores (1981) (39),
em estudo anterior sobre a quantificacdo do cortisol urinario livre em 7 métodos

diferentes, mostraram que havia falta de especificidade, pois todos eles
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superastimaram a concentragdo de cortisol quando comparado com um ansaio
que fazia uso de cromatografia. SCHONESHOFER e colaboradores {1980)(50),
utilizandec antissore produzide contra um antigeno conjugado a BSA no carbono-
21, observou gue uma dnica extracdo com salvente organico nao foi suficiente
para eliminar toda a interferéncia de substancias que possuem polaridade e
propriedades cromatograficas semelhanies as do cortisol. GOUGH e ELLIS
(1981}(21), no entante verificaram que uma Unica extra¢io da amesira antes do
radicimunoensaio resultava em niveis de cortisol mais baixos que os valores
obtlidos sem extragao.

A determinacio do ocortisol urindric ndoc extraido oferece grandes
vantagens tecnicas em relagdo 4 determinagao do cortisol extraido {fragio livre).
menor custo, menor tempo de execucdo, ndc ser necessario adquirir materiais
além dos formecidos pele kit, maior precisdc, uma vez que a dosagem é realizada
diratamente na urina sem extragdo prévia que pode consistir em fator de emro, e
melhor reprodutibilidade. Entretanto, poucos trabalhos clinicos publicados fazem
uso da dosagem do corisol urindario ndc extraide. Em extensa revisao da
literatura, que abrangeu aproximadamente 30 ancs, encontramos apenas um
trabalho que utiliza esta dosagem simultdnea ao cortisal urindrio extraido na
avaliagido da sindrome de Cushing. PINSKER (1868) (41) utilizou um método
menos especifico para as duas dosagens e obteve um indice maior de falso-
negativo para o FE gua foi diminuido com a dosagem concomitante do FNE.

Neste trabalho determinamos os niveis normais de cortisal urinério ndo
extraido e extraido num grupo de 43 individuos normais e observamos correlagéo
positiva significante entre os niveis de FE e FNE sugerindo uma interrelagio
direta entre 08 métodos{Grafico 1).

Foi possivel diagnosticar sindrome de Cushing em todos os casos {

sensibilidace de 100 e 98,1% para o FNE e o FE, respectivamente) em ambos os
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meétodos. Da mesma maneira que no grupo controle, as duas dosagens
correlacionaram-se diretamente, ¢ que sugere uma interrelago entre as duas
formas de desagem do horménio, também em condigdes patoiogicas(Grafico 1).

No grupo de obesos, cujo quadro clinico pode se assemethar ao quadro de
hipercartisclismo, foi possivel afastar a suspeita clinica também através dos dois
metedos. Nosso objetive em estudar individuos obeses se deve ao fato de que
este grupo & potencialmente confundido com portadores de sindrome de
Cushing{18). A ¢besidade produz mudangas fisiclégicas, paricularmente no
sistema endocrino e quande associada a diabetes gu hipertensdo exibe muitos
sintomas e sinais clinicos semelhantes acs da sindrome de Cushing(30). Para
MIGEON {34) e MLYNARYK(35) o peso estana relacionado a elevacgio da taxa de
producao de cortisol. Os niveis de 1YOHCS e cutros metabdiitos, utilizados na
investigagao da funcio adrenal, estao elevados em individuos obesos {30). Dessa
maneira, & imporntante que um método que se propde a diferenciar pacientes com
sindrome de Cushing de outras situagdes, tenha especificidade suficiente. Nossos
resultados verificaram que todos os individuos obesos apresentaram niveis de
cortisol extraido & ndo extraido dentro dos valores normais{Grafico 1). Esses
resultados estdo de acordo com MURPHY {(1968}(37), STREETEN (1963}(54), e
JUSELILS(1974)(26) que estudando a excregdo de cortiso) urindric livre em
obesos ndo obtiveram diferenga significativa com relagdc aos narmais. Assim,
ambos os metodos foram eficientas na discriminagdo entre obesidade e sindrome
de Cushing.

