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INFORMACAO SOBRE O ARTIGO RESUM O
Historial do artigo: Introdugdo: A excregdo do cortisol livre urinario (CLU) é um indicador sensivel de hipercortisolismo.
Recebido a 17 de maio de 2016 No entanto, a diminuta concentracdo de CLU em relagdo ao total dos seus metabolitos urinarios ¢ a
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) grande semelhanga molecular entre eles, dificultam o seu doseamento. Um exemplo paradigmatico
Online a 30 de junho de 2017

¢ amedigdo falsamente elevada do CLU secundaria ao aumento do 6f3-hidroxicortisol (63-OHF), um
dos metabolitos do cortisol. Como a sua excre¢do pode aumentar até 60 vezes pela administragdo de
farmacos metabolizados pelo citocromo p450 existe, nestes casos, a possibilidade de interferéncia
Palavras-chave: . a . . e
6 beta-hidroxicortisol com importancia no diagndstico.
Cromatografia Gasosa Este problema tem sido ultrapassado submetendo a amostra de urina a uma extrac¢do com solvente
Hidrocortisona/urina organico, antes de proceder ao doseamento do CLU. No entanto, alguns imunoensaios dispensam o
passo de extrac¢do e optam por indicar valores de referéncia obtidos pelo método directo.
Objectivos: (1) Avaliar o impacto da extracgdo com diclorometano nos niveis de CLU; (2) Avaliar a
interferéncia do 63-OHF no doseamento do CLU, por cinco imunoensaios; (3) Confirmar a auséncia
do 6B-OHF na fase orgénica ap6s extracgao.
Meétodos: Determinagdo do CLU por imunoensaio, utilizando os métodos directo (D) e com extracgdo
com diclorometano (E), em amostras de urina de doentes e numa amostra de urina ap6s adi¢ao de
6p-OHF. Identificagdo do 63-OHF por cromatografia gasosa (CG).
Resultados: (1) A diferenga entre os niveis de CLU em 47 amostras doseadas pelo método directo e
apos extracgdo, variou entre -7% e 878%; (2) O nivel de CLU nas amostras sem adi¢do de 63-OHF
varia entre 56-90ug/24 h (E) e 71-671 pg/24 h(D) e, ap6s a adigdo de 63-OHF, entre 53-231 pg/24 h
(E) e 71-2842 ng/24 h (D); (3) Apo6s extracgdo, a CG s6 identificou 63-OHF na fase aquosa.
Conclusdo: Demonstra-se a existéncia de diferentes graus de interferéncia induzida pela presenca de
6B-OHF no doseamento do CLU por imunoensaio. Cada laboratdrio devera confirmar a necessidade
de submeter a urina a extrac¢ao com solvente organico, antes de proceder ao doseamento do CLU.

Urinary Free Cortisol: Interference in the Determination

ABSTRACT

Introduction: The excretion of urinary free cortisol (UFC) is a sensitive indicator of hypercortisolism.
However, the low concentration of UFC compared with its total urinary metabolites and the molecular
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similarity between them, make a reliable UFC measurement difficult. A typical example is the increase
in the measurement of UFC secondary to an increase in 63-hydroxycortisol (6-OHF), an unconjugated
metabolite of cortisol. Since 63-OHF excretion may increase up to 60 more by the administration of
drugs whose metabolism is also carried out by p450 cytochrome, exists the possibility of interference
with importance for the diagnosis.

This problem has largely been overcome, by submitting the urine sample to a previous extraction
with an organic solvent. Nevertheless, some immunoassay methods dispense the extraction step and
choose to indicate reference values obtained without extraction.

Aim: (1) To evaluate the influence of dichloromethane extraction in UFC levels; (2) To evaluate the
interference of 6B-OHF in the measurement of UFC using five immunoassays; (3) To confirm the
absence of 63-OHF in the organic phase after extraction.

