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RESUMO

O 21-deoxicortisol (21DF) sérico tem sido considerado um excelente
marcador para o diagnostico da hiperplasia adrenal congénita (HAC)
por deficiéncia de 21-hidroxilase (D210OH). Embora varios métodos de
radioimunoensaio (RIE) tenham sido descritos para 21DF, nenhum deles
esta disponivel comercialmente. Desenvolvemos um RIE adaptado para
a dosagem de 21DF, com extracdo prévia das amostras com éter e
separacédo por cromatografia liquida (HPLC). O ensaio foi aplicado para
a avaliacdo de criancas portadoras da forma classica de D210H
(15F/10M) e um grupo controle (5F/8M). O anticorpo obtido, associado
a eficiéncia da separacéao por HPLC, viabilizou o emprego do cortisol tri-
ciado neste RIE. Enquanto nos pacientes os niveis de cortisol estavam
reduzidos (48h ap0s suspensdo do tratamento) em comparagdo com o
grupo controle (2,1+2,1 vs. 16,2+7,0ug/dl), os valores do 21DF sérico
estavam bastante elevados (1.359+853ng/dl, variando de 434 a 3.079),
embora consistentemente abaixo do limite de sensibilidade (156ng/dl)
no grupo controle. O presente método, mesmo destituido de sensibili-
dade para aplicagcdo em individuos normais, permite a quantificacao
deste esteréide em portadores de D210OH, com a sensibilidade e a
especificidade necessarias para o diagnéstico e acompanhamento
desta condicao clinica. (Arq Bras Endocrinol Metab 2003;47/2:171-176)

Descritores: 21-Deoxicortisol; Radioimunoensaio; HPLC; Deficiéncia de
21-hidroxilase; Hiperplasia adrenal congénita

ABSTRACT

Development of a Radioimmunoassay for Serum 21-Deoxycortisol and Its
Potential Application in the Diagnosis of Congenital Adrenal Hyperplasia.
Serum 21-deoxycortisol (21DF) has been considered a useful hormonal
marker for the diagnosis of congenital adrenal hyperplasia (CAH) due to
21-hydroxylase deficiency (210HD). Although several radioimmunoassay
(RIA) methods for 21DF have been reported, none are commercially avail-
able. We developed a RIA adapted for 21DF determination, preceded by
ether-extraction and liquid chromatographic separation (HPLC) of sam-
ples. The assay was employed to evaluate children (15F/10M) with the
classic form of 210HD and a control group (5F/8M). The antibody
obtained, in addition to efficient HPLC separation, permitted tritiated cor-
tisol instead of 21DF to be used, since labeled 3H-21DF is expensive and dif-
ficult to obtain. Serum cortisol levels were reduced in patients with 210HD
(48h following therapy withdrawal) as compared to controls (2.1+2.1 vs.
16.2+7.0pg/dl), whereas serum levels of 21DF were significantly elevated
(1,359+853ng/dl, ranging from 434 to 3,079) in the former, but consistently
below the sensitivity limit of the assay (156ng/dl) in the latter group. The
reported method, although devoid of sensitivity for its application in nor-
mal subjects, permits 21DF to be quantified in patients with 210HD, with
adequate sensitivity and specificity to diagnose and follow patients with
this condition. (Arq Bras Endocrinol Metab 2003;47/2:171-176)

Keywords: 21-Deoxycortisol; 21-Hydroxylase deficiency; Radioimmunoas-
say; HPLC; Congenital adrenal hyperplasia
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A HIPERPLASIA ADRENAL CONGENITA (HAC), cerca

de 90% dos casos sdo decorrentes da forma clas-
sica da deficiéncia de 21-hidroxilase (D210H). No
mundo, a incidéncia desta doenca € de 1:13.000 a
1:15.000 nascimentos vivos (1), enquanto no Brasil
parece ser em torno de 1:7.500 (2). A atividade
reduzida ou ausente desta enzima (210H ou CYP21)
resulta num déficit na sintese do cortisol, promovendo
uma excessiva secrecdo de ACTH e conseqliente
aumento da produc¢do de andrégenos e de precursores
esterdides, principalmente a 17a-hidroxiprogesterona
(170HP) e o 21-deoxicortisol (21DF).

