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A determinagdo dos niveis séricos de 17a-hidroxiprogesterona

adrenal congénita (CAH) por deficiéncia de 21-hidroxilase. Essa
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precocidade sexual em ambos os sexos. A 170HP foi quantificada

diretamente empregando-se cromatografia liquida de alta eficiéncia pieroides
no modo fase reversa (RP-HPLC) em amostras de soro previamente
extraidas com éter. Utilizou-se coluna ODS-Hypersil® e fase movel
composta de dagua-metanol (4:6 v/v) com vazdo de 1,0 mL/min. A
determinacdo deu-se em 246 nm. A 170OHP apresentou tempo de
reteng¢do de 5,6 min. O método mostrou-se eficaz e eficiente com

“Correspondéncia: sensibilidade e linearidade (v’ = 0,9993) na faixa de concentragdo
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estudada de 500 a 100.000 ng/dL. As precisoes intra e interensaios
foram respectivamente 4,4 e 8,1%. O método pode ser empregado
na rotina laboratorial da avaliagdo desse esteroide para
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diagnostico de CAH, sendo necessdario o emprego do
radioimunoensaio(RIA) apenas para quantificar amostras com
valores abaixo de 500 ng/dL.
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INTRODUCAO

A determinacdo dos niveis séricos de 17a-
hidroxiprogesterona (170HP) ¢ essencial no diagndstico
laboratorial da hiperplasia adrenal congénita CAH por de-
ficiéncia de 21-hidroxilase. Essa condi¢do deve, idealmente,
ser detectada precocemente, pois é responsavel por pseudo-
hermafroditismo no sexo feminino e, quando nao tratada, por
precocidade sexual em ambos os sexos.

A 170HP ¢ um precursor esterdide produzido nas
adrenais e também nos ovarios, testiculos e placenta. Além

da sua importancia no diagnéstico da CAH, sua
mensuracao ¢ de valor diagndstico na caracterizagdo dos
estados hiperandrogénicos e no estudo da infertilidade em
mulheres.

Na deficiéncia de 2 1-hidroxilase, como conseqiién-
cia da deficiéncia de cortisol e auséncia de feed-back ne-
gativo hipotalamo-hipofisario com elevagdao do ACTH,
aumenta a producao de precursores esterdides, sendo a
170HP o principal deles (Edwards,1975).

A determinacdo deste esterdide em amostras biolo-
gicas costuma ser feita por radioimunoensaio (RIA)
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(Vieira et al., 1980). Os principais problemas dos ensaios
de hormdnios esterdides por essa técnica estao relaciona-
dos a grande semelhanca estrutural que existe entre eles
e a dificuldade de obtengdo de anticorpos especificos as-
sociados a ampla faixa de concentragdo em que podem ser
encontrados (Vieira et al., 1999). A cromatografia liqui-
da tem sido empregada para a separagdo da 170HP com
posterior quantificagdo por RIA (Wong et al., 1992; Vieira,
Nakamura, Noguti, 2002; Tonetto-Fernandes et al., 2003)
bem como para quantificacao direta (Saisho, Shimozawa,
Yata, 1990; Wei et al., 1990; Gudmundsson ef al., 1999).
A espectrometria de massas, associada a cromatografia
gasosa (GC-MS) ou a cromatografia liquida (LC-MS),
também tem sido empregada na determinagao desse
esterdide (Lai et al.,2001,2002). Ambas as técnicas apre-
sentam alta sensibilidade e especificidade. A desvantagem
da aplicacdo do GC-MS ¢ que nesta técnica € necessaria
a utilizacdo de derivatizagdo, além de requerer volumes
maiores de amostra. O LC-MS nao apresenta estas difi-
culdades, porém ¢ um equipamento de alto custo, dificul-
tando sua aplicagdo em laboratorio de rotina diagnodstica.
Avaliamos a quantificagdo direta da 17O0HP por
cromatografia liquida de alta eficiéncia no modo fase
reversa (RP-HPLC) visando a rapidez e a confiabilidade
no diagnostico de CAH.

