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RESUMO

A dosagem de cortisol livre na urina (CLU) € um método util na triagem
de pacientes suspeitos de sindrome de Cushing. Os imunoensaios atuais
apresentam limitagdes que dificultam sua aplicagdo e a comparacao
de resultados por diferentes ensaios. No presente método para
dosagem de cortisol e cortisona livres urinarios, baseado em
cromatografia liquida com deteccéao por espectrometro de massa em
tandem (LC-MS/MS), uma aliquota de urina 24h (200pL) € misturada com
solucdo contendo quantidade conhecida de cortisol deuterado e
extraida on-line em fase sdlida (C4g). O eluato é transferido para uma
segunda coluna C,g (Phenomenex Luna, 3y, de 50 x 2mm), e o eluato
obtido em modo isocratico é aplicado diretamente no MS/MS modelo
Quattro Micro, operando no modo positivo de ionizagdo quimica a
pressdo atmosférica (APCI). Todo o processo € automatizado e a quan-
tificacdo é feita por diluicdo isotbpica com base nas razdes das areas
dos picos dos analitos e do padrao interno deuterado. O estudo de
especificidade mostrou que nenhum ester6ide testado apresenta
reatividade cruzada superior a 1% com cortisol ou cortisona. A sensibili-
dade funcional é <1ug/L para os dois esteréides, e o CV interensaio <8%.
Os estudos de recuperacado e de linearidade foram satisfatérios, e a
comparacao entre os resultados obtidos para cortisol em 98 amostras
de rotina, pelo ensaio em estudo e por um RIE, mostraram correlagao de
r= 0,838, sendo os valores obtidos por LC-MS/MS significativamente mais
baixos (medianas de 22,0 e 49,4ug/24h, respectivamente) (P<0,0001). Os
valores de referéncia para cortisol foram definidos entre 11 e 43ug/24h,
compativeis com métodos semelhantes recentemente descritos. A
dosagem concomitante de cortisona livre urinaria permite o estudo da
atividade da enzima 11B-HSD2 e a pesquisa da sindrome do excesso
aparente de mineralocorticéides. O método descrito representa a
primeira descrigdo, em nosso meio, de uma nova geragdo de métodos
para a medida de esterdides hormonais, baseados em processos
preparativos automatizados e leitura por espectrometria de massa em
tandem. (Arq Bras Endocrinol Metab 2005;49/2:291-298)

Descritores: Cortisol livre urinario; Cortisona livre urinaria; Cromatografia
liguida; Espectrometria de massa

ABSTRACT

Measurement of Free Urinary Cortisol and Cortisone Using Liquid
Chromatography Associated With Tandem Mass Spectrometry Method.

Free urinary cortisol (UFF) measurement is one of the most useful screen-
ing tests for Cushing’s syndrome. Immunoassays employed today by
most clinical laboratories present limitations, specially concerning speci-
ficity. These limitations restrain a widespread application of the method,
as well as the comparison of results obtained by the use of different
methods. We present the development and characterization of a UFF
and cortisone method based on liquid chromatography and tandem
mass spectrometry (LC-MS/MS). A 200puL aliquot from a 24h urine sample
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is mixed with a solution containing a known quantity
of deuterated cortisol and on-line extracted in solid
phase (C.g). The eluate is transferred to a second C,g
column (Phenomenex Luna, 3y, 50x2 mm) and the
isocratic mode elution profile is directly applied to a
tandem mass spectrometer model Quattro Micro
operating in positive mode atmospheric pressure
chemical ionization (APCI). All process is automated
and the quantification is performed by isotopic dilu-
tion, based on the analyte and the deuterated inter-
nal standard peak area ratios. The specificity study
showed that all the steroids tested presented cross
reactivity of <1% for cortisol and cortisone. Functional
sensitivity is <1ug/L for both steroids, and the interas-
say CV <8%. Recovery and linearity studies were
satisfactory and comparison of results obtained using
a RIA for UFF and the present method in 98 routine
samples showed a correlation of r= 0.838, with the
results obtained with LC-MS/MS significantly lower
(medians of 22.0 vs. 49.4ug/24h for RIA) (P<0.0001).
Reference values for cortisol were defined as values
between 11 and 43ug/24h, compatible to those
recently described for similar methods. The concomi-
tant measurement of UF cortisone allows the study of
the activity of the enzyme 11p-HSD2 and the diagno-
sis of the apparent mineralocorticoid excess
syndrome. The method represents the first steroid
assay of a new generation, based on automated
preparative methods and tandem mass spectrome-
try, described in our country. (Arq Bras Endocrinol
Metab 2005;49/2:291-298)