Methods: The UFC concentration was determined by immunoassay, before (D) and after (E)
dichloromethane extraction, in patient’s urine samples and in one urine sample after addition of
known amounts of 63-OHF. The presence of 63-OHF was evaluated by gas chromatography analysis.
Results: (1) The difference between UFC results before and after extraction showed a variation between
-7 and 878%; (2) The UFC levels in samples without exogenous 63-OHF, showed a variation of 56-90
ng/24 h (E)and 71-671 pg/24 h (D). The range of UFC values after the addition of increasing amounts
of 63-OHF was 53-231 pg/24 h (E) and 71-2842 ng/24 h (D); (3) After extraction, gas chromatography
analysis only showed the presence of 63-OHF in the aqueous phase.

Conclusion: It was demonstrated the existence of variable degrees of interference induced by the
presence of 63-OHF in CLU measurement by immunoassay. Each laboratory should confirm the need
to submit the urine samples to a previous extraction with an organic solvent.

Introducao

O cortisol, hormona sintetizada na zona fasciculada do cortex
da glandula supra-renal, tem um papel fundamental na regulagio
homeostatica do metabolismo basal, do sistema imunitario e da
resposta ao stress.'

Em concentracdes fisiologicas o cortisol plasmatico esta
predominantemente ligado a transcortina e, em menor quantidade,
a albumina (ligagédo variavel, dependente da avidez da albumina).?
A fracgdo livre, responsavel pelas accdes fisiologicas desta
hormona, corresponde a cerca de 5-10% do cortisol plasmatico
total e a sua acgdo local ¢é regulada pela interconversdo cortisol/
cortisona e mediada pelas enzimas 11-f-hidroxiesteroide
desidrogenases, com expressao em diferentes tecidos.**

Nas situacdes em que os niveis de cortisol plasmatico se
elevam para valores superiores aos da capacidade de ligagdo da
transcortina (20 pg cortisol/dL), a concentragdo da forma livre
aumenta e, por consequéncia, também, a sua excre¢do urinaria.’
Interessa ainda referir que o termo “cortisol livre” é geralmente
utilizado para designar tanto a forma livre plasmatica como a
fraccdo urinaria nao metabolizada, a qual sera, neste trabalho,
designada por cortisol livre urinario (CLU).

O processo de metabolizagdo do cortisol/cortisona visa
a obten¢do de compostos mais hidrossoluveis, facilitando a
sua rapida excre¢do urinaria. Assim, os principais metabolitos
— tetrahidrocortisol, tetrahidrocortisona, cortol e cortolona —
resultantes da redu¢ao do anel A do cortisol, sdo rapidamente
conjugados com acido glucoronico ou sulfurico e excretados
na urina. Por outro lado, a oxidag¢do do cortisol, mediada pelo
citocromo p450 (CYP3A4), origina o 6B-hidroxicortisol (6-OHF),
unico metabolito com um 4tomo de oxigénio suplementar, o
que lhe confere maior polaridade e, por consequéncia, maior
hidrossolubilidade® (Fig. 1).

A determinagdo do CLU na urina de 24 horas ¢ um método
de eleig¢do no rastreio do hipercortisolismo enddgeno, uma vez
que a excregdo do cortisol na urina reflecte a sua produgao
diaria, integrando as flutuagdes circadianas e ndo estando sujeito
as variagdes das proteinas de transporte.” No entanto, este
doseamento encerra algumas dificuldades. Por um lado, a propria
amostra de urina pode estar associada a uma colheita incorrecta,

a alteragdes da funcdo renal e a uma enorme diversidade de
componentes, em especial os resultantes do metabolismo das
hormonas esterdides e glicocorticdides sintéticos. Por outro lado,
os imunoensaios utilizados no doseamento do CLU estao sujeitos
a interferéncias decorrentes da grande semelhanca estrutural entre
o cortisol e os seus metabolitos.

