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RESUMO

A dosagem de cortisol livie na urina de 24 horas € considerada por
muitos como a dosagem mais Util na pesquisa da presenca de sindrome
de Cushing. Os resultados publicados s@o, no entanto, pouco com-
paraveis entre si em funcdo de diferencas metodoldgicas importantes,
relacionadas principalmente aos processos preparativos, sendo que o
especificidade é diretamente proporcional & complexidade dos mes-
mos. Neste trabalho descrevemos a adaptacdo de um ensaio de rotina,
desenvolvido originalmente para a medida de cortisol sérico, para a
medida de cortisol urindrio. O antisoro empregado, F-79-1, foi estudado
guanto & especificidade em relacéo aos principais metabdlitos urindrios
de cortisol, sendo os resultados obfidos comparéveis aos dos melhores
antisoros descritos na literatura. O método preparativo utilizado faz uso
de extracdo de aliquota de urina com diclorometano, seguida de cro-
matografia em coluna de Sep-Pak Diol. A recuperagcdo média do
processo foi de 63,3%; a sensibilidade do ensaio € da ordem de 1,6 pg/L
e os coeficientes de variacdo intra e inter-ensaio da ordem de 7.2 e
15.,6%. respectivamente. Os resultados obtidos em 40 amostras de indivi-
duos normais foram de 21,9 a 74,1 ug/24hs (média de 47.8); a com-
paragdo com método semelhante de laboratdrio de referéncia inter-
nacional mostrou alta correlacdo (R= 0,9286, n= 74, p<0,001). Em quatro
pacientes com doenca de Cushing comprovada os valores foram signi-
ficativamente elevados. O presente método, empregando antisoro
préprio e processo preparativo simples, vai permitir uma aplicagdo mais
ampla do feste e uma melhor avaliagdo de sua utilidade clinica. (Arq
Bras Endocrinol Metab 2000;44/3: 233-8)

Unitermos: Cortisol livre urindrio; Radioimunoensaio; Especificidade de
antisoro anti-cortisol; Doenga de Cushing.

ABSTRACT

The measurement of 24-hours free urinary cortisol is considered by many
authors as the best screening test for Cushing’s syndrome. However, the
published results are not comparable due fo methodological differences
between the various available fechniques. These differences are related
mainly to the preparative process employed, and in general there is a
direct relation between the complexity of the process and the degree of
specificity achieved. In this publication we describe the adaptation for
free urinary cortisol measurement of a routine assay, developed original-
ly for the measurement of serum cortisol. The specificity of the antiserum
employed, F-79-1, was studied against the major urinary cortisol metabo-
lites, and the results comparable to the best antisera described in the lit-
erature. The preparative method utilized includes dichloromethane
extraction followed by a Sep-Pak Diol column chromatography. The
mean recovery of the preparative process was 63.3%; the sensitivity of
the assay is in the order of 1.6 pg/L. and the intra and inter-assay CVs in
the order of 7.2 and 15.6%., respectively. The results obtained in 40 sam-
ples from normal adults ranged betwen 21.9 and 74.1 ug/24hs (mean
47.8), the comparison with a similar method from an international refer-
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ence laboratory showed a high correiation (R=
0.9286, n=74, p<0.001). In four patients with Cushing’s
disease the values were significantly above the nor-
mal range. The method described, employing our
own antiserum and a simple preparative process, will
dllow a broader use of the test, and a better clinical
evaluation of its practical value. (Arq Bras Endocrinol
Metab 2000;44/3: 233-8)

Keywords: Free urinary cortisol; Radioimmunoassay;
Anti-cortisol antfiserum especificity; Cushing’s disease.,

-q PATOLOGIA ADRENAL, COM ESPECIAL énfase para a

indrome de Cushing, engloba doengas relativa-
mente raras em que o sucesso terapéutico é diretamente
proporcional a precocidade diagnoéstica. As carac-
teristicas clinicas da sindrome de Cushing apresentam-se
tipicas apenas quando a doenca ja apresenta tempo de
evolugio significativo, sendo que nas fases iniciais os
sinais ¢ sintomas sio comuns a condi¢Ges muito mais
freqiientes, como diabetes, hipertensao e obesidade. Em
fung¢io disto, para o diagnostico precoce sio fundamen-
tais um alto indice de suspeita e um teste de triagem de
alta sensibilidade e, principalmente, especificidade.