Clinicamente, estas alteracBes repercutem na
identificacdo sexual da menina (presenca de genitélia
ambigua) e, quando ndo tratada, em pseudopuberdade
precoce em ambos 0s sexos. Em cerca de 70% dos
casos, existe risco de vida por perda renal de sodio, ja
que a sintese de aldosterona também estd comprometi-
da (1,2). A significativa elevacdo da 17OHP sérica faz
deste esteréide um marcador caracteristico da D210OH,
tornando sua determinacdo imprescindivel para o diag-
noéstico. Como sua producdo também tem origem
gonadal (3,4), a interpretacdo de seus niveis séricos é
menos fidedigna no periodo pubertéario, principal-
mente na monitorizacdo terapéutica destes pacientes.

Em contraste - apesar de ser um esteréide de-
rivado diretamente da 170OHP através de sua 11[B-
hidroxilagdo -, o 21DF é produzido exclusivamente no
cortex adrenal (5-7). Esta via alternativa de sintese é
virtualmente inativa em condigdes fisiol6gicas, mas
torna-se exacerbada em pacientes com D21OH. Assim,
0 21DF pode ser considerado um marcador bioquimi-
co adicional da D210OH, tendo-se mostrado até mais
sensivel do que a 170HP (8) e permitindo, também,
detectar mais de 90% dos portadores heterozigotos (9).
Mesmo assim, por raz8es técnicas e pelo elevado custo,
este ensaio ndo se encontra amplamente disponivel para
a avaliagdo do perfil hormonal adrenal.

Neste trabalho, apresentamos os resultados pre-
liminares da aplicacdo de um radioimunoensaio (RIE)
adaptado para a determinagdo de 21DF no soro, com
separagdo prévia dos esterdides por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC), na avaliagdo de um
grupo de criancas portadoras de HAC com a forma
classica da D210OH e de um grupo controle.

MATERIAL E METODOS
Padrao
O 21DF (4-pregnen-11f3,17-diol-3,20-diona) foi
adquirido da Steraloids Inc. (USA) e preparado em
solugdo de metanol (grau cromatografico, EM Sci-
ence), na concentracdo de 100ug/ml.
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Imunizacao

Obtivemos o anticorpo anti-21DF através da imuniza-
¢do de 5 coelhos New Zealand White (NZW) com o
conjugado 4-pregnen-11f3,17,21-triol-3,20-diona 21-
hemissuccinato: soroalbumina bovina (cortisol-21-
hemissuccinato:BSA, Steraloids Inc.), que foi diluido
em agua destilada (Img/ml) e emulsionado com o
adjuvante completo de Freund. O volume correspon-
dente a 200ug do conjugado foi injetado em cada ani-
mal por via intra-dérmica. Duas re-imunizagdes, no 42°
e no 70° dia, foram realizadas com base nos estudos de
titulo. A técnica empregada foi baseada na de Vaitukaitis
e cols. (10), modificada por Vieira e cols. (11).

Purificag@o das amostras por HPLC
Amostras de 1ml de soro foram extraidas com 3ml de
éter p.a. (Merck, Brasil) sob agitacdo mecénica por
30s. A fase orgénica foi separada por centrifugagdo a
3.000rpm por 10min a 10°C em centrifuga refrigera-
da (Sorvall® RT7 plus) e, em seguida, evaporada sob
fluxo de nitrogénio. Os residuos obtidos foram recon-
stituidos com 200pl de fase movel e filtrados através de
membrana de celulose (0,5um, 13mm, Millipore).
Destes, 50ul foram injetados em um equipamento
HPLC (HP1100, Hewlett Packard, EUA), equipado
com mostrador automatico, bomba quaternéaria e
detector de UV com comprimento de onda varivel. A
deteccdo ocorreu em 246nm. Para a separagdo cro-
matografica empregou-se coluna analitica (125 x
4mm, 5um; Hypersil® BDS) e coluna-guarda equiva-
lente (4 x 4mm), ambas da HP. A fase movel foi 4gua-
metanol (53:47, v/v) em fluxo de 1ml/min. A &gua
utilizada foi obtida atraveés de equipamento Milli-Q®
(Millipore, EUA). Toda a analise foi realizada a 40°C.
O eluente foi fracionado em aliquotas corre-
spondentes ao intervalo de 2min, com o auxilio de um
coletor de fragdes (FRAC-100, Pharmacia Biotech,
EUA). A aliquota de namero 4, correspondente a
fracdo do 21DF, foi evaporada sob nitrogénio até
secagem total e os residuos mantidos a -20°C até a
analise por RIE.