Keywords: Free urinary cortisol; Free urinary cortisone;
Liquid chromatography; Mass spectrometry

TRIAGEM DE PACIENTES SUSPEITOS de sindrome de

Cushing, bem como a tentativa de sua compro-
vacdo laboratorial, € um dos maiores desafios da clini-
ca endocrinoldgica (1,2). Por se tratar de condicdo
relativamente rara, mas com sinais e sintomas comuns
a outras condicdes clinicas muito mais frequientes, fica
clara a necessidade de um método de triagem sensivel
e especifico. Dentre os métodos preconizados, a
dosagem de cortisol livre urinario é dos mais utilizados
e aceitos, sendo considerado de primeira linha por
muitos autores, em conjunto com as medidas de corti-
sol salivar coletado a meia-noite e o teste de supressdo
com dose baixa de dexametasona (3,7). A dosagem de
cortisol livre na urina de 24 horas apresenta como
vantagens teoricas o fato de ser imune a flutuac6es da
proteina carregadora de cortisol (CBG), e de repre-
sentar a integracdo da secrecdo de 24 horas, eliminan-
do a varidvel do ritmo circadiano. Por outro lado, a
dosagem do cortisol livre urinario apresenta uma limi-
tacdo especifica que concerne a coleta da urina,
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procedimento que exige participagdo ativa do paciente.
No entanto, sua maior limitacdo sempre foi técnica, de
origem metodoldgica. Desde a descricdo inicial do
método, baseado em um ensaio de ligacdo protéica
competitiva precedido de detalhado processo preparati-
vo cromatografico, a definicdo de valores de referéncia e
a necessidade de processos cromatograficos tem sido
muito debatida, em especial por Murphy e cols. (8-11).

Ha alguns anos publicamos trabalho relatando
0 desenvolvimento de um radioimunoensaio para
cortisol livre urinario, baseado num anticorpo de boa
qualidade, e com um processo preparativo relativa-
mente simples (12). O método foi utilizado em nossa
rotina durante mais de cinco anos, mostrando alta
reprodutibilidade e robustez. No entanto, encon-
tramos casos isolados onde claramente observamos
interferéncia de glicocorticoides exdgenos, observacdo
que se coaduna com o fato de que os valores descritos
como normais para 0 método (até 86ug/24h) serem
superiores aos descritos para os métodos de referéncia
(até 50ug”/24h), situacdo freqlentemente relatada na
literatura (13). Estas observa¢Bes sdo perfeitamente
condizentes com a presencga de iniUmeros metabdlitos
do cortisol na urina, que se apresentam em quanti-
dades muito superiores ao mesmo, desde que a fracdo
livre constitui menos de 0,1% do total de metabdlitos
de cortisol presentes (14). O método preparativo
empregado em NOssO ensaio assumia um compromis-
so entre a praticidade e a especificidade, condicdo
comum a este tipo de método (15). Em funcéo disto,
e levando em consideragdo as limitacdes intrinsecas
dos imunoensaios, valores reais de cortisol livre
urinario sé eram possiveis até pouco tempo com o
emprego de processos cromatograficos de alta com-
plexidade, associados ou ndo & leitura por absor¢do
de ultravioleta (16,17).