A dosagem de cortisol sérico em amostra colhi-
da pela manhi nio preenche estes quesitos pois ¢
pouco sensivel e especifica (1). J4 o estudo do ritmo
circadiano apresenta melhor performance, principal-
mente quando incluida amostra noturna, o que no
entanto traz problemas praticos de execugio. Os testes
rapidos de supressio com dexametasona chegam pro-
ximo do ideal (2), sendo o tnico inconveniente a
necessidade de ingestio da droga na noite anterior.
Ultimamente uma série de publicagdes tem ressaltado
a importincia da dosagem de cortisol livre urinirio
como método inicial para a triagem de pacientes com
suspeita de sindrome de Cushing (3), que uma vez
solucionados seus potenciais problemas metodolégi-
cos parece ser método de interesse pratico.

Desde a publicagio dos primeiros trabalhos
sobre a utiliza¢do da dosagem de cortisol livre urinario
na rotina clinica, no fim da década de 60 (4), esta
metodologia tem tido sua aplica¢do pratica discutida
principalmente em razdo de problemas metodolégi-
cos. Tendo como base que a concentragio de cortisol
livre na urina de 24 horas reflete a produgio de corti-
sol ao longo do dia, integrando as flutuag¢ées circadi-
anas ¢ eliminando o efeito de variagdes das proteinas
carregadoras, sua utilidade potencial no diagnoéstico e
seguimento de pacientes com disfun¢des adrenais é
6bvia. Um dos problemas potenciais com o método é
o incébmodo da necessidade de coleta de urina de 24
horas, que além do inconveniente para o paciente, tris
consigo uma margem ndo desprezivel de imprecisdo.
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Adicionalmente, a presenga na urina de
inimeros esterdides potencialmente interferentes,
especialmente conjugados ¢ hidroxilados, ¢ em con-
centragdes relativas muito mais elevadas que o cortisol
livre, faz com que o método seja particularmente
problematico quanto a especificidade analitica. O
método de referéncia existente inclui dilui¢io isotopi-
ca, cromatografia a gis e espectrometria de massa, o
que o torna ndo aplicivel na rotina diagnéstica (5). A
procura por um método alternativo, que alie especifi-
cidade a praticidade, tem sido uma constante. Méto-
dos que incluem processos cromatograficos mais ela-
borados, como HPLC (6) ou outros tipos de cro-
matografia preparatéria (7) produzem valores com-
paraveis aos dos métodos de referéncia. E de se notar
que todos incluem extragio prévia da amostra. Méto-
dos diretos ou empregando apenas extragio simples
(8), se traduzem em valores elevados, mesmo quando
empregam antisoros de alta especificidade. Um méto-
do aceitdvel para a rotina diagndstica deveria incluir
um antisoro de especificidade a melhor possivel,
extragdo, ¢ processo preparativo simples e reproduti-
vel. O recente trabalho de Morineau et al. (9) descreve
um método com essas caracteristicas, que emprega um
processo cromatografico simples e acessivel. Neste tra-
balho apresentamos os dados obtidos no reestudo de
ensaio por nés desenvolvido para a medida de cortisol, a
longo tempo em uso para medidas séricas (10), e sua
adaptagdo para a medida de cortisol livre urinario com
base no processo preparativo descrito por Morineau et al.

MATERIAIS E METODOS

Amostras de Urina:

Foram obtidas amostras de urina de 24hs de 40 indi-
viduos adultos normais, de 18 a 59 anos, sendo 34 do
sexo feminino ¢ 6 do masculino. Foram também
empregadas no estudo 74 amostras de urina de 24hs
de nossa rotina diagnéstica que foram enviadas para o
Mayo Medical Laboratory (MML), Rochester, MN,
USA, para dosagem de cortisol livre urindrio por
método competitivo (4), ¢ 4 amostras de pacientes
com diagnéstico clinico, laboratorial ¢ radiolégico de
doenga de Cushing.

