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“DOSAGEM DE CORTISOL PLASMATICO POR COMPETICAO
A PROTEINA FIXADORA (CBG)"!

Helena Okada, Marcos Antonio Tambescis, Barnardo Léo Wajchenberg ¢
Rdmulo Ribeiro Pleroni

A concantracio de cortisol plesmitico foi medids por competigho i proteina fixsdors de Origam humans
{1ranscortine), perante o sistems:

11,2->HI-Cortisol + Transcorting W (1 2-*H)—Cortisol—Trsnsce . :ina

(compiexo)
)
Cortisol » ser madido
® padrdes
apOs » extraclo da smustre com diciorometano, sam purificacio do extratd.
£ um me intei licdvel na rotina clinics, sendo utilizados 100 [0 de plasms por endlise.

A médis £ EPM? de valores normais em individuos em isium foi de (13,62 £ 5,43) ;g/100 mi de plssms.

1 — INTRODUGAO

A quantificagdo de cortiso) piasmético pode ser feita pelo método quimico baseada na reacdo
ds fenil-hidrazina com agrupemento 17—21-dihidroxi—20—ceto da cadeis lateral dos corticosterdidest10),
pelo método fluorimétrico de Mattlingly'4) e pela técnica de competico 3 proteina fixadora!?),

A dosagem de cortisol por competicdo 3 proteins fixadora é baseada nas virias reacles de
equilibrio entre o hormbnio livre (nllo ligado & protelna + liberado apés a sxtracio com solvents
orgdnico, ambos ndo conjugados a écido glucurdnico) e complexo proteins fixadora-horménio
radioativo'® . A protefna fixadora, neste sistema, tem funclio idéntica ao anticorpo usado em
radioimunosnsaio, apresentando elevada sfinidade, alta especificidade relative # baixa capscidade fixadora
para » substincia a ser analissds, fornecendo locais especificos de fixug¢do.

11 ~ MATERIAIS € METODOS

1 ~ Resgentes Quimicos e Solugdes

Para a extraclo de 17—hidroxi—corticosterdides plasméticos foi utilizado diclorometano p.a. sem
purificagdo prévia. Como fonte de prote/nas fixadora foi utilizado para o enssio, uma mistura de

(1) Cantro de Aplicac3es Biomédices de Radioist1opos ¢ de RadiscBes; Ares de AplicacSes Biomddicas de Redioisd1opos e
de Radiscdes (AAMAR); Instituto de Energia Atdmics, Slo Paulo, SP.
(2} EPM = grro padrio da média




plasmas convenientemente colhidos de individuos com hipofunglio adrenal priméria da Primeira Clinica
Midica do Hospital das Cifnicas da Universidade de Sio Paulo. Cads mistura ¢ testadas quanto »
concentracio de esterdides endGgenos ¢ quanto 3 percentagem de deslocamenmto do hormbnio nlo
marcado, sob condigdes do enssio.

A solugiio tanscortina-tracador & preparsda, no momento do uso, tomando-se quantidade
necesséria do tamplo fosfato pH 7,4-0,01M e adicionando-se cortisol tritiado e fonte de proteina testada.

Pars separacio de hormdnio liwe do ligado a tramscorting utilizou-se suspencio de carviio
dextrana T-70, em que o hormédnio livre se fixa a0 carvico ativado, permanecendo complexo
hormdnio-transcorting no supernadante.

O cortisol radioativo antes de ser utilizado como tragador nos ensaios, foi submetido a uma
purificagio por cromatografis em camads delgads.

Pars a contsgem de radioatividade, usou-se espectrOmetro de cintilaglio liquida (Liquid
Scintillation System LS-150, Beckman), onde se mede apenas supernadante.

2 — Representagiio Esquemiétics da Metodotogia

A Figurs 1 mostra em linhas gerais a3 metodologia para @ quantificaciio de cortisol onde 100 ul
de amostra sdo adicionados 2 um tubo contendo de 500 2 700 cpm (contagens por minuto)} de cortisol _
tritiado, que servem como “‘pulso” para verificar as perdss de hormdnio durants o processamento do
material. A extragcio & feita com diclorometano e tomase uma aliquota da fase orginica pere a
estimagio de perdas ¢ outra para a mensuracio de cortisol adicionando-se uma soluglo de
transcortina-cortisol tritisdo e separando a fragiio livre por adsorgdo em carvio.

3 — Miétodo:

Preparagho de Amostra de Plasms:

O plsma colhido em condigdes basais de uma weia periférica, apds trinta minutos de
manutengiio de cateterizacdo, & centrifugado imadiatamente, e guardado a 4°C.

A etapa da extragdo é feita usando 100 ul de plasma adicionados a 500-700 cpm de cortisol
tritisdo em 3,0 mi de dicioromstano, por agitagio durante 60 segundos no agitador "Vortex”.

Despreza-se 3 fase protéica por aspiraglio a vacuo e tomam-se de 500 a 1000 ul da fase orgdnica
para o ensaio ¢ 1000 ul para @ determinacdo de perdas durante © processamento de smostra de plasme.
Estas aliquotas sio evaporadas @ temperatura ambients.