RIE

Os residuos das amostras foram reconstituidos com 1ml
de solucdo tampédo gelatina-fosfato (TG) (11). Destes,
100ul foram utilizados em duplicatas para a execucdo
do RIE. O anticorpo anti-21DF (100pl) foi utilizado na
diluicdo 0,125 x 107, em solucdo TG. O triciado
[1,2,6-7-3H-cortisol, Amersham, EUA], com atividade
especifica de 2,29 TBg/mmol, foi mantido a -20°C até
a sua utilizacdo na proporcéo 15:10.000 em TG. Desta
solucdo, 100ul foram empregados no RIE. O tempo de
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incubacéo variou de 12 a 24 horas, a 4°C, com volume
final de 700pul. Depois da incubacdo, 200ul de carvéo-
dextran (12), mantidos em agitacdo continua a 4°C,
foram adicionados a cada amostra. Apds a homo-
geneizagdo e subseqiiente repouso por 15min a 4°C, as
amostras foram submetidas a centrifugacdo a 3.000rpm,
por 30min a 4°C. O sobrenadante foi transferido para
tubo KMA contendo 2ml de liquido de cintilacdo
(Opthfase “Hisafe””3, Perkin Elmer, EUA). A contagem
foi realizada num contador de radiacdo beta (Packard,
modelo 1900 TR, EUA). O célculo do 21DF, em
ng/dl, foi realizado pelo programa RIACALC (Wallac
Oy, Turku, Finlandia). A curva de calibracdo foi deter-
minada com 7 diferentes concentracfes: 39, 78, 156,
313, 625, 1.250 e 2.500pg/0,1 ml e foram preparadas
em TG a partir do padrdo de 21DF (100ug/ml). Os
resultados obtidos foram corrigidos em funcdo do vo-
lume inicial e da diluicdo das amostras.

O cortisol foi dosado em todas as amostras, sem
qualquer preparo prévio, por um RIE empregado na
rotina do nosso laboratério (11).

Validacao analitica

No estudo da especificidade foi avaliada a reacdo
cruzada com esterdides enddgenos estruturalmente
semelhantes ao 21DF, ou aqueles cuja concentracao
sérica € de interesse na avaliacdo de portadores de
HAC por D210OH. A recuperacdo foi determinada
através da avaliacdo de amostras (n= 6) de soro livre de
esteréides (obtido através da purificacdo com carvao-
dextran), adicionados com 750ng/dl de 21DF e sub-
metidos a todas as etapas do procedimento. A sensibi-
lidade do método foi definida como a menor quanti-
dade que pode ser diferenciada do soro livre de este-
réides com o intervalo de confianga de 98%. O estudo
da variacdo intra-ensaio foi determinado através da
analise de 3 a 6 replicatas de amostras de soro livre de
esteréides adicionadas com 21DF em concentracdes
conhecidas, avaliadas seriadamente e submetidas a
todas as etapas do método. O coeficiente de variagdo
(CV) inter-ensaio foi determinado através das avali-
acOes das amostras descritas acima, entre 3 dias dife-
rentes. Para o estudo comparativo, 7 amostras de soro
escolhidas aleatoriamente foram submetidas & determi-
nacdo de 21DF pelo presente método e também no
Service de Biologie Hormonale, Paris, sob a coorde-
nacdo de Jean Fiet.