Reagentes e Materiais

Todos os esterbides empregados no estudo foram
obtidos de Steraloids Inc., Newport, RI, USA
(www.steraloids.com). Os tampdes empregados foram
os mesmos empregados no ensaio para cortisol sérico
(10) e os solventes foram obtidos da Merck Industrias
Quimicas, Rio de Janeiro; o cortisol triciado (1,2,6,7
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3H-cortisol) foi fornecido por New England Nuclear,
Boston, MA, USA, e as colunas de Sep-Pak Diol
tornecidas por Waters Corporation, Milford, MA. O
antisoro empregado no ensaio foi produzido em nosso
laboratério a partir de coclho imunizado com conju-
gado de cortisol-3-oxima-albumina bovina (F-79-1)

(10), tendo sido caracterizado quanto a reatividade
cruzada de acordo com o método de Abraham (11).

Purificagdo Cromatogrdfica e
Radiocimunoensaio

A uma aliquota de 0,2 mL do volume de urina de
24hs, homogencizada e centrifugada, adicionamos
0,05 mL de solugdo de cortisol triciado (2000 cpm). A
aliquota é entdo extraida com 2 mL de diclorometano
que ¢ evaporado, sendo o extrato levantado em 1 mL
de diclorometano que € entio transferido para uma
coluna de Sep-Pak Diol, pré-tratada com 5 mL de
etanol seguidos de 5 mL de ciclohexana. A eluigio ¢
feita com 12 mL de solug¢do de ciclohexana:acetato de
etila 85:15, sendo este eluato desprezado; seguem-se
12 mL de ciclohexana:acetato de etila 70:30, sendo
este volume recolhido e evaporado. O extrato ¢ entio
levantado em 2 mL de tampdo de ensaio (fosfato-
gelatina), ¢ 0,2 mL empregado em cada duplicata do
ensaio e¢ 0,4 mL para estudo da recuperagio. O vo-
lume de incuba¢io do radioimunoensaio ¢ 0,7 mL,
incluindo o antisoro num titulo final de 1/21.000 ¢
10.000 cpm de cortisol triciado. A incubagio é de 12
horas a 42C e 0 método de separagdo empregado é a
adi¢do de solugdo de carvio-dextran.

Métodos Estatisticos

Para comparagio entre métodos, extrapolagio de faixa
de normalidade, estudo da recuperag¢io e defini¢do de
sensibilidade, utilizamos o programa EP Evaluator,
desenvolvido por David G. Rhoads Associates, Inc.,
Kennett Square, PA, USA. Este programa emprega o
calculo de regressio segundo Deming para calculo de
declividade e intercepto.

RESULTADOS

Estudo da especificidade do antisoro empregado
Os resultados obtidos no estudo da especificidade do
antisoro F-79-1 contra uma série de esteréides e seus
conjugados estio apresentados na tabela 1. E de se
notar que reatividade cruzada significativa foi observa-
da apenas contra alguns corticosterbides sintéticos
(prednisolona e metil-prednisolona) e metabolitos do
cortisol. Os resultados sdo compariveis aos dos me-
lhores antisoros descritos na literatura (9).
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Estudo do processo cromatografico

Para obtermos uma recuperagio satisfatéria do cortisol
ap6s a cromatografia em coluna de Sep-Pak Diol fize-
mos modifica¢bes nas propor¢oes de solventes empre-
gados originalmente por Morineau et al. (9). Este
autor emprega proporg¢des de ciclohexana:acetato de
ctila de 65:35 ¢ 60:40. Com estas proporgdes obtive-
mos recuperagoes muito baixas, com eluigdo do cord-
sol ja na primeira fase da cromatografia. A adogio das
propor¢oes 85:15 e 70:30 possibilitou resultados satis-
fatérios. O grafico representativo de uma cro-
matografia nas condi¢des padronizadas estd mostrado
na figura 1. A média das recupera¢des obtidas em 15
ensaios distintos foi de 63,3+4,8%, com valores entre
53 e 69%.

Caracteristicas do ensaio

A sensibilidade, calculada com base na dose minima
detectavel e num volume urinario de 24hs de 1 litro,
foi de 1,6 pg/L. O coeficiente de variagio intra-
ensaio para uma urina com valor médio de 42,8
ng/24hs foi de 6,5% (n= 8), ¢ para uma urina com
valor médio de 238 pg/24hs foi de 8,0% (n=8). Jio
coeficiente de variagdo inter-ensaio para uma urina
com valor médio de 24,1 pg/24hs foi 14,0% (n= 14)
e de 17,2% para uma urina com valor médio de 56,7
ug/24hs (n= 7). O estudo da recuperagio de cortisol
adicionado em diferentes concentragbes a uma urina
de livre de cortisol mostrou recuperagio média de
94,1% (85,3 2 106,7%).