Contudo, a configuragdo espacial da molécula de cortisol, o
seu baixo peso molecular e, consequentemente, a simplicidade
do seu epitopo, limitam a sua capacidade antigénica, dificultando
a obtengdo de anticorpos com a capacidade de reconhecerem
unicamente o cortisol e que minimizem a ocorréncia de reacgdes
cruzadas resultantes da ligacdo a epitopos estruturalmente
similares.* Um dos metabolitos do cortisol, que merece especial
referéncia é o 63-OHF, dado que a sua habitual baixa concentragao,
pode sofrer um aumento significativo associado a administragao de
farmacos igualmente metabolizados pelas oxidases do citocromo
p450 (CYP3A4), localizado no reticulo endoplasmatico dos
hepatdcitos.”'* Estas oxidases exibem uma baixa especificidade
de substracto sendo a sua actividade induzida nao soé pelo
cortisol mas, também, por um grande nimero de farmacos como
fenobarbital, fenitoina, carbamazepina, pentobarbital, rifampicina
e outros agentes tuberculostaticos, probenicida, amiodorona,
mitotano e Hypericum perforatum (erva de Sao Jodo).”'>!®

De salientar, ainda, que os niveis de excregdo urinaria de
6B-OHF dependem da expressdo do CYP3A4, a qual, segundo
os trabalhos de Forrester et al, em figados humanos, pode variar
até 60 vezes.”"” Como consequéncia, a variabilidade inter e intra-
individual do 6B-OHF ¢ consideravel, dificultando a predicao
da relevancia da sua interferéncia no doseamento do cortisol e
a obteng@o de um intervalo de referéncia, mesmo em individuos
saudaveis.”' Numa tentativa de minimizar estas interferéncias, ha
fabricantes de imunoensaios que optam por submeter a amostra de
urina a uma extrac¢ao com solvente, a qual permite a separagao do
cortisol dos interferentes mais hidrossoluveis®-' (Fig. 2), antes de
efectuar o doseamento do CLU.

Com este trabalho pretende-se avaliar o comportamento das
metodologias de imunoensaio mais utilizadas no doseamento
de CLU, identificando o impacto da extrac¢do e a interferéncia
do 6B-OHF, um dos metabolitos do cortisol presentes na urina.
Adicionalmente, a abordagem de alguns conceitos basicos
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Figura 1. Estrutura das moléculas de cortisol/cortisona e principais produtos do seu metabolismo.

O metabolismo do cortisol e cortisona ¢ semelhante e realizado através de trés processos: i-Redugio do anel A; ii- Redugio do carbono 20, sem redugéo do anel A e iii-Oxidagédo do carbono 6'. Os circulos indicam as

alteragdes ocorridas nas moléculas de cortisol e cortisona.

relacionados com a problematica do doseamento do CLU, podera
ter utilidade na formagao dos jovens internos de Endocrinologia.

Métodos

A avaliacdo do impacto da extraccdo nos niveis de CLU
foi realizada em quarenta e sete amostras de urina de doentes,
escolhidas aleatoriamente. Todas as amostras foram analisadas
por radioimunoensaio, através do método directo (D) e do método
com extraccao (E).

Para a avaliagdo da interferéncia do 6f-OHF no doseamento
do CLU, por imunoensaio, adicionaram-se quantidades
conhecidas de 6B-OHF (> 98%, Sigma-Aldrich, Steinheim,
Germany) a quatro aliquotas de uma mesma urina, de modo
a obter as concentragdes de 62,5; 125; 500 ¢ 1000 ng/mL (as
excregoes fisiologicas de 6B-OHF indicadas na literatura sdo
muito variadas, pelo que, neste trabalho consideramos o intervalo
referido por Galteau’ 137 a 726 pg/24 h). Preparou-se uma quinta
aliquota com a mesma urina e sem adigdo exdgena de 63-OHF.
Cada aliquota foi analisada por cinco imunoensaios competitivos
(Tabela 1): ensaio 1: radioimunoensaio (Cort-CT2/Cisbio®);
ensaios 2 e 3: quimioluminescéncia directa (Architect/Abbott® e
Advia Centaur/Siemens®); ensaio 4: electroquimioluminescéncia
(Elecsys/Roche®); ensaio 5: quimioluminescéncia enzimatica
(Access/Beckman Coulter®), através do método directo e do
método com extracgao.

