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Emprego da cromatografia líquida de alta eficiência na 
determinação de cortisol sérico em substituição à técnica
de radioimunoensaio
High-performance liquid chromatography application for serum cortisol quantification as a substitute for 
radioimmunoassay

Eduardo Kinio Sugawara1; Luciane Maria Ribeiro Neto2; Kelly Cristina de Oliveira3; Ieda Therezinha do Nascimento Verreschi4

Introdução: A determinação de cortisol nos diferentes fluídos orgânicos tem sido aplicada como auxílio 
diagnóstico em distintas condições nosológicas em humanos, bem como empregada em estudos 
envolvendo pesquisa clínica. No intervalo de aplicação clínica, rotineiramente é determinado pela técnica de 
radioimunoensaio (RIE). Na determinação do cortisol urinário livre essa técnica vem sendo substituída pelo 
emprego da cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC), principalmente no diagnóstico da síndrome 
de Cushing. Já para a determinação do cortisol sérico não se têm evidências do emprego da cromatografia 
líquida em substituição a outras técnicas analíticas. Objetivos: O desenvolvimento de metodologia analítica 
empregando HPLC no modo fase reversa (RP-HPLC) para a determinação de cortisol sérico em substituição 
ao RIE visando à redução da geração de resíduos radioativos. Material e métodos: O cortisol foi quantificado 
diretamente empregando-se RP-HPLC em amostras de soro previamente extraídas com éter utilizando-se 
acetonido de triancinolona como padrão interno (PI). Utilizou-se coluna analítica BDS-Hypesil-C18® (125 x 4 mm, 
5 µm), fase móvel composta de água e acetonitrila (72:28; v/v) a 1 ml/min e detecção a 243 nm. Resultados: 
O cortisol e o PI apresentaram tempo de retenção de 3,4 e 7,1 min, respectivamente. O coeficiente de variação 
(CV%) obtido no estudo da precisão foi menor que 10%, e a exatidão apresentou um desvio inferior a 4%. 
Discussão: O método mostrou-se eficaz e eficiente, com sensibilidade e linearidade na faixa estudada de 2,5 
a 60 µg/dl. Conclusão: O método proposto substitui o RIE no intervalo de sua aplicação clínica.

abstract

resumo

Background: The quantification of cortisol in different organic fluids has not only been applied to different human 
nosological conditions as a diagnostic aid but it has also been used in clinical research. In clinical application, cortisol 
is routinely measured by radioimmunoassay (RIA). In the determination of free urinary cortisol this technique has 
been replaced by the high-performance liquid chromatography mainly in the diagnosis of Cushing syndrome. As 
to serum cortisol determination, there is no evidence of the application of liquid chromatography as a substitute 
for other analytical techniques. Objective: The development of an analytical methodology using reversed-phase 
high-performance liquid chromatography (RP-HPLC) to determine serum cortisol levels as a substitute for RIA in 
order to reduce radioactive waste. Material and methods: Cortisol was directly quantified by RP-HPLC in previously 
ether-extracted serum samples. Triamcinolone acetonide was used as internal standard (IS). The chromatographic 
separation was developed in a BDS-Hypersil-C18® column (125 x 4 mm, 5µm) using water-acetonitrile (72:28; 
v/v) as mobile phase at 1 ml/min and steroid peaks were measured at 243 nm. Results: Cortisol and IS presented 
retention time of 3.4 and 7.1 min, respectively. The precision was less than 10% and accuracy was less than 4%. 
Discussion: The method was effective and efficient, with good sensitivity and linearity in the concentration range 
of 2.5 to 60.0 µg/dl. Conclusion: The present methodology substitutes RIA at clinical application.
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Introdução

A determinação de cortisol nos diferentes fluidos orgâni-
cos tem sido aplicada como auxílio diagnóstico de diversas 
condições nosológicas em humanos, bem como empregada 
em estudos envolvendo pesquisa clínica. A dosagem do corti-
sol em saliva é empregada para o estudo do ritmo circadiano 
do cortisol e para a avaliação de insuficiência adrenal nos 
primeiros dias de vida de recém-nascidos a termo e pré-
termo(4). Adicionalmente, sua determinação em soro tem 
sido utilizada para avaliar o eixo hipotálamo-hipófise-adrenal 
em alterações da função cognitiva, em situações de estresse, 
ansiedade, depressão, síndrome do pânico, na avaliação da 
privação de sono em pacientes trabalhadores noturnos e 
naqueles com fadiga crônica(8, 24). O cortisol urinário tem sido 
empregado no diagnóstico da síndrome de Cushing, bem 
como sua dosagem sérica em 24 horas(17).