Populacédo estudada

Avaliamos 25 criancas (15F/10M, 4,6-10,3 anos de
idade), portadoras da forma classica da D21OH, acom-
panhadas no Ambulatério de Adrenal da Disciplina de

Arq Bras Endocrinol Metab vol 47 n° 2 Abril 2003

Endocrinologia da UNIFESP, Sdo Paulo, SP. O diag-
noéstico foi estabelecido pelos niveis séricos elevados de
170HP e de androgenos. Todas foram orientadas para
suspender a terapia com glicocorticéide (hidrocortisona
ou prednisona) e mineralocorticéide durante as 48h
antecedentes a coleta. O intervalo estabelecido para a
suspensdo da medicacdo foi previamente avaliado em
um estudo piloto cujos pacientes permaneceram inter-
nados sob rigorosa avaliagdo, nos quais ndo foi observa-
do qualquer comprometimento clinico neste periodo.

Um grupo controle, constituido por 13 criancas
higidas (5F/8M, idades de 5,2 a 15,2 anos), foi tam-
bém estudado.

As amostras de sangue foram obtidas, entre 7 e
8h da manhd, por puncdo venosa periférica e, apés
centrifugacdo, o soro foi armazenado a -20°C até sua
utilizacdo.

O protocolo deste estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da UNIFESP, e todas as
coletas foram realizadas ap6s consentimento por
escrito dos pais e/0u responsaveis.

RESULTADOS

Os resultados da imunizacdo com os coelhos séo apre-
sentados na figura 1; os titulos mais elevados foram
obtidos com os anticorpos B e D. A tabela 1 apresen-
ta o estudo da especificidade com todos os anticorpos,
com excecdo do animal E, desconsiderado para o
experimento em funcdo da baixa resposta imunogéni-
ca. Devido as suas melhores caracteristicas, selecionou-
se para o RIE os anticorpos gerados no coelho D, cuja
diluicdo foi definida para o ensaio como 0,125 x 10-7.

A exatiddo do método, avaliada pela recupe-
racdo do 21DF no soro, foi de 93% e a sensibilidade de
156ng/dl. A precisdo, avaliada pelos CV intra- e inter-
ensaio, foi de 6,3 e 2,8% e de 15% e 5%, respectiva-
mente para concentracdes de 750 e 1.500ng/dl. O
estudo comparativo com outro laboratério mostrou
gue os resultados obtidos por este método, 5 valores
nao detectaveis e dois elevados (918 e 2.768ng/dl),
encontravam-se, respectivamente, na faixa de 13 a
37ng/dl e 561 e 2.792ng/dlI.

Os valores de 21DF observados nos pacientes
variaram de 434 a 3.079ng/dl, com média (xDP) de
1.359+853ng/dl, enquanto no grupo controle
mostraram-se todos abaixo do limite de sensibilidade
do método (156ng/dl) (figura 2).

Os niveis séricos de cortisol dos pacientes
encontravam-se na faixa de 0,3 a 8ug/dl, enquanto no
grupo controle variaram de 8 a 28ug/dl.
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Tabela 1. Especificidade encontrada para o anticorpo anti-21-deoxicortisol.

Esteréides Coelho A Coelho B Coelho C Coelho D
(%) (%) (%) (%)
21-DF 100,0 100,0 100,0 100,0
Cortisol 72,6 100,0 70,0 100,0
Cortisona 8,9 39,0 15,9 6,0
Corticosterona 10,8 7,0 24,7 12,8
Desoxicorticosterona 54 7,2 8,8 1,9
11-Deoxicortisol 34,7 100,0 18,1 9,5
17aOH-Progesterona 100,0 85,4 247 9,5
Aldosterona 0,3 0,8 1,6 0,4
Estradiol <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
titulo 1 -Decodmorbmol Coortiso
119000 | b Golho A
1/8000 ! f-*= Coelho B8 1000 = a -
+- @ Coelho C ngfdl = E H = g tdl
1/7000 —=—Coelho D R0 - -
| *~Coelho E i o0 =
1/6000 o
D - L) -3
1/5000 | - g 't' -
1/4000‘; . L5 — o™ * k]
1/3000: /A\\\ - L3 : :1. I:|.1
1/2000 ¢ \ ) - % E *a =
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1/1000 | %
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Figura 1. Titulo de anticorpos obtidos em coelhos durante a
imunizagdo com cortisol-21-hemissuccinato:BSA.