O controle da acdo do cortisol sobre os recep-
tores mineralocorticéides é feito pela sua oxidagdo
local a cortisona, catalisada pela agdo da enzima 11p-
hidroxiesterdide dehidrogenase tipo 2 (113-HSD2).
Esta metabolizacdo do cortisol, levada a cabo por uma
enzima localizada na proximidade dos receptores
mineralocorticdides, e que é tecido-especifica, previne
a acdo do esterdide nesse receptor (18). Este fend-
meno se baseia no fato de que os receptores mineralo-
corticoides tém afinidade semelhante por cortisol e
aldosterona, mas cortisona ndo se liga ao receptor, e
aldosterona ndo é substrato para a enzima. Desta
maneira, previne-se a agdo do cortisol no receptor
mineralocorticéide, desde que sua concentragdo
sérica € muito superior a do mineralocorticéide de
referéncia, a aldosterona. A auséncia, ou deficiéncia,
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da 11B-HSD2 leva a uma acdo mineralocorticdide
excessiva, com retencdo de sodio e agua e uma
condicdo de hipertensdo com hipocalemia e supressao
da atividade da renina plasmatica conhecida como sin-
drome do excesso aparente de mineralocorticoides
(Apparent Mineralocorticoid Excess — AME) (19).
Sendo os rins a principal fonte de cortisona livre
urinaria, a avaliacdo da atividade da enzima 113-HSD2
pode ser feita com o estudo da relacdo entre cortisol e
cortisona livres na urina, 0 que torna a dosagem con-
comitante dos dois esteréides de interesse préatico (20).

A introducdo, na préatica diagnoéstica, de
metodologias para a dosagem de horménios esterdides
baseadas na deteccdo final por espectrometria de massa
vem ocorrendo lentamente ao longo das udltimas
décadas, em especial gracas aos trabalhos de Shackle-
ton e seu grupo (21-24). Em teoria, 0 espectrémetro
de massa, especialmente no arranjo em tandem
(MS/MS), tem um potencial de identificacdo de subs-
tancias inigualavel, e sua aplicacdo mais ampla na prati-
ca diagnéstica esta na dependéncia de evolugdes técni-
cas pontuais, dissemina¢do de conhecimento e custos.
Com a evolucdo dos equipamentos e das técnicas de
introducdo de amostras para leitura, a concretizacdo de
todo o potencial dessa metodologia estd se tornando
realidade. No caso da determinacdo do cortisol
urinario, devido a sua relativa alta concentracdo, 0s
recursos técnicos ja estdo disponiveis, e laboratérios de
referéncia nos EUA e Europa tém recentemente
publicado metodologias baseadas em cromatografia
liquida e espectrometria de massa com este objetivo
(25-27). Neste trabalho, apresentamos nossa experién-
cia no desenvolvimento de um método de alta especi-
ficidade para a medida de cortisol e cortisona livres na
urina, baseado em cromatografia liquida e espectrome-
tria de massa em tandem (LC-MS/MS).

MATERIAL E METODOS

As amostras de urina para a comparacdo entre métodos
de dosagem de cortisol livre urinario provieram de
nossa rotina diagnostica, sendo utilizadas 98 amostras
seqlenciais. Os pacientes foram instruidos a desprezar
a primeira urina da manha e coletar todo o volume até
a manha do dia seguinte. Foram fornecidos frascos
contendo 10g/L de &cido bdrico e solicitado que a
amostra fosse mantida em lugar fresco durante o perio-
do de coleta. O método comparativo utilizado foi o
baseado em extracdo e cromatografia, seguido por
radioimunoensaio, conforme descrito anteriormente
(12), e baseado no método preparativo simplificado
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descrito por Morineau (28). A metodologia estatistica
empregada para a comparacdo entre os resultados, e
extrapolacdo de pontos de decisdo, baseou-se no pro-
grama EP Evaluator, fornecido por David Rhoads
Associates Inc., Kennett Square, PA, USA. Adicional-
mente, 165 amostras de urina de nossa rotina foram
utilizadas para definicdo da relacdo entre cortisol e cor-
tisona livres. Para os célculos estatisticos gerais e exe-
cucdo dos graficos empregamos o programa Prism 4,
fornecido por GraphPad Inc., San Diego, Ca, USA
(www.graphpad.com). O cortisol deuterado (cortisol-
la, 2a-d,, 98,5% D - cédigo D-2878) utilizado como
padrdo interno foi adquirido de C/D/N Isotopes
(Quebec, Canada). Os solventes empregados foram
todos de qualidade p.a. ou superior, e 0s sais empre-
gados para a manufatura dos tampdes adquiridos de
Merck Industrias Quimicas, Rio de Janeiro.