Resultados obtidos nas amostras de urina

Nas 40 amostras de urina dos individuos normais
obtivemos valores entre 21,9 ¢ 74,1 pg/24hs (com
X+DP de 47,8+14,3). O estudo da correlagio entre
os resultados obtidos em 74 amostras no MML e
com o nosso método (figura 2) mostrou R= 0,9286
(p<0,001), sendo a X+DP de 64,5+64,8 ng/24hs
para o ensaio feito no MML e 53,6+52,7 ng/24hs
para nosso método, valores estatisticamente dife-
rentes entre si (p<0,001); em outras palavras nossa
metodologia resulta em valores significativamente
mais baixos que os obtidos com o método emprega-
do no MML. Considerando o valor de referéncia
aceito para o método do MML para adultos, de 24,0
a 108 ng/24hs, ¢ aplicando o céilculo de Deming
para inclinagdo ¢ intercepto da correlagio, podemos
extrapolar valores de referéncia para nosso método
como sendo entre 27 e 86 pg/24hs. Os valores
encontrados nos quatro pacientes com doenga de
Cushing, em condi¢des basais, foram respectiva-
mente 136, 114, 234 ¢ 193 pg/24hs.
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Figura 1: Perfil cromatografico obtido com a elui¢do de cortisol triciado em coluna de Sep-Pak Diot
com o emprego das misturas de solventes referidas no texto.

Tabela 1: Niveis de reatividade cruzada do antisoro F79-1,
calculada percentuaimente segundo Abraham (11), dos

vdrios esterdides estudados. 1000+
Esterdides % Reatividade Cruzada
Cortisol 100,0 *
Aldosterona <0,012
Corticosterona 1.6 § o o
DOC 0.42 S .
Cortisona 85 3 1004 ° 0q0%e
5p-tetrahidrocortisona <0012 8 oe®
Corfisol-21-glucoronato 0.26 2 IR
Cortisol-21-sulfato 0.37 a .
21-deoxicortisol 12,2 £ .Q
Sa-dihidrocortisol 10,0 ) 2%,
5p-dinidrocortisol 28 8 4 (4
20a-dihidrocortisol 0,09 S 1o
20p-dihidrocortisol 0,82 2 s oo
6p-hidroxicortisol 25 S
Sa-fetrahidrocortisol 50 ] n=74
5p-tetrahidrocortisol 0,03 R= 09286
11-desoxicortisol 7.9 ’
Sa-tetrahidro-11-desoxicortisol 0.26
5p-tetrahidro-11-desoxicortisol 0,11 1 ' '
Betametasona : 0,075 .
Dexametasona <0,012 ! 10 100 1000
Prednisolona 52,0 Método Comparativo pug/24h
g?egrﬁ;ﬂ(l)%rgdnlsolono ];Z Figura 2: Correlagcdo obtida com a dosagem de 74

amostras de urina pelo método descrito e pelo método

Triancinolona . 0:012
I < empregado no MML.
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DISCUSSAO

O cortisol ¢ o principal produto de secre¢io das adre-
nais, ¢ o aumento de sua producio, por causas
primarias ou secundarias, o fendmeno bisico que da
origem aos sinais ¢ sintomas da sindrome de Cushing.
O cortisol circula em sua maior parte ligado a protei-
nas carregadoras, em especial a globulina ligadora de
hormoénios corticosterdides (Corticosteroid-Binding
Globulin, CBG), sendo sua fragio livre, em condi¢oes
normais, da ordem de 4% (12). A medida do cortisol,
com o intuito de caracterizar um aumento de secre¢io,
pode ser efetuado em diferentes fluidos bioldgicos ¢ de
diferentes manciras. A medida de cortisol total sérico é
a mais Obvia e tradicional, apresentando no entanto
baixa sensibilidade diagnéstica em fun¢io de dois
fatores: as variagdes nas concentragdes da CBG ¢ o
ritmo circadiano de sua produgio (10). Uma alternati-
va pouco explorada em funcgdo de dificuldades
metodolédgicas é a medida da fragdo livre, que apresen-
ta maior sensibilidade diagndstica (13). Ja a medida do
cortisol na saliva seria uma maneira simples de se
avaliar a fragdo livre sérica (14) e sua aplica¢do, apesar
de descrita na década de 60 (15), s6 ultimamente vem
tendo maior aplicagio em nosso meio (16).