Extraccio do cortisol da urina

Adicionou-se a 5 mL de cada uma das aliquotas de urina,
10 mL de diclorometano (Riedel-de Haén®, Seelze, Germany).
Incubou-se durante 15 minutos num agitador horizontal (400 rpm)
e em seguida centrifugou-se durante 5 minutos a 1800 x g. Apds
aspiracdo da fase superior (aquosa), transferiu-se 5 mL da fase
organica para um tubo de vidro e evaporou-se sob azoto. O extracto
evaporado foi reconstituido com 1 mL de PBS (Calbiochem®,
Darmstadt, Germany), agitado num vortex e mantido 30 minutos
a temperatura ambiente, agitando ocasionalmente. Separou-se
em 5 aliquotas que foram congeladas a -20°C até ao doseamento
do cortisol por cada um dos cinco imunoensaios. Deste modo,
todos os doseamentos de CLU puderam ser efectuados na mesma
amostra.

A extracgdo do cortisol nas quarenta e sete amostras de urina
de doentes seguiu o procedimento atras descrito, respeitando as
proporgdes indicadas para um volume de urina de 500 pL.

O protocolo adoptado para a extrac¢ao do cortisol da urina foi
o utilizado por alguns autores deste trabalho durante varios anos,
com resultados concordantes com a clinica. Em alguns estudos
recentes, este protocolo continua a ser utilizado.”

Cromatografia gasosa

Realizada com um cromatografo 6890N  (Agilent
Technologies®) equipado com coluna capilar do tipo DB-1 (J&W,
30 m x 0,25 mm; 0,1 um) e um detector FID. Foi utilizado hélio
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Figura 2. Processo de extracgdo do cortisol urinario.

A adigdo de diclorometano a uma amostra de urina (solu¢@o aquosa) origina uma solugdo constituida por duas fases distintas — a fase superior, aquosa, contendo todos os metabolitos hidrossoliveis e a fase inferior,

orgénica, que contém o cortisol extraido da fase aquosa. Apos eliminagdo da fase aquosa, evaporagio do solvente da fase organica e reconstituigdo da amostra com uma solugdo tampao, esta, estd pronta a ser analisada’'.

Tabela 1. Principais caracteristicas dos imunoensaios (dados fornecidos pelos fabricantes)

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5
. PC de coelho MC de rato anti- PC de ratinho anti- PC ovino PC de coelho
Anticorpo’ . . . . . . . .
anti-cortisol cortisol cortisol anti-cortisol anti-cortisol
Extracc¢iio recomendada Nao Nio Nio Sim Sim/Nao®
Urina: solvente® ) _ ) 600 puL: 3 mL 1 mL: 1 mL acetato de
Solvente diclorometano etilo
Intervalo de referéncia D: 20-90 D:4-176 D:21-292 D: 39-348
(mg/24 h)¢ E: 36-137 E: 21-143

* PC-policlonal; MC-monoclonal. ® A bula do ensaio indica ser possivel dosear o CLU com ou sem extracgdo. © Propor¢do urina versus solvente. ¢ D-método directo; E-método com extracgao.

como gas de arraste com fluxo de 0,8 mL/min. Programa de
temperaturas: temperatura inicial do forno a 80°C durante 3
minutos ; aquecimento a 30°C/min até 265°C; aquecimento a
2°C/min até 285°C; a temperatura final foi mantida durante 5
minutos. Temperatura do injector: 260°C. Modo splitless.

Uma vez que as concentragdes de 6B-OHF utilizadas nos
imunoensaios (62,5 a 1000 ng/mL) sdo inferiores ao limite de
detecgdo do equipamento (0,5 mg/mL), o estudo foi efectuado
com uma soluc¢do mais concentrada (1 mg/mL).