DISCUSSAO

A especificidade do anticorpo obtido mostrou-se apro-
priada para todos os esterdides testados, com a Gbvia
excecdo do cortisol, que apresentou reatividade cruza-
da de 100%. Em especial, este anticorpo cruza pouco
(<10%) com 170HP e 11-deoxicortisol, ndo compro-
metendo, portanto, a identificacdo exata de pacientes
com HAC. Por termos empregado um artefato (um
conjugado de cortisol acoplado a soroalbumina bovina
na posi¢do 21), o anticorpo obtido estaria, evidente-
mente, impossibilitado de diferenciar entre 21DF e
cortisol. Em realidade, os primeiros RIE desenvolvidos
para a determinacdo de 21DF foram realizados com a
utilizacdo de anticorpos anti-cortisol, visto que a
reacdo cruzada era de 100% com o 21DF (13,14). Por
outro lado, o desenvolvimento de um RIE especifico
para 21DF na rotina laboratorial em nosso meio seria
economicamente inviavel, uma vez que o marcado tri-
ciado para o 21DF é de custo elevado (US$ 9.000,00
por 1mCi, na faixa de 40-60Ci/mmol). Esta questdo,
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Figura 2. Distribuigdo da concentracao sérica de 21-deoxi-
cortisol e de cortisol em pacientes com HAC por deficién-
cia de 21-hidroxilase (D210H), forma classica, e no grupo
controle. LSM= limite de sensibilidade do método.

entretanto, foi satisfatoriamente resolvida com a
extracdo das amostras (livrando-as de impurezas de
outra natureza) e separagdo prévia por HPLC, isolan-
do especificamente o esterdide a ser analisado. Deve-se
salientar que, mesmo utilizando um RIE desenvolvido
com conjugado, anticorpo e marcador especificos para
21DF, seria imprescindivel um procedimento prévio
para separacdo dos esterdides. As condi¢bes croma-
tograficas empregadas neste estudo permitiram nitida
separacdo do 21DF do cortisol (15), uma vez que 0s
resultados de 21DF obtidos no grupo controle
(<156ng/dl) ndo sofreram influéncia das concen-
tragdes normais de cortisol (na faixa de pg/Zdl). A
reprodutibilidade intra- (5,6,16,17), e inter-ensaio
(6,17) e a recuperacao (5,16) mostraram-se adequadas
e similares aquelas previamente reportadas.

Devido & baixa sensibilidade nas condicbes
atuais do RIE (constatada também pelo estudo com-
parativo com a técnica empregada por Jean Fiet), seu
emprego para estudo de concentracBes esperadas
dentro da faixa da normalidade fica comprometido.

Arq Bras Endocrinol Metab vol 47 n° 2 Abril 2003
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Entretanto, a determinacdo dos niveis deste esterdide
em individuos normais é de pouca relevancia, por se
tratar de uma via alternativa que se expressa especifi-
camente na vigéncia da D210OH. Nestes pacientes,
motivo precipuo da proposta deste trabalho, a quan-
tificacdo dos niveis séricos de 21DF mostrou-se ple-
namente satisfatoria, corroborando os dados da lite-
ratura (17-20).

Assim, o método adaptado para a dosagem de
21-DF mostrou-se adequado para a avaliacdo de pa-
cientes com D210OH, embora apresentasse sensibi-
lidade insuficiente para aplicagdo em individuos nor-
mais. Estudos complementares devem ser realizados
para verificar a aplicabilidade da determinacdo de
21DF, isoladamente ou em adicdo a 17OHP, para o
diagnostico e acompanhamento de pacientes com a
D210OH. Além disso, segundo dados da literatura
(6,9,21), é possivel que seu emprego na deteccdo de
heterozigotos tanto para a forma classica como ndo
classica de HAC por D210H, possa suplantar a
importancia da 170OHP.
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