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"DOSAGEM DE CORTISOL PLASMÀTICO POR COMPETIÇÃO
A PROTEIftA FIXADORA (CBG)"1

Hatam Okada, Ms»coa Antonio Tambaaeia. Bernardo U o

Romulo R M r o Pleroni

RESUMO

A concentração dt cortiiol ptatmatico foi medida por comptticfo i prottfnt fixadort dt origtm human*
(tranicortina), ptrtntt o sctttma:

(1,2-3HI-Cortnol + Traracortin* * (1,2-3H)-CortiK>l-Tr»n»cc int
(complexo)

It

Cortitol a wr medido
tpadrSts

ap6f a txtraefo d* tmustre com dicloromtttno. tem purificaçio do «trato.

í um método inttiramtntt aplicável na rotina clínica, «ndo utilizados 100 Jd dl pleama por anflist.

A mídia 1EPM2 dt valorts normal» tm indivíduo» tm jejum foi dt 113.62 ± 5.43) /«/100 ml de plasma.

I - INTRODUÇÃO

A quantificação de cortiiol písimático pode ser feita pelo método químico baseada na reaçio
dt fenil-hidrazina com agrupamento 17-21-dihidroxi-20-ceto da cadeia lateral dot corticosteróidei'101,
pelo método fluorimétrico de Mattlinojy141 e pela técnica de competiçio a protein» f>xadoral7>.

A dosagem de cortiiol por competiçio i proteína fixadora é baseada nas verias reações de
equilíbrio entre o hormônio livre (nao ligado a proteína + liberado após a extração com solvente
orgânico, ambos não conjugados a ácido glucurônico) e complexo proteína fixadora-hormõnio
radioativo191. A proteína fixadora, nesta sistemi, tem funçio idêntica ao anticorpo usado em
radloímunoensaio, apresentando elevada afinidade, alta especificidade relativa e baixa capacidade fixadora
para a substancia a ser analisada, fornecendo locai» específicos de fix»çio.

I I - MATERIAIS E MÉTODOS

1 - Reagentes Químicos a SoluçSe*

Para a extração de 17-hidroxi-corticosteróidM plasmáticos f j i utilizado diclorometano p.a. sem

purificaçio prévia. Como fonte de proteína fixador* foi utilizado para o ensaio, uma mistura de

(11 Centro dt Aplicacôa* BiomMícu dt RadioMtopot t dt RtdiecStt; Art* d* AplíctçSti BiomMIcw dt Badioitólopo» e
dt Radwçon (AAMHH); Instituto dt Entrei* Atômica, Slo Paulo, SP.

(2) EPM = trro pedrjo dt media



plasmas convenientemente colhidos de indivíduos com hipofunçSo adrtnal primária da Primeira Clínica
Medica do Hospital das Clínicas da Universidade da Sab Paulo. Cada mistura i testada quanto a
concentração de esteròidts endógenos e quanto a percentagam de deslocamento do hormônio nio
marcado, sob condições do «maio.

A solução transcortina-traçador é preparada, no momento do uso, tomando-se quantidade
necessária do timpío fosfato pH 7.4-0.01 M e adicionando-sc cortisol tritiado e fonte de proteína testada.

Para separação de hormônio livre do ligado à transeortina utilizou-se suspencab de carvio
dextrana T-70, em que o hormônio livre se fixa ao carvio ativado, permanecendo complexo
hormônio-transcortina no supernadante.

O cortisol radioativo ames de ser utilizado como tracador no» ensaios, foi submetido a uma
purificação por cromatografia em camada delgada.

Para a contagem de radioatividade, usou-se esptctrõmetro de cintilaçio líquida (Liquid
Scintillation System LS-150, Beckman), onde se mede apenas supernadante.

2 - Representação EiquemMca da Metodologia

A Figura 1 mostra em linhas gerais a metodologia para a quantificação de conisol onrle 100/jl
de amostra sSo adicionados a um tubo contendo de 500 a 700 cpm (contagens por minuto) de cortisol
tritiado, que servem como "pulso" para verificar as perdas da hormônio duram* o processamento do
material. A extraçio é feita com diclorometano e toma-se uma alíquota da fase orgânica para a
estimaçio de perdas e outra para a mensuraçab de cortisol adicionando-» uma soluçio de
transcortJna-cortisol tritiado e separando a fração livre por adsorçab em carvio.

3 -Método:

Preparação de Amostra de Plasma:

O plasma colhido em condições basais de uma veia periférica, após trinta minutos de
manutenção de cateterizaçio, é centrifugado imediatamente, e guardado a 4°C.

A etapa da extração é feita usando 100 n\ de plasma adicionados a 500-700 cpm de cortisol
tritiado em 3,0 ml de diclorometano, por agitaçio durante 60 segundos no agitador "Vortex".

Despreza-se a fase protèica por aspiração a vácuo e tornam-se de 500 a 1000 jul da fase orgânica
para o ensaio e 1000 îl para a determinação de perdas durante o processamento da amostra de plasma.
Estas alíquotas sio evaporadas à temperatura ambiente.