Obtivemos valores de FNE aproximadamente 2 vezes maiores que oS
valores de FE em todos os grupos estudados. Estes valores mais altos de FNE
provavelmente se devem a dosagem de metabdlitos do cortisal como 20-c-
didrocortiscl, 20-3-diidrocortisol e, em alguma extenséo, 6-f-hidroxicortiso! nas

amosiras (38,39). Estes metaboliios do cortisol sdo exraldos com menor

COMISZAC KECER!L CE ENERGLL NUCLEAR/SP . {PEN




eficiéncia pselo diciorometano, mas apresentam interferéncia, ainda que menaor, na
determinacio do cortisol ndc extraidc. SCHONESHOFER e colaboradores
{1983}(51) encontraram uma predominancia destes compostos na urina de um
paciente portador de sindrome de Cushing com hipercortisolemia e que
gpresentava niveis normais de FE. Nesta condigio, muito especial a dasagem do
FNE identificarra niveis elevados de cortisol unnéric @ o FE seria normal. Em
nessa casuistica com sindrome de Cushing observamos este padi&o em apenas
um caso.

Os trabalhos que se referem & dosagem sem purificacdo prévia sao
antericres ao surgimento de antisscros mais especificos, considerandc os
astudos de especificidade do antissoro que apresentaram niveis de reagfo
cruzada supenores aos do antissoro wtilizado neste trabalho {4,37,39,48,50).

Além disso, muitos autcres referem que a reprodutibilidade dos ensaios
diretos (sem extragdo ou purificagie por cromatografia) & bastante pobre {2,48),
fato este ndo confimmado por este trabalho onde obtivemos indices satisfatorios
de reprodutibilidade (7,6% de variagda para a FNE).

Na verdade, nos Ultimos 10 anos houve poucos avangos na precisdo dos
testes ou simplificagio da metodelogia para determinagiio do cortisal urindrio(28).

A concentragdo de corlisal livre plasmética esta elevada em
pacientes com sindrome de Cushing {12,22). A porcentagem da rela¢io FE/FNE
ndc se mostrou diferenta estatisticamente entre 05 trés grupos estudados. Desta
forma concluimos que esta relagic ndo & util para o diagnostico da sindrome de
Cushing, uma vez que a varia¢do que ela pode apresentar 6 encontrada nos trés
grupos estudados com frequéncia semelhante.

Um fator que (imita a confianga na dosagem do corisol urinario $30 0%

poucos dados disponiveis na literalura avaliando a excregdo em individuos
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normais(40), principalmente no que s$e¢ refere a comparagdc entre métodos
axtraidos e ndo extraidos.

Questionamos o porque da literatura se referir apenas & fragdo exiraida de
cortiso! urindrico coma melhor indice de secreg¢dc do cortisol na auséncia de
trabalhgs comparativos @ propomos com este trabalbo que ¢ diagndstico de

hipercartisclismo seja inicialmente realizado com a desagem urinaria do FNE.



& Conclusio

. Determinamos os niveis normais de FNE € FE que podem servir como

raferéncia dos métodos.

. Os individuos obesos possuem valores de FNE e FE dentro do intervalo

normal.

. Os pacientes com sindrome de Cushing possuem valores distintamante

elevados em ambos os métodos.

. O FNE comparado ao FE & um método de facil execugdo e de grande

aplicabilidade na rotina do laboratdrio clinico.

. O FNE & um métode confidvel, sensivel e especifico para a determinagio do

diagndstico da sindrome de Cushing.



37

Referéncias Bibliograficas

1.

ABRAHAM,G. Radioimmunpassay of stercids in biological materials.
Acta Endocr.{Copenh.), 75{Suppl.183): 142, 1974

APTER, D.; JANNE, O.; VIHKO, R. Lipidex chromatography in the
radioimmunoassay of serum and urinary cortisol. Cfin. Chim. Acta.,
63 139-48, 1975.