Tratamento estatistico

Os resultados foram analisados através da média + desvio
padrdo e do coeficiente de variagao (CV). Um valor de CV < 15%
¢é considerado aceitavel, com base na nossa pratica laboratorial.

Resultados

1 - Impacto da extraccio nos niveis de CLU

A variagdo na concentragdo de CLU, entre o método directo
e o método com extracgdo, situa-se entre -7% e 878% (Tabela
2). Foram avaliados os processos dos doentes assinalados na
Tabela 2, nenhum dos quais apresentava clinica suspeita de
hipercortisolismo.

2 - Interferéncia do 6p-OHF no doseamento do CLU, por
imunoensaio

Amostras sem adicio de 6p-OHF

Na auséncia de adi¢do exdgena de 6B-OHF, os niveis de
CLU obtidos pelos diferentes imunoensaios, através do método

directo, sdo muito varidaveis (CLU entre 71-671 mg/24 h).
Situagdo diversa da observada quando as mesmas amostras sao
submetidas ao processo de extraccdo prévia do cortisol (CLU
entre 56-90 mg/24 h) (Tabela 3).

Amostras com adicio de 6p-OHF

A adicdo de quantidades crescentes de 6B-OHF a urina,
ndo altera as concentragdes de CLU obtidas com os ensaios 2
e 5 (método directo), como o comprovam os valores de CV (8
e 10%). No entanto, a concentragdo média de CLU obtida com
estes dois ensaios ¢ muito diferente: 77 £ 6 ¢ 284 + 28 mg/24
h, respectivamente (Tabela 3). Nos ensaios 1, 3 ¢ 4 o nivel de
CLU aumenta em funcao da concentragdo de 63-OHF adicionado
a urina, porém, com grande diferenca entre os valores médios de
CLU: 207 £59; 417 =94 e 1573 + 904 pg/24 h, respectivamente.
Apds extraccdo, os niveis de CLU obtidos no ensaio 2, sdo os
que apresentam maior semelhanga com os obtidos com o método
directo: 55+ 1vs 77+ 6 mg/24 he CV de 2 e 8%. Os ensaios 1, 3
e 5 apresentam concentragdes médias de CLU muito semelhantes:
83 £ 8,91 £ 9 e 87 + 6 mg/24 h, respectivamente e todos com
coeficientes de variagdo inferiores a 15%.

No caso do ensaio 4, observa-se um marcado aumento no
nivel de CLU, com a adigdo de quantidades crescentes de 63-OHF
(94-231 mg/24 h).

3 - Auséncia do 6B-OHF na fase orginica apos extraccio com
diclorometano

A cromatografia gasosa de uma solucdo de 63-OHF (1 mg/
mL), com um elevado grau de pureza e sem a adi¢do de qualquer
outro metabolito do cortisol, apresentou um pico com um tempo
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de retencdo de 21,5 minutos e uma area média de 728 000. Apds
extrac¢ao com diclorometano, as fases organica e aquosa foram,
também, analisadas por cromatografia gasosa. Foi identificada
a presenca de 63-OHF na fase aquosa, através de um pico com
o mesmo tempo de retengdo e uma area média de 676 000,
correspondendo a cerca de 93% deste composto. Confirma-se,
assim, a afinidade do 6B-OHF para a fase aquosa.

Discussao

Este trabalho pretende verificar a necessidade de submeter as
amostras de urina ao processo de extracgdo, antes de se proceder
ao doseamento do CLU. Nao teve como objectivo a identificagdo
do imunoensaio mais adequado para a determinacdo do CLU.

A influéncia do 6B-OHF foi investigada utilizando um
unico protocolo de extrac¢do com diclorometano. Assim, por
op¢do metodologica, ndo foram seguidas as recomendagdes do
fabricante, quando existentes.