Quantificação:

a) COMPETIÇÃO:

0 * 17-hidroxi-corticosteróides platmáticos extraídos e evaporados sio incubados com
1000 (jl de soluçio de transcortira-cortisol tritiado em bannv-maria a 4S°C, sob agitaçio, para a
completa diwoluçio dos mesmos. A seguir, sio incubados a 4°C por 15 minutos, sob agitaçio, para
a competição dos esteróides introduzidos no meio de rwçêo com o coMííol tritiado ligado como
complexo a transeortina.



b) SEPARAÇÃO DA FRAÇÃO LIVRE:

O* 17-hidroxi-coniaMtaróidK U«rai «ao adnmdo* com 0.5 mi dt ampamio da canrio ativado
racobarto com damrana T-70 (126 naJX dt canio MorrfA" a 12.fi mg% da dantrana T701. Ap6$ dat
minuioa o adtonwnta do maio da ncubaçao i removido por camrifuotcto a 4*C

O CONTAGEM DA RADtOATIVIDAOf:

MM microlriroa do «obrtnadanta do tramraridBa para um fraieo dt oontagam a lio distolvidos
amiOmldtiolucfocirrtiladoraparaafawtquoa.
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Figura 1 - Raprtstntaçlo Eiqutmáiica da Motodologit para a Ou$ntifkãçk> do Corfiwl
(17-hMroxl-eorticoitaròidH) ptamtftieo por Compatíçlo i Protaína Fixadort (CBG).



Obtendo tot C u m * d* Doac-Rcaposta:

A con-igtm por minuto dm 17-OH-eorticutttrók«>i conjugados a CBG é colocada «n
ordenada direto mente contra quantidades progressnamente crescentes inanograme) da cortisol d»
referência cm atrtna. num papal tf* «cate linear | Ficara 2>. Pode-» também utilizar a r e » * * > * B / T ou
%B/BO (Figura 3) onde:

B - -.otn d* cada nfvcl de cortnol de referencia:

Bo - cpm na ausência de cortisol de refarència;

T - cpm da radioatividade total introduzido no sistema,

I I I - RESULTADOS

Foram feitas 61 determinações de cortisol cm amostrai de plasma de indivíduos normais em
jejum

10 cpm

0 IX) 2.5 5,0 7.5 10 ng DE COKfiSOL

Figura 2 - Curva Padrão para o Ensaio de Cortiwl (17-hidroxicurtíconeróidei) PlMmático*.
As contagens por minuto (cpm) do sobrinadante da solucSo-pidrSo sto projetadas como
uma função da concentração conhecida do corlisol.
Dilufcio do plasma: 1,2%.
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Figura 3 - Curva Padrio para o Ensaio da Cortisol (17-hidroxi-coriicosteróides) Plesmitico.
As percentage™ B/Bo • B/T na soluçao-padrao sSo projetadas como uma funçio da
conetntraçio conhecida de cortisol.
B o - conagens da fraçío d* cortisol unido a protefn» na ausência do hormônio

nio'marcado
B - contagens da fracSo de cortisol unido a proteína na presença do hormônio

nlo-mercado.
T - Radioatividade

Dikiiefc da proteína 1,2%

Na Tabela 1, temos os valores (media ± E.P M I das dosag.-.s de cortisol. Sfo computados

também o» valores de outros laboratórios.



Tateia I

Níveis de Cortisol Plasmitico. em Indivíduos normais,
as 8:00h da manhã (média ± E.P.M.)

pg/100 ml de plasma

(média ± E.P.M.)

13,6 ± 5,4

12,3 ± 0,8

12,8 ± 0,5

11,7 ± 3,7

16.0 ± 3.0

9.8 ±

14,8 ± 3,6

1
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IV - DISCUSSÃO

Devido a grande importância clínica na determinação global de 17-hidroxi-corticosteróides
plasmáticos para diagnostico de moléstias adrenais e hipofunção hipofisaria, a medida de cortisol
circulante por fixação competitiva à proteína veio substituir método químico que necessita de volumes
grandes de plasma e com sensibilidade a níveis nunca inferiores a 5pg/100ml de plasma e método
fluorimétrico que necessita de reagentes de elevada pureza de difícil obtenção'101.

Como mats de 90% de 17-hidroxi-corticosteróides normalmente circulante sSo representados
pelo cortisol11'1, do ponto de vista prático, a medida destes esteróides é índice fiel dos níveis de
cortisol plasmatico. Assim sendo, a etapa de purificação do extrato plasmático é normalmente suprimida.

Esta suposição não é válida em condições em que aumentam outros corticosteróides plasmáticos
que nâb o cortisol, como no síndrome adrenogeniul e na realização de teste de metapirona (metiraponel
em que estão aumentados os níveis de 1 1 - iesoxicortisol e corticosterona.

ABSTRACT

The concentration oi plnmatic cortiwl wai meaiured by competition to lhe Bindiní protein Itrarwcortin),
according to the syftem:

(1,2-3H|-corti»l + tranicomn ** (i,2_3H)-cortiK)l-tr»n»cortin

it

Cortuol to b« mtiiured

and itandsrdt

after axtracting (he templet with dicloromethane.

It j a suitable method for clinical routine; being uwd 100 ^l of platma in each snalyti».

The ncnwl mean ± ttandard error meen in 8:00 A M fatting tubiecti wat 13,82 ± 5,43 ^ig/100 ml of pletma
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