AYRES P.J.; GARROD,Q.; SIMPSON,5.A; TAIT,J.F. A method for the
determination of aldosterone, cortisol and corticosterone in
biological extracts, particularly applied to human urine. Biochem. J.,
£5 639-46, 1957,

BEARDWELL, C.G.; BURKE, CW.; COPE, C L. Urinary free ¢ortisol
measured by competitive protein binding. J. Endocr., 42:75-89,
1968,

BEISEL, W.R,; DiRAIMONDC, V.C.; FORSHAM, P.H. Cortiscl transport
and disappearance. Ann. Infern. Med., 60:641-52, 1964,

BERSON, 8.A & YALOW, R.S. General principles of
radicimmuncassay. Clin. Chim. Acta., 22:51-69, 1968,

BERTRAND, P.V; RUDD, B.T,;, WELLER, P.H,; DAY, A.J. Free cortisol
and craatinina in urne of healthy children. Clin.Chem., 33(11) :
2047-51, 1987.

BURKE, C.W. & BEARDWELL, C.G. Cushing's syndrome. An
evaluation of the clinical usefulness of urinary free cortisol and
other measurements in diagnesis. Q. J. Med., 165175-204, 1973,



1Q.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

38

CHATORRAJ, 8.C.; TURNER, A K.; PINKUS, J.L.; CHARLES, D.. The
significance of urinary free cortisol and progestercne in nermal and
anencephalic pregnancy. Am. J. Obsfel. Gynecol., 124.848-54,
1978,

COPE, C.L. & HURLOCK, B. Some aspects of adrenal cortical
metabolism. Clin.Sci, 13 :65-83, 1854

COPE, C.L. & BLACK, E. The reliability of some adrenal function test.
Br. Med. J.,2:193-7, 1859.

CRAPO, L.: Cushing's syndrome: a review of diagnostic tests.
Metabolism, 28: 955-77, 1979.

DUNN, J.F.; NISULA, B.C.; RODBARD, D. Transport of steroid
hormeones: binding of 21-andogencus steroids to both testosterone
-binding globulin and corticosteroid-binding globulin in human

plasma. J. Cfin. Endocrinol. Mafab., 53(1).58-75, 1981,

EODY, R.L,; LLOYD JONES, A.; GILLILAND, P.F.; IBARRA, J.D.;
THOMPSON, J.Q.; McMURRY, J.F. Cushing's syndrome: a
prospective study of diagnostic methods. Am.J Med., 55: 621-30,
1973,

EDWARDS, O.M. & BAYLISS, RLS. Urinary creatinine excretion as an
index of the completenass of 24-hour urine collections. Lancet, ]!
1165-6, 1969,

ESPINER, E.A. Urinary cortisol excretion in stress situations and in

patients with Cushing's syndrome. J Endocr., 35 20-44, 1966,

EDMLE:LE NACICK'. rC CRERG!L HUCL[LHISF . IPEN



Y

17.

18.

19.

20.

21.

23.

24,

39

FLACK, M.R_; OLDFIELD, EH.; CUTLER, G.B.; ZWEIG, M.H.; MALLEY
J.D.; CHROUSOS, G.P.; LORIAUX, D.L.; NIEMAN, L K. Urine free
cortisol in the high-dose dexamethasone suppression test for the
differential diagnosis of the Cushing syndrome. Ann. lntern. Med.,
T16{3): 211-7, 1992,

GALVAQ-TELES, A; GRAVES, L., BURKE, C.W.; FOTHERBY, K_;
FRASER,R. Free cortisol in cbesity, effect of fasting. Acta Endocr.,
81 321-9, 1976.

GERDES, H. & TELLER, W. Neue methodische moglichkeiten zur
kiinischen funkticndiagnastik der nebennierenrinde erfahrungen mit
einer gaschromatographischen methode zur quantitativen
bestimmung freier C21-17-hydroxycorticostercna jn plasma und
harn.Acta Endoerinol. (Kbh ), 59:203-17,1968.

GRUA, JR. & NELSCN,D H. ACTH-producing pituitary tumors, In;
NELSON, D.H., ed. New aspeacts of adrenal corlical disease.
Endocrinology and metabolism clinics of North America, 1991, v.
20(2), p. 319-57.

GOUGH, R.M. & ELLIS, G. The radicimmunoassay of certisol in urine.
Clhin.Biochem., 14 .74-81, 1981,

HANKIN, M.E.; THEILE, H.M.; STEINBECK, AW. An evaluation of
laboratary tests for the detection and differential diagnriosis of
Cushing's syndrome. Clin.Endocrinol. (Oxf), 6. 185-86, 1977.