Toda a manipulacdo de amostras e de eluentes
foi feita com a utilizacdo de sistema de manipulacdo de
liquidos Gilson 215, equipado com software Gilson
735 (Gilson, Inc., Middleton, WI, USA). Os seguintes
esterdides sintéticos foram utilizados para a avaliacdo de
especificidade do método: corticosterona, desoxicorti-
costerona, 11-desoxicortisol, 21-desoxicortisol, pro-
gesterona, aldosterona, prednisona, prednisolona, 6a-
metilprednisolona, betametasona, fludrocortisol, trian-
cinolona, dexametasona, 5a-dihidrocortisol, 5p3-
dihidrocortisol, 6B-dihidrocortisol, 5a-tetrahidrocorti-
sol, 5a-tetrahidro-11-desoxicortisol, 53-tetrahidro-11-
desoxicortisol, 20a-dihidrocortisol, 20B-dihidrocorti-
sol, 5B-tetrahidrocortisol, cortisol-21-glucoronato e
cortisol-21-sulfato, todos eles, bem como os padrdes
de cortisol e cortisona, obtidos de Steraloids Inc., New-
port, RI, USA. Para o estudo de especificidade, 0s
esterdides foram analisados numa concentracdo de
5.000ug/L, preparada no mesmo tampdo utilizado
para a diluicdo do cortisol deuterado (vide abaixo).

Método Analitico

As amostras de urina foram homogeneizadas, e a uma
aliquota de 200uL adicionamos 50uL de solucdo de
cortisol-d, (10mg/L) em tampédo fosfato 0,002M,
acrescido de 60mmol/L de NaCl, 34,0mmol/L de
uréia e 0,9mmol/L de creatinina. Ap6és homogeniza-
¢do, o sistema aspira 200uL da mistura e os injeta em
uma linha cromatogréfica eluida com uma fase mével
constituida por 14% de acetonitrila em &gua a um
fluxo de 0,7mL/min. A amostra é conduzida a uma
vélvula de seis portas e duas posi¢des, onde encontra-
se instalado um cartucho C;g de 3 x 4mm (Phe-
nomenex Security Guard, Labtron, Sdo Paulo), sendo
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0s esteroides de interesse retidos e parcialmente purifi-
cados. Em seguida, a valvula altera o fluxo de solventes
fazendo com que o cartucho seja eluido em sentido
reverso por uma fase movel de 40% de formiato de
amoénio 5mM, pH 3 e 60% de metanol. Nessa
condicdo cromatogréfica, os esterdides sdo eluidos do
cartucho e a fracdo contendo cortisol e cortisona é
encaminhada a uma segunda coluna cromatogréfica
(Phenomenex Luna Cqg, 3l, de 50 x 2mm). As duas
fases mobveis sdo bombeadas por um sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia composto de
duas bombas LC-10ATvp controladas pelo médulo
SCL-10Avp (Shimadzu Corp., Kioto, Japdo), com
eluicdo isocratica. O perfil cromatografico obtido é
diretamente aplicado no espectrémetro de massas em
tandem (MS/MS) modelo Quattro Micro
(Waters/Micromass, Manchester, UK), equipado com
sonda de ionizacdo quimica a pressdo atmosférica
(APCI), operando em modo positivo. A anélise quan-
titativa foi feita no modo de monitoracdo de multiplas
reacdes, onde foram monitoradas as seguintes tran-
sicdes: m/z 363>121 (cortisol), m/z 365>122 (corti-
sol-d,,) e m/z 361>163 (cortisona). O gas de colisdo
empregado foi o argonio a uma pressdo de 4 x 104
kPa. A corrente da agulha de APCI foi 5,0u4A e a ener-
gia de colisdo foi de 24eV. Para as transi¢cdes 363>121
e 165>122, utilizou-se uma voltagem do cone de 32V,
e para a transicdo 361>163, uma voltagem de 42 V. A
quantificacdo é feita automaticamente com a utilizacao
do médulo QuanLynx do software MassLynx (Micro-
mass), através de diluicdo isotopica. Nesse método,
utilizam-se as razdes entre as areas dos picos referentes