O cortisol no intervalo de aplicação clínica (2 a 
25 µg/dl)(11, 15) rotineiramente é determinado pela técnica de 
radioimunoensaio (RIE), a qual apresenta problemas devido à 
semelhança estrutural dos hormônios esteróides e à dificulda-
de de obtenção de anticorpos específicos, associados à ampla 
faixa de concentração em que podem ser encontrados(23). A 
utilização do RIE na determinação do cortisol urinário livre 
vem sendo substituída pela cromatografia líquida de alta 
eficiência (HPLC), principalmente visando o diagnóstico 
da síndrome de Cushing(7, 13, 19-21). A HPLC também é uma 
ferramenta da fase preparativa, tecnologia fundamental na 
purificação de amostras, principalmente em laboratório de 
hormônios esteróides. Quanto à determinação do cortisol 
sérico empregando-se HPLC, não se têm evidências de sua 
ampla utilização em substituição a outras técnicas analíticas. 
Recentemente foi alertado que os valores de cortisol sérico 
obtidos por kits comerciais de RIE apresentavam ampla va-
riação (-62% a 770%), comprometendo sua confiabilidade. 
Esses valores foram constantemente superiores aos encon-
trados na determinação por HPLC(9).

Objetivos

Propõe-se o desenvolvimento de uma metodologia 
analítica confiável e sensível empregando a HPLC no modo 
fase reversa (RP-HPLC) para dosagem de cortisol sérico, 
objetivando aplicá-la em substituição ao RIE, o que permitirá 
principalmente a redução dos resíduos radioativos gerados 
a partir desta rotina laboratorial.

Material e métodos

Padrão

O padrão de cortisol foi adquirido da Sigma-Aldrich 
e o padrão de acetonido de triancinolona, utilizado 
como padrão interno (PI), foi adquirido da United States 
Pharmacopeia (USP). Soluções metanólicas de ambos os 
padrões foram preparadas nas concentrações de 1, 10 e 
100 mg/dl. O metanol empregado foi de grau cromatográ-
fico (Merck). Essas soluções foram armazenadas a -20ºC.

RP-HPLC

Empregou-se cromatógrafo líquido de alta eficiência 
HP 1100 (Hewlett-Packard) constituído por amostrador 
automático, bomba quaternária e detector UV com com-
primento de onda variável selecionado em 243 nm. Para 
separação cromatográfica utilizou-se coluna analítica BDS-
Hypersil-C18® (125 x 4 mm, 5 µm), com coluna-guarda 
equivalente, obtida da Agilent e mantida durante a análise a 
40oC. A fase móvel empregada foi água-acetonitrila (72:28; 
v/v) com vazão de 1 ml/min. A água foi obtida empregando-
se o sistema Milli-Q de purificação (Millipore) e a acetonitrila 
foi grau cromatográfico (Merck).

Preparação das amostras

A alíquota de 1 ml de soro adicionada de 200 µl da solu-
ção de PI na concentração de 1 µg/dl foi extraída com 3 ml 
de éter p.a. (Merck) sob agitação mecânica em agitador tipo 
Vórtex por 1 min. A fase etérea foi separada sob centrifugação 
a 21.130 g por 20 min a 4oC. Os extratos foram submetidos à 
evaporação sob fluxo de N2 em banho seco a 30oC. Os resíduos 
foram ressuspendidos com 200 µl de fase móvel e filtrados com 
membrana Durapore® (13 mm, 0,45 µm; Millipore). Desses, 
50 µl foram submetidos à análise cromatográfica.

Validação analítica

Para o estudo da linearidade foram utilizadas amostras 
adicionadas de cortisol na faixa de concentração de 2,5 a 
60 µg/dl e avaliadas em quintuplicatas. Essas concentrações 
contemplam a faixa de trabalho para aplicação diagnóstica. 
A partir desses resultados determinou-se o limite de quanti-
ficação (LQ), que foi definido como a menor concentração, 
cujo coeficiente de variação (CV%) não ultrapasse 10%. A 
precisão intra-ensaio foi demonstrada pelo CV% médio das 
quintuplicatas das amostras de sete diferentes concentrações 
(2,5; 5; 10; 15; 25; 40; e 60 µg/dl) analisadas no mesmo dia. 
Para determinação do CV% médio interensaio analisaram-se 
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três diferentes concentrações (5; 10; e 40 µg/dl) por dois 
dias. A exatidão do método foi verificada por análise de 
amostras em concentrações conhecidas (5; 10; e 40 µg/dl) 
e expressa em porcentagem. O procedimento de validação 
foi baseado em propostas da literatura para validação de 
métodos cromatográficos(3, 5, 6, 16, 18).