HUANG, C.M. & ZWEIG, M. Evaluation of a radioimmunoassay of
urinary cortisol without extraction. Chin. Chem., 35{1):125-6, 1989

HUBL, W. & BUCHNER, M. Simultaneous flucrometric determination of
free cortisol and corticosterong in urine after thin-layer
chromatography. Clin. Chim. Acta., 21:461-7, 1968



e ——t e —— — ——— - —

B I, e

e iy

25. JAMES, VH.T. & FEW, J.D. Adrenccorticosteroids: chemistry,
synthesis and disturbances in disease. Clin. Endocr. Metab.,
14(4).867-81,1985.

26. JUSELWUS, R.E. & BARNHART, F. Competitive-protein-tinding

radioassay of urinary certisol. Ciin.Chem., 20{11); 1470-4, 1974.

27. KATZ FH,; LIPMAN, M.M_; FRANTZ A.G,; JAILER,JW. The
physiologic significance of 6-B-hydroxycertisol | human corticoid
metabolism. J Clin. Endocringl. Metab., 22: 71-7, 1962.

28 KAYE, T.B. & CRAPQ, L. The Cushing syndrome: an update on
diagnostic tests Ann.intern.Med., 112 434-44, 1990,

29 KOHEK, M.B.F.; MENDONCA, B.B., FRAZZATTO, E.T.; VILLARES,
S.M.; NICOLAU, W.. Comparagda entre os niveis de cortisol
Jrinaric nao extraido (FNE) e livre {FE) no diagnodstice da
sindrome de Cushing.In:SOCIEDADE BRASILEIRA DE
ENDOCRINQLOGIA E METABOLOGIA. Endocrinologia g

Ric de Janeiro.12 a 17 de junha de15688 p. 109

30. KONISHI, F. The ralationship of urinary 17-hydroxycorticosteroids to
creatining in obesity. Metabolism, 13(3). 847-51, 1964,
31. KRAAN G P.B & DRAYER, N.M.. Cartisol production rate in children
by gas chromatographyfmass spectrometry using (1,2,3,4,- 13C)
cortisol. Steroids, 55(4):169-64, 1580,
32. LIDDLE, GW. The Adrenais. In: Williams, R.H. ed. Textbook of
endocrinology, 6 ed., 1581, p.248-90.
33. MARTIN M.M. & HAMMAN, B.L. Patterns of urinary excretion of
stercids in Cushing's syndrome. J. Clin. Endocr., 26. 257-67 ,
1966

40



MY
3

35.

37,

38,

39.

40,

41,

42,

41

MIGEON, C.J.; GREEN, O.C.; ECKERT, J.P. Study of adrenccortical
function in obesity. Metabolism, 72. 718, 1963,

MLYNARYK, P.; GILLIES, R.R.; MURPHY, B.; PATTEE, C.J. Corisol
production rates in abasity. J.Cln.Endocr Metabh. , 22. 587, 1862

MURFHY, B.E.P. Some studies of the protein-binding of steroids and
their applicaticn to the routine micro and ultra micra measurement
of various steroids in body fluids by compelitive protein binding
radioassays. J. Clin. Endocrinpl. Mefab., 27.973-90,1967.

MURFPHY, B.E.P. Clinical evaluation of urinary cortiscl determinations
by compstitive protein-binding radioassay. J. Clin. Endocrinol.
Meiab., 28:343-8, 1968.

MURPHY, B.E.P.; NGO, S.; OKOUNEFF, L M. Hazards in the assay of
conisol inurine. Clin.Res., 28 : 674A, 1880,

MURPHY, B.E P.; OKOUNEFF_L.M.; KLEIN, G.P.; NGO, S.C.. Lack of
spacificity of cortisulijﬁéterminatinns in human urine. J. Clin.
Endocningl. Mefab., 53(1).91-8,1981,

NICHOLS, T.; NUGENT, C.A.; TYLER, F.H. Steroid laboratory tests in
the diagnosis of Cushing's syndrome. Am.J Med., 45; 116-28,
1968.