"1 365,2>122,1

aos analitos (cortisol ou cortisona) e as areas do corti-
sol deuterado (padrdo interno). A razdo é interpolada
em curva-padrdo obtida a partir de quatro niveis de
calibradores (cortisol a 10, 50, 100 e 200ug/L, corti-
sona a 20, 100, 200 e 400ug/L), que é refeita em cada
lote de determinagdes. O tempo de ensaio, desde a
colocacdo da aliquota de urina no amostrador até o
resultado final, é inferior a 5 minutos por amostra. Na
figura 1 estdo representados os perfis obtidos para o
cortisol deuterado, cortisol e cortisona, apds 0 proces-
so cromatogréfico e a leitura no MS/MS.

RESULTADOS

Caracteristicas do Método

Para a validacdo do método, estudamos a precisdo
através do coeficiente de variacdo (CV) interensaio
obtido pela dosagem de dois pools de urina, um com
valor médio de 18,0mg/L e outro de 102,2mg/L.
Foram realizadas 20 dosagens em duplicata ao longo
de 4 semanas, sendo os CV obtidos 7,9% e 7,4%,
respectivamente. O CV intraensaio das duplicatas das
dosagens foi de 4,4%. O estudo de linearidade foi feito
pela diluicdo seriada de aliquota de urina contendo
800mg/L até alcancarmos 3mg/L, obtendo-se valo-
res entre 93,9 e 101,3% do esperado. A sensibilidade
funcional foi calculada tendo como base 20 dosagens
em duplicata, efetuadas ao longo de quatro semanas,
de quatro aliquotas com valores de 8,4, 4,2, 1,7 ¢
0,8mg/L. Com base no CV interensaio de cada uma
das amostras, e definindo como 20% o valor méximo
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Figura 1. Transicbes monitoradas por espectrometria de massa e os respectivos perfis cromatograficos. O primeiro se refere
ao cortisol deuterado, o segundo ao cortisol e o terceiro a cortisona.
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Figura 2. Correlagéo entre os valores obtidos com o méto-
do em estudo (LC-MS/MS) e um método baseado em
radioimunoensaio (RIE) em 98 amostras de urina de rotina
diagnéstica (correlagdo de Spearman r= 0,838, P<0,0001).

aceitavel, este valor foi alcancado com a aliquota con-
tendo 0,8mg/L (14,3% de variacdo interensaio, com
limite de confianca entre 10,9 e 20,3%). Pode-se, pois,
considerar que a sensibilidade funcional do método
descrito esta abaixo de 1mg/L.