Quentificagao:
a) COMPETICAO:

Os 17-hidroxi—corticosterbides plasméticos extraldos e evaporados sdo incubados com
1000 4! de soluglio de transcortina-cortisol tritiado em banhu-maria » 45°C, s0b agitaglo, pars a
complets dissoluglio dos mesmos. A seguir, sdo incubados a 4°C por 15 minutos, sob agitaglio, para
2 competicio dos esterdides introduzidos no meio de resclio com o cortisol triviado ligado como
complexo & transcortina.



b) SEPARACAO DA FRACAO LIVRE:

Os 17—-hidroxi—corticosterdides livees sBo adeorvidos com 0.5 mi de suspenslio de carviio stivedo
recoberto com daxtrane T-70 (125 mgk de carviio Norit “A” ¢ 12,5 mgk de dextrana T-70). Apés dez
minutos o adwrvents do meio de incubecio & removido por centrifugecio 8 4°C.
<} CONTAGEM DA RADICATIVIDADE:

Mil microlitros do sobrenadente slo transferidos pers um frasco de contagem e slo dissolvidos
om 10 mi de soluclo cintiladora pars & fase aquoss.
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Figura 1 — Rapresentacio Esquemsética da Metodologie pers @ Qusntificacho do Cortisol
{17-hidroxi—corticostardides) plesmético por Competiclio & Proteina Fixadora (CBG).



Obtenglio lss Curvas de Dose-Resposta:

A consgem por minuto dos 17-OH—corticusterdide: conjugados a CBG ¢ colocada em
ordenada direumente contra quantidedes progressivaments crescentss {nanograme) de cortisol de
referéncia em sbissa, num papel de escala linesr {Figura 2). Pode-s¢ tambiém utilizer 3 relaciio % B/T ou
% B/B,, (Figura 3) onds:

B - :>m de cada nivel de cortisol de refesencia;
B, — ¢pm na ausincia de cortiso) de referincia;

T — cpm da radiostividade total introduzido no sistems.
11l - RESULTADOS

Foram feitas 61 determinages de cortisol em amostras de plasma de individuos normais em
jejum ‘

lO’ cpm

i
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Figura2 -~ Curva Padr3o para o Ensaio de Cortisol {17 ~hidroxicorticosteréides; Plasméticos.
As contagens por minuto {cpm) do sobrsnadante da solucdo-padrdo sSo projetades como
uma fungdo da concentragdio conhecida do cortisol.
Diluigio do pissmae: 1,2%.
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Figura3 — Curva Padrio para o Emssio de Cortisol (17—hidroxi—corticosterbides) Plasmdtico.

As percentagens B/B, ¢ B/T na solucdo-padriio sBo projetadas como uma funcio da

concentracio conhecida de cortisol.

B° - conagens da fraco de cortisol unido & protelna n@ asusincia do hormdnio
nio-mercado

B8 - contagers ds fracdo de cortisol unido & proteina na presenca do hormdnio
nlio-mar cado,

T ~ Rediostivicade
Diluiglio da protsins: 1,2%

No Tabeis 1, temos os velores (média t E.P.M) das doseg.3s de cortisol. Slio computados
também os valores de outros leboratérios,



Tabata |

Niveis de Cortisol Plasmitico, em Individuos normais,
&s 8:00h da manh3 {média £ EP.M.)

1g/100 mi de plasma

{micia £ EP.M.) referéncia
136 £ 54 presente trabalho
123+ 08 Newsome Jr. et alii 18
128 + 05 Hamanaka et atii (2
11,7 + 37 lurzeeta et alii '3
160 ¢ 30 Jubiz et alii !5}

98 ¢ Fraser and James |1

148 * 36 Leciercq et alii {6

IV ~ DISCUSSAO

Devido 2 grande importincia clinica na determinagio global de 17-hidroxi—c.:omeosteréufies'
plasmidticos para diagnéstico de moléstias edrenais e hipofuncdo hipofisiria, a medida de cortiso
circulante por fixagio competitiva 3 proteina veio substituir método quimico que necessita de vowg‘:‘
grandes de plasma e com sensibilidade a niveis nunca inferiores a 5 ug/100 ml de plasma e método
fluorimétrico que necessita de reagentes de elevada pureza de dificil obtencio! 19!

Como mais de 90% de 17-hidroxi—corticosterides normalmente circfula'nte sSo ‘;epresfez::dg:
pelo cortnol! 1), do ponto de vista prético, 2 medida destes esterdides é indice fiel dos n O
cortisol plasmatico. Assim sendo, a etapa de purificacdo do extrato plasmatico é normalmente supr 5
Esta suposicdo ndo é vilida em condicGes em que aumentam outros corticosterdides plasméticos

) e i irapone
que ndo o cortisol, como no sindrome adrenogenital e na realizagio de teste de metapirona {metirapane)
em que est3o aumentados os niveis de 11- Jesoxicortisol e corticosterona.

ABSTRACY

iti indi in ltranscortin),
The concentration of plasmatic cortisol was measured by competition to the binding protein ltra
according to the system:

(1.2-3H)—coniw| + transcortin ¥ (1,2~>H)—cortisol—transcortin
it

Cortisol 10 be messured
and standards

atter extracting the samples with dicioromethane.
I1's a suitable method for clinical routine; being used 100 sl of plasma in sach analysis.

The normsl mean T standard error mean in B:00 A M fasting subjects was 13,82 5,43 g/100 m! of plesme.
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