PATERSON, N. Relative constancy of 24-hour urine volume and 24-
hour creatinine output. Cfin. Chim.Acta, 18 . 57-8, 1967,

PINSKER, P.; BULTASOVA, H.: SVOBODOVA, J. Diagnostic value of
ihe simultaneous determination of urinary free and conjugated

cortisol in Cushing's syndrome. Acta endocr., 58 © 183-90, 1968,



—_—m—n——
i

it

g -

T T

43.

44.

45,

47.

49,

.

42

PORTER, C.C. & SILBER, R.H. A quantitative color reattion for
cortisone and related 17,21 -dihydroxy-20-ketosteroids. J. Bl
Chem., 185:201-7, 1950

RATLIFF, C.R. & EDDY, R.L. The fluorimetri¢ determination of urinary
“free"cartisol. Lab Med., 3:31-41, 1572,

RAWLINS, T.G.R. & YRJONEN, T. Calculation of RIA results using
the spline functicn. Intern.Lab., Now/Dec, 1978.

ROSNER, J M.; COS, J.J; BIGLIERI, E.G.; HANE, S.; FORSHAM, P.H.
Determination of urinary unconjugated cortisol by glass fibre
chromatography in the diagnosis of Cushing’s syndrome.
J.Clin.Endocr. Metab., 23 : 820-7, 1963,

ROSS, E.J. Urinary excretion of cortisol in Cushing's syndrome: effect
of corticotropin. J. Clin. Endocringl. Melab., 20:1360-5, 1860,

RUDER, H.J.. GUY, RL; LIPSETT, M.B. A radioimmunoassay for
cortisol in plasma and urine. J. Clin. Endocnnol. Metab., 35:218-24,
1672

SACKETT, D.L. Interpretation of diagnostic data; 5. How to deo it with
simple maths. Can.Med Assoc.J., 129 947-54, 1883,

SCHONESHOFER, M.; FENNER, A; DULCE, H.J. Interferences in
the radicimmunclogical determination of urinary free cortisol. Ciin.
Chim. Acta., 101: 125-34, 1880

SCHONESHOFER, M.; WEBER, B.; NIGAM, 5. Increased urinary
excretion of free 20a- and 20p-dibydrocortisol in a
hypercortisolamic but hypocortisoluric patient with Cushing's
disease [Case Report]. Cfin.Chem., 29 385-9, 1983



S2.

aT7.

a8,

43

SIMKIN, B. Urinary 17-ketosteroids and 17-ketogenic steroid excretion
in obese patients. N.Engl. J Med, 264. 974, 1961,

SONINO,N.; BOSCARO M.; PAOLETTAF. M., ZILIOTTO,D.
Ketoconazole treatment in Cushing's syndrome: axperience in 34
patients. Ciin. Endocr., 35 247-52, 1991,

STREETEN, D H.P,; STEVENSON, C.T.; DALAKGS, T.G.; NICHOLAS,
J.J.; DENNICK, L.G.; FELLERMAN, H. The diagnosis of
hypercortisclism. Biochemical criteria differentiating patients from
lean and obesa normal subjects and from femaies on cral
contraceptives. J Clin.Endocr. Metab., 29 1191-211, 1968.

TOUCHSTONE, J.C. & BLAKEMORE, W.5. Urinary 6--hydroxycortisol
in adrenal hyperfunction. J. Clin. Endocrinol. Mefab., 21.263-70,

1961

ULICK, S.; TEDDE, R.: WANG, J.Z. Defective ring A reduction of
cortisel as the major metabolic error in the syndrome of apparent
mineralocorticoid excess. J.Clin. Endocr. Metab., 74(3): 593-9, 1892

VOCCIA, E.; SAENGER, P.; PETERSON, R.E; RAUH, W ;
GOTTESDIENER, K.: LEVINE, L.5.: NEW, M.|.. 6-B-hydroxycortiso!
excretion in hypercortisolemic states. J. Clin. Endocrinal. Metab,,

48.467-71, 1979.

WESTON, H.L; FENNESSEY, P.V.; MORELLI, J.; SCHWAB, H.;
MOONEY,J.; SAMSON,C.; HUFF L HARRISON, M.; GOTLIN, R..
Comparison of hypothalamus-pituitary-adrenai axis suppression
from superpotent topical stergids by standard endocring function
testing and gas chromatographic mass spectrometry..J. invest.

Dermatol., 90{4):532-5, 1988.