A recuperacdo foi avaliada pela adicdo de
quantidade fixa de cortisol (100mg/L) e de corti-
sona (150mg/L) a 15 amostras de urina com valores
basais entre 2,8 e 22,3mg/L, obtendo-se recupe-
racdo média (+ desvio padrdo) de 93,3 + 2,9% para
cortisol e 118,7 + 9,1% para cortisona. Quanto a
especificidade, dos esterdides testados na concen-
tracdo de 5.000mg/L, reatividade cruzada detectavel
(acima de 0,2%) foi observada com 6p-dihidrocorti-
sol (0,97%), 20B-dihidrocortisol (0,88%), 21-desoxi-
cortisol (0,27%), prednisolona (0,24%) e cortisol-21-
glicuronato (0,24%).

Resultados da Comparacdo Com o Método
Anterior

O resultado das dosagens de cortisol, realizadas em
paralelo em 98 amostras de nossa rotina diagnéstica,
mostrou correlacdo (Spearman) de 0,838 (P<0,0001)
com os valores obtidos com o RIE e com o método de
LC-MS/MS, sendo estes significativamente mais
baixos que os obtidos com o RIE, com medianas de
22,0 e 49,4mg/24h, respectivamente. O estudo
estatistico (teste de Wilcoxon para determinacdes
pareadas) mostrou alta significancia (P<0,0001). Os
dados encontram-se representados na figura 2. Com
base nestes resultados e utilizando-se o programa EP
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Figura 3. Correlagéo entre os valores de cortisol e cortisona
livres em 165 amostras de urina. A correlagdo entre as duas
determinac¢des (Spearman) foi de r= 0,697 (P<0,0001).

Evaluator, extrapolamos os valores correspondentes a
faixa de normalidade do RIE (27 a 86ug/24h) (12),
obtendo os valores de 11 a 43ug/24h.

Resultados de Cortisona Livre Urinaria

O estudo dos resultados obtidos nas 165 amostras de
rotina mostrou uma mediana de 77,5ug/L de corti-
sona, com intervalo de distribuicdo entre 4,2 e
1020,0pg/L, e mediana de 22,0ug/L de cortisol,
com intervalo de distribuicdo entre 3,3 e 698,0ug/L.
A correlacdo (Spearman) entre as determinacdes de
cortisol e cortisona mostrou um r= 0,697 (P<0,0001).
A relacdo média entre as dosagens de cortisona/corti-
sol foi de 2,48. A representacdo grafica dos resultados
estéd na figura 3.

DISCUSSAO

A introdugdo das técnicas de radioimunoensaio para
dosagens hormonais, incluindo esterdides, trouxe uma
verdadeira revolucdo em pesquisa e diagndstico de
patologias enddcrinas (29-31). Os métodos em geral
incluiam um processo de extracdo em solvente organi-
co seguido, ou ndo, de cromatografia. Com a evolucao
dos imunoensaios, novos marcadores ndo radioativos
passaram a ser empregados e, principalmente, novos
desenhos de ensaios foram desenvolvidos e aplicados.
Dentre estes, destacam-se 0s ensaios imunometricos,
nao competitivos e com dupla identificagdo, que ele-
varam significantemente o nivel de qualidade dos
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ensaios hormonais (32). No caso da dosagem dos hor-
modnios esterdides, devido ao seu baixo peso molecu-
lar, 0 principio dos ensaios imunométricos ndo pode
ser aplicado, permanecendo até hoje o desenho de
ensaio competitivo, sendo as Unicas varidveis aper-
feicoadas o tipo de separacdo e o tracador (33). O
mesmo ocorre com as tironinas, pela mesma razdo. No
entanto, a partir da década de 80, e principalmente 90,
com a disponibilidade de ensaios imunométricos de
excelente qualidade para os horménios peptidicos (ex.
TSH, LH, FSH, Prolactina, PTH, insulina etc.), estes
métodos foram adaptados a plataformas automati-
zadas. Colocou-se, entdo, a necessidade de adaptacdo
das rotinas de esterdides hormonais de alto volume,
especificamente estradiol, testosterona, progesterona e
cortisol, as mesmas plataformas automatizadas. Pela
impossibilidade técnica e pratica de serem mantidos 0s
processos preparativos, diversas modificacbes foram
introduzidas visando a “simplificacdo” das dosagens de
ester6ides hormonais. Tais modificacbes foram bem
sucedidas, pois atualmente as dosagens dos esterdides
de maior interesse sdo disponiveis na maioria das
plataformas automatizadas. No entanto, um alto custo
em termos de qualidade de ensaio teve que ser pago,
desde que o desenho competitivo dos ensaios foi
mantido com todas as suas limitages. Tentativas de
desenvolvimento de ensaios ndo competitivos para
moléculas de baixo peso molecular foram, em teoria,
bem sucedidos (34), no entanto nunca atingiram o
estagio de aplicacdo préatica.