Como ja referido, uma das interferéncias a considerar no
doseamento do CLU por imunoensaio ¢ a possibilidade de
reac¢do cruzada entre o cortisol e produtos estruturalmente
semelhantes. Ela ¢ caracteristica de cada imunoensaio, advém
da especificidade dos anticorpos utilizados ¢ reflecte-se na
diversidade dos intervalos de referéncia propostos por cada
fabricante. Na auséncia do processo de extrac¢do, o doseamento
do CLU fica ainda mais dependente das caracteristicas dos
anticorpos utilizados pelos diferentes imunoensaios e do nivel
de interferentes existentes na urina, originando uma grande
variabilidade nos resultados laboratoriais. Enquanto em alguns
casos esta variabilidade ndo apresenta significado clinico,
noutras pode propiciar uma incorrecta avaliagdo clinica do
doente (Tabela 2).

A possibilidade de reaccdo cruzada com metabolitos do
cortisol ou outras substancias ¢ comprovada pelos resultados
obtidos nos ensaios sem adi¢do de 68-OHF onde a auséncia de

extrac¢ao pode originar aumentos de CLU de 692%.

Como ja referido, o doseamento do CLU efectuado por
imunoensaio depende da especificidade do anticorpo. Nos ensaios
1, 3 e 4, o aumento progressivo de CLU com a adigao de 68-OHF
(método directo), permite concluir que os anticorpos utilizados
nesses ensaios sdo sensiveis a presenga do contaminante em estudo.
Contrariamente ao que sucede com os ensaios 2 ¢ 5, em que a
concentragdo de CLU ndo varia com a adi¢ao daquele interferente,
sugerindo, assim, a inexisténcia de reactividade cruzada. No
entanto, no ensaio 5, a grande diferenga dos niveis de CLU entre o
método directo e o método com extrac¢do, indiciam a presenga de
outros interferentes, reconhecidos pelos anticorpos do ensaio.

A eficacia do processo de extrac¢do com diclorometano foi
comprovada pela cromatografia gasosa onde cerca de 93% do
6B-OHF fica retido na fase aquosa. A identificacdo da restante
frac¢do de 6B-OHF na fase organica ¢ inexequivel por ser inferior
ao limite de detecg¢do do equipamento. No entanto, a sua presenca
podera explicar os resultados obtidos no ensaio 4-método com
extracgdo: a pequena quantidade de 6B-OHF extraida para a fase
organica aliada a elevada reactividade cruzada dos anticorpos deste
ensaio (158%)* podem justificar o aumento progressivo de CLU.
De notar que o fabricante deste ensaio aconselha a realizacdo de
extrac¢do prévia, utilizando uma proporg¢ao urina:solvente superior
a usada neste trabalho (1:5 vs 1:2) com vista a assegurar que todos
os interferentes fiquem retidos na fase aquosa.

Neste trabalho, recorreu-se a uma extraccao liquido-liquido
com a finalidade de eliminar a interferéncia do 6B-OHF no
doseamento do CLU por imunoensaio. E também possivel utilizar
uma extracgdo em fase sélida, igualmente eficaz na eliminacdo
do 6B-OHF. Em ambas as abordagens, a eficiéncia de extrac¢do
depende da quantidade de interferentes presentes na amostra.”*” Os
unicos métodos que permitem um doseamento do CLU livre destas
interferéncias sdo os cromatograficos, em especial se acoplados a
espectrometria de massa. Com eles € possivel combinar as vantagens
da cromatografia (alta selectividade e eficiéncia de separagdo)

Tabela 2. Valores de CLU (ng/24 h) obtidos por radioimunoensaio (ensaio 1), através do método directo (D) e do método com extrac¢ao (E)

CLU (pg/24 h) CLU (pg/24 h) CLU (pg/24 h)