As amostras empregadas para determinação desses 
parâmetros foram elaboradas a partir de albumina bovina 
a 3% (Sigma-Aldrich) e submetidas previamente ao método 
proposto por RP-HPLC e à dosagem por RIE, comprovando 
a ausência de cortisol.

Curva de calibração

A curva de calibração para quantificação das amostras 
séricas foi determinada a partir das amostras adicionadas 
em sete concentrações diferentes (2,5; 5; 10; 15; 25; 40; e 
60 µg/dl), elaboradas a partir de albumina bovina a 3%. Essas 
amostras foram submetidas ao método proposto.

Amostragem

Foram utilizadas 21 amostras de soro humano obtidas 
por punção venosa periférica, remanescentes da rotina labo-
ratorial de RIE no Laboratório de Esteróides da disciplina de 
Endocrinologia do Departamento de Medicina da Universi-
dade Federal de São Paulo (UNIFESP). Após a centrifugação 
o soro foi armazenado a -20oC até sua utilização.

Estudo comparativo com RIE

Para este estudo comparativo as amostras autênticas de 
soro e adicionados de concentração conhecida de cortisol, 
preparados em albumina bovina a 3%, foram analisadas 
em ambas as técnicas.

A dosagem de cortisol por RIE foi realizada utilizando-se 
rotina laboratorial adaptada(22). A concentração em µg/dl 
foi calculada com ajuda do software RIACALC (WallacOy) e 
os resultados foram corrigidos em função do volume inicial 
e da diluição das amostras.

Resultados

O cortisol e o PI apresentaram tempo de retenção de 
3,4 e 7,1 min, respectivamente. O tempo total de análise 
cromatográfica foi de 15 min. A Figura 1 ilustra essa se-
paração cromatográfica.

Observou-se linearidade na faixa de concentração estu-
dada de 2,5 a 60 µg/dl com coeficiente de determinação 
(r2) de 0,9991 (Figura 2).
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Figura 1 – Cromatograma característico da análise de cortisol sérico empregando-se 
RP-HPLC. A: Amostra de albumina bovina a 3%; B: amostra de albumina bovina a 3% 
adicionada de 25 µg/dl; C: amostra desconhecida

Figura 2 – Representação gráfica da linearidade do método por RP-HPLC para a 
dosagem de cortisol sérico
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A Tabela 1 reúne os resultados da validação analítica 
obtidos no estudo de precisão e exatidão. O CV% médio 
intra-ensaio obtido na faixa de concentração de 2,5 a 
60 µg/dl foi de 6,1%. Para a faixa de concentração com-
preendida entre 5 e 40,0 µg/dl o CV% médio interensaio 
foi de 5,6%. A exatidão do método está compreendida 
entre 99,8 e 103,7%.

A Tabela 2 apresenta os resultados obtidos no estudo 
comparativo da metodologia proposta por RP-HPLC com 
RIE da rotina laboratorial.
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Tabela 3

Resultados encontrados em amostras 
de albumina bovina a 3% adicionadas 
de concentração conhecida de cortisol 
submetidas à dosagem por RP-HPLC e RIE

Adicionada
Concentração de cortisol (µg/dl)

RP-HPLC RIE
2,5 2,4 < 1
5 5,8 2,8

10 10,3 6,8
15 14,7 11,6
25 25,3 18,5
40 40,3 26,6
60 62,5 40,5

RP-HPLC: cromatografia líquida de alta eficiência no modo fase reversa; 
RIE: radioimunoensaio.

Tabela 2

Resultados encontrados para o cortisol 
sérico de amostras provenientes 
da rotina laboratorial submetidas à 
dosagem por RP-HPLC e por RIE

Amostras
Concentração de cortisol (µg/dl)

RP-HPLC RIE
1 14 14,6
2 7 11
3 18 24
4 < 2,5 1,1
5 6,9 10,9
6 7,1 8,3
7 13,5 18,8
8 7,2 10,2
9 17,2 19,4

10 10,2 14,8
11 9,1 11,8
12 7,8 12,1
13 7,2 10,4
14 6,2 8,4
15 5,6 8,4
16 5,3 7,6
17 4,6 4,6
18 13,3 15,3
19 17,7 23,6
20 19,5 20,8
21 28,6 30,5

RP-HPLC: cromatografia líquida de alta eficiência no modo fase reversa; 
RIE: radioimunoensaio.