Quanto a4 medida da fragdo livre excretada na
urina, teria a vantagem de ndo sofrer interferéncia das
proteinas ligadoras associada ao fato de, sendo realiza-
da na urina de 24hs, representar uma integragio da
producio ao longo do dia, afastando os problemas do
ritmo de secre¢do. No entanto esta dosagem também
apresenta potenciais problemas, sendo o primeiro o
fato de necessitar coleta de urina de 24hs com seus
problemas intrinsecos de imprecisio ¢ desconforto.
Adicionalmente, problemas metodolégicos de especifi-
cidade tornam a comparacio dos diferentes métodos
descritos muito dificil. E atualmente consenso que o
ensaio de cortisol livre na urina necessita de um
processo de extragio seguido de algum processo
preparativo adicional, se quisermos obter valores pro-
ximos aos dos métodos de referéncia (8). Qutros pro-
blemas se referem a valores falsamente baixos em
pacientes com queda da fun¢ido renal (17) ou porta-
dores da sindrome de fadiga cronica (18), falsamente
elevados em pacientes com ingestdo hidrica acima do
normal (19), com depressio (20) e apos exercicio, fisi-
co (21). Além disso parece haver uma diferenga de
excre¢do urindria de cortisol entre os dois sexos, sendo
pouco mais elevada em homens do que em mulheres
(22); nossos dados nio permitiram este estudo por
incluirem um numero pequeno de individuos do sexo
masculino. Apesar de todos estes sendes, ¢ uma série
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de controvérsias (23-26), a medida de cortisol livre na
urina de 24hs vem sendo considerado por muitos
autores como 0 método mais adequado para a investi-
gagdo inicial de pacientes suspeitos de serem porta-
dores de sindrome de Cushing.

Os resultados por nés obtidos mostraram que o
antisoro estudado, produzido contra um derivado de
cortisol acoplado a albumina bovina via posi¢io 3,
apresenta niveis de reatividade aceitiveis contra os
principais interferentes encontrados na urina. Estes
resultados sio compariveis aos dos melhores antisoros
descritos na literatura (9), ¢ demonstram a impossibi-
lidade de uso deste método em pacientes em uso de
alguns corticosterdides sintéticos, em especial pred-
nisolona e metil-prednisolona, em fung¢do dos altos
niveis de reatividade cruzada. O ensaio em si apresen-
ta bons niveis de sensibilidade, praticidade, repro-
dutibilidade e recuperagio. Os resultados encontrados
em uma populagio normal sio compariveis aos
descritos por Morineau et al. (9) para um método
cquivalente, e os estudos de correlagio com método
semelhante, porém com processo preparativo mais
simples, empregado pelo MML, mostrou altos indices
de correlagio. Os valores significativamente mais
baixos podem ser devidos ao processo preparativo mais
elaborado por nés empregado, ou a4 maior especifici-
dade do nosso antisoro em relagio a proteina ligadora
empregada no método do MML (4). Os valores
encontrados nos quatro pacientes com doeng¢a de
Cushing foram compativeis com o diagnéstico.

Em resumo, neste trabalho descrevemos o estu-
do detalhado de um antisoro contra cortisol e seu
emprego no desenvolvimento de um ensaio para a
medida de cortisol livre na urina de 24hs. Como méto-
do preparativo empregamos o descrito por Morineau
et al. (9) que utiliza extra¢do em solvente orgénico ¢
cromatografia em microcolunas pré-fabricadas Sep-
Pak Diol. Os resultados obtidos mostraram ser o
método sensivel, reprodutivel e comparavel aos
descritos na literatura ¢ empregados por laboratorios
internacionais de referéncia. O método propiciara uma
difusio maior do emprego da medida de cortisol
urinirio no diagnéstico de patologias adrenais e pro-
piciara, com o tempo, sua maior valida¢io clinica.
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