Com a crescente demanda por qualidade dos
ensaios disponiveis, estas limitacdes, impostas aos
ensaios de esteréides hormonais, tém se tornado mais
evidentes, e impulsionado a pesquisa em novas
metodologias (35-37). Dentre estas, a espectrometria
de massa é a que apresenta maior potencial, desde que
permite, teoricamente, uma especificidade muito
maior que aquela proporcionada pelo reconhecimento
por anticorpo especifico. A demora da aplicacdo da
metodologia na medida de esterdides hormonais, € na
de outras substancias de interesse clinico, tem varias
razBes, destacando-se aspectos técnicos e econdmicos.
Do ponto de vista técnico, a maior barreira na popu-
larizacdo da espectrometria de massa era a auséncia de
ferramentas que possibilitassem a ionizacdo de subs-
tancias poucos volateis, como é o caso dos esterdides
hormonais, assim como outras biomoléculas. O desen-
volvimento de técnicas como o electrospray e a ioniza-
¢do quimica a pressdo atmosférica (APCI) ampliaram o
universo de substancias que podem ser analisadas pela
espectrometria de massa, permitindo a ionizacéo dire-
ta a partir da fase liquida, dispensando as etapas traba-
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Ihosas de derivatizacdo quimica. Além disso, 0s novos
métodos de ionizacdo possibilitaram o acoplamento
direto com a cromatografia liquida de alta eficiéncia,
resultando num método de alta sensibilidade e sele-
tividade, excelente desempenho em analises quantitati-
vas e passivel de automatizacdo. Do ponto de vista
econdmico, o custo dos equipamentos sempre foi o
maior empecilho, e continua sendo, apesar da queda
constante do pre¢co das maquinas nas Gltimas décadas.
Associe-se a este aspecto os custos de instalacdo,
manutencao, e a necessidade de méao de obra especiali-
zada para o desenvolvimento e operacao.

A introducdo na rotina, de maneira pioneira,
por varios laboratérios de referéncia internacional da
nova metodologia na dosagem de cortisol livre
urinario tem varias razfes (25-27). Dentre estas, além
da concentracdo relativamente elevada, a presenca de
inimeros interferentes potenciais torna a medida alta-
mente propicia a ganhos em especificidade
metodoldgica. A disseminacdo da metodologia devera
reposicionar a dosagem de cortisol livre dentre as téc-
nicas utilizadas para o screening de hipercortisolismo
enddgeno (sindrome de Cushing). Isto por que a alta
especificidade analitica permite um diagnéstico mais
preciso do que aquele obtido com os imunoensaios
mais comuns, tornando a dosagem, ja aceita como
uma das mais Uteis, ao lado de cortisol pds-depressdao
com dexametasona e cortisol salivar a meia-noite (38-
42), ainda mais atrativa. O método aqui descrito apre-
senta a vantagem adicional de permitir a dosagem
concomitante da cortisona livre, e conseqlientemente
0 estudo da atividade da enzima 113-HSD2. Apesar
de, teoricamente, o interesse ser restrito aos raros casos
de excesso aparente de mineralocorticéides (Apparent
Mineralocorticoid Excess, AME), a possibilidade de
diagnéstico de outras variantes da sindrome pode ser
aberta pela maior disponibilidade da dosagem.
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