Os resultados obtidos para os adicionados de concen-
trações conhecidas submetidos a ambos os métodos estão 
agrupados na Tabela 3. A comparação dos resultados 
obtidos entre as duas técnicas mostra que os valores en-
contrados para a RP-HPLC apresentaram exatidão entre 
96% e 116%, enquanto os encontrados para RIE estavam 
na faixa de 66% a 77%.

Tabela 1
Resultados da validação analítica obtidos 
no estudo de precisão e exatidão

Concentração 
(µg/dl)

Precisão (CV%)
Intra-ensaio

(n = 5) 
Interensaio

(n = 2) Exatidão (%)

2,5 5,7 ND ND
5 6,6 5,3 103,7

10 4,4 3,8 101,2
15 5,4 ND ND
25 8,7 ND ND
40 1,8 5,9 99,8
60 3,8 ND ND

ND: não determinado.

O RIE tem sido utilizado na rotina laboratorial para 
quantificação de cortisol sérico. Embora essa metodologia 
tenha se mostrado adequada a essa aplicação, o emprego 
de padrão radioativo nessa técnica implica a geração de re-
síduos de serviço da saúde classificados como grupo C(2).

O método proposto por RP-HPLC mostrou-se rápido 
e eficiente na determinação do cortisol sérico. Citação na 
literatura do emprego da HPLC na determinação de cortisol 
em plasma apresenta tempo de análise de 25 min e tempo 
de retenção de 21 min(12). O emprego do éter na extração 
garante simplicidade e baixo custo nas análises realizadas 
na RP-HPLC. Seu emprego na extração de esteróides é 
bastante citado na literatura(10, 18, 22, 25).

A exatidão obtida mostrou-se compatível com os citados 
na literatura, que estão compreendidos na faixa de 92% 
a 107%(1, 12).

Os resultados encontrados na determinação por RIE no 
estudo comparativo com a metodologia proposta mostra-
ram-se superiores aos observados na determinação por 
RP-HPLC, com incrementos de até 68%. Essa discrepância 
é mais significativa quanto menor é a concentração de 
cortisol sérico. A porcentagem de variação média na faixa 
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de concentração inferior a 2,5 a 29 µg/dl foi de 38%. Esses 
achados são compatíveis com os encontrados num estudo 
comparativo entre a técnica de RIE e a aplicação de HPLC na 
determinação do cortisol livre urinário(20), em que os autores 
avaliaram um número superior de amostras (n = 88). Esses 
autores obtiveram, na determinação por HPLC, resultados 
equivalentes à metade dos encontrados por RIE.

O estudo realizado com os adicionados de concen-
trações conhecidas revelou discrepância com os achados 
para a avaliação das amostras desconhecidas. Com base 
na possibilidade da interferência da matriz, uma vez que 
as amostras empregadas neste estudo foram preparadas 
em albumina bovina a 3%, essas amostras foram enca-
minhadas para o Laboratório de Pesquisa da disciplina 
de Nutrologia do Departamento de Pediatria para com-
paração dos resultados mediante o emprego do fluoroi-
muoensaio tempo-resolvido. Foram utilizados kits DELFIA® 

Immunoassay Kit com leitura pelo leitor de placas Victor 3 
(Perkin Elmer). Esta técnica apresentou exatidão de 83% a 
100% na faixa de concentração estudada, corroborando 
os achados para RP-HPLC.

Embora a HPLC ainda não esteja amplamente difundi-
do em laboratórios de análises clínicas, atualmente é uma 
tecnologia fundamental na fase preparativa, principalmente 
em laboratório de hormônios esteróides, bem como vem 
se tornando método de referência para algumas análises da 
rotina laboratorial. Laboratórios conceituados já disponibi-
lizam dosagens de cortisol sérico/plasmático empregando 
HPLC, cujo valor de referência é de 2 a 25 µg/dl(11, 14), faixa 
contemplada nesse estudo que dispensa o alto investimento 

do detector de espectrometria de massas. Contudo observa-
se crescente avanço no emprego de cromatografia líquida 
com migração tecnológica em função da alta especifici-
dade, presteza, sensibilidade e baixa geração de resíduos 
químicos, sugerindo a indicação principalmente acoplada 
à espectrometria de massas (LC-MS ou LC-MS-MS) como 
técnica de referência (padrão-ouro) para análise de outros 
esteróides, cujos níveis de interesse clínico em fluidos bio-
lógicos são inferiores aos do cortisol.

Conclusão

Pelo método proposto foi possível reduzir significativa-
mente o tempo de análise em relação àquele empregado 
na dosagem por RIE. A RP-HLPC ainda proporciona a 
eliminação da geração de resíduos radioativos (grupo C), 
conforme objetiva a Resolução da Diretoria Colegiada 
(RDC) no 306(2).
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