Amostras D E %* Amostras D E %* Amostras D E %
1 20 22 -7 17 188 111 70 33 12 6 100
2 60 47 27 18 104° 61 70 34 59 27 120
3 153 116 32 19 237 137 73 35 79 35 125
4 325 240 35 20 77 44 74 36 46 20 129
5 51 37 38 21 138 77 80 37 105 45 135
6 74 52 41 22 85 46 85 38 134 56 140
7 249 175 42 23 85 45 87 39 48 20 144
8 40 28 43 24 67 35 90 40 83 33 156
9 280 194 45 25 145° 76 90 41 76 28 170
10 255 171 49 26 205 107 91 42 298 110 171
11 34 22 55 27 190 99 91 43 196" 71 174
12 58 36 59 28 58 30 95 44 90 32 179
13 49 30 65 29 167 86 95 45 171 50 240
14 57 34 66 30 236 117 101 46 544 120 354
15 71 43 67 31 142° 70 104 47 264" 27 878
16 71 42 70 32 206 101 104 M+DP 136+101 69+53

* Aumento da concentragdo de cortisol, quando ndo ¢ efectuada a extrac¢do prévia. * Doentes sem clinica suspeita de hipercortisolismo.
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Tabela 3. Niveis de CLU obtidos por cada um dos cinco imunoensaios, através do método directo (D) e do método com extracgao (E).

Cortisol livre urinario (mg/24 h)

Concentracio de Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5
6p-OHF adicionado E % D E % D E % D E %: D E %
0 ng/mL 131 73 80 71 56 27 374 90 317 671 85 692 246 79 211
62,5 ng/mL 152 80 89 71 55 29 342 78 336 853 94 809 258 79 228
125 ng/mL 176 77 130 76 53 44 355 92 286 1005 101 895 266 85 214
500 ng/mL 214 78 173 76 55 38 424 100 326 1593 162 885 291 91 220
1000 ng/mL 286 95 200 86 56 54 547 95 476 2842 231 1129 319 92 246

M+£DP 207+£59  83+8 776 55%1 417494 9149 1573904  147+64 284+28 876

Ccv 28% 10% 8% 2% 23% 10% 58% 43% 10% 7%

A média (M), desvio padrdo (DP) e CV foram calculados para as amostras com adigdo exogena de 6p3-OHF.

* Aumento da concentragao de CLU quando nao ¢ efectuada a extracgdo prévia

com as da espectrometria de massas resultando num aumento
adicional de especificidade. As técnicas de cromatografia mais
utilizadas s@o a cromatografia liquida (LC-MS) e a cromatografia
gasosa (GC-MS). Esta tultima, considerada a “gold-standard”
no doseamento das hormonas esteroides, ¢ utilizada apenas em
centros especializados devido ao seu elevado custo e tempo
de execucao. O método que alia uma excelente exactiddo a
rapidez de execugdo ¢, sem duvida, LC-MS/MS (cromatografia
liquida com detec¢do por espectrometria de massas acoplada
a espectrometria de massas). Esta técnica apresenta uma alta
sensibilidade, especificidade e precisdo, e permite obter um
valor preditivo de 90% na identificacdo da doenga/sindroma de
Cushing. Contudo, a sua utilizacdo em Portugal esta ainda pouco
difundida, para este tipo de analises.”*!

Conclusoes

Ficou, inequivocamente demonstrada, a existéncia de
diferentes graus de interferéncia induzidos pela presenca de
6B-OHF no doseamento do CLU por imunoensaio, o que se traduz
na obtengdo de resultados laboratoriais falsamente elevadas.
Assim, e com excepg¢do do ensaio 2, a etapa de extracgdo com
diclorometano ¢ indispensavel para eliminar os interferentes
existentes na urina.

A dispersdo de valores de CLU obtidos com o método directo,
mesmo na auséncia de 6B-OHF exogeno, reforca a possibilidade
de outros metabolitos contribuirem, também, para niveis de
cortisol urindrio falsamente elevados.

Este trabalho sugere a necessidade de realizar outros
estudos, utilizando a metodologia de extrac¢do proposta por
cada fabricante, e com um numero suficiente de amostras, que
permitam uma comparacdo estatistica dos resultados.
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