MATERIAL E METODOS
Padrao

O padrao de 170HP foi adquirido da Steraloids Inc.
e solucdes metanolicas foram preparadas nas concentra-
coes de 1, 10 e 100 mg/dL. O metanol empregado foi de
grau cromatografico (EM Science). Estas solugoes foram
armazenadas sob refrigeracao.

RP-HPLC

Utilizou-se um equipamento para cromatografia li-
quida de alta eficiéncia HP1100 (Hewlett-Packard) cons-
tituido por amostrador automatico, bomba quaternaria e
detector UV com comprimento de onda variavel. A
deteccao foi feita em 246 nm. Para a separagdo cromato-
grafica empregou-se coluna analitica ODS-Hypersil® (125
x 4 mm, 5 pm), com coluna-guarda equivalente, ambas
obtidas da Hewlett-Packard e mantidas a 40 °C durante a
analise. A fase movel foi agua-metanol (4:6; v/v) com vazao
de 1,0 mL/min. A agua utilizada foi obtida empregando
sistema Milli-Q de purificagdo (Millipore) e o metanol foi
grau cromatografico (EM Science). Para posterior anali-
se comparativa com RIA, a fragcdo correspondente a
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170HP foi coletada com auxilio de um coletor de fragoes
FRAC-100 (Pharmacia Biotech). Os eluatos corres-
pondiam a um intervalo de 2 min e foram evaporados a
40 °C em banho-seco sob fluxo de nitrogénio (N,).

Preparacao das amostras

Aliquotas de 2,0 mL de soro foram extraidas com
5,0 mL de éter p.a (Merck) sob agitagdo mecanica em agi-
tador tipo vortex por 1 min. A fase etérea foi separada sob
centrifugacdo a 21.130 g por 30 min a 4 °C. Os extratos
foram submetidos a evaporagdo a 40 °C sob fluxo de N,
em um banho-seco. Os residuos foram ressuspendidos
com 200 mL de fase movel e filtrados com membrana
Durapore® (13 mm, 0,45 pm; Millipore). Destes, 50 uL
foram submetidos a analise cromatografica.

Validacao analitica

A linearidade foi verificada na faixa de concentracao
esperada para o diagnostico de CAH. Para este estudo
foram utilizadas amostras adicionadas de 170OHP entre
500 a 100.000 ng/dL e avaliadas em triplicatas. A partir
desses resultados determinou-se o limite de quantificagdo
(L.Q.), que foi definido como a menor concentracao, cujo
o coeficiente de variagdo ndo ultrapasse 15%. A precisao
intra-ensaio foi demonstrada através do coeficiente de
variagdo médio (CV%) das triplicatas das amostras de 11
diferentes concentragdes analisadas em um mesmo dia.
Para a determinagdo do CV% médio interensaio analisa-
ram-se 6 diferentes concentragdes por 2 dias. A exatidao
do método foi verificada por andlise de amostras de con-
centracao conhecida (500, 1.000, 3.000, 5.000, 25.000 e
50.000 ng/dL) e expressa em porcentagem. O procedi-
mento de validacao foi baseado em propostas da literatu-
ra para a valida¢@o de métodos cromatograficos
(ANVISA, 2004; Chasin, Chasin, Salvadori, 1994; Chassin
et al., 1998). As amostras empregadas na determinagao
desses parametros foram elaboradas a partir de um pool
de soro livre de esterdides obtido através da purificagao
com carvao-ativado, adaptado de Carter (1978), e subme-
tido previamente ao método proposto por RP-HPLC ¢ a
dosagem por RIA, comprovando a auséncia de 170HP.

Curva de calibracao

A curva de calibragdo para a quantificagdo das
amostras séricas foi determinada a partir de amostras
adicionadas em 11 diferentes concentragdes na faixa de
500 a 100.000 ng/dL. Estas amostras foram submetidas ao
método proposto.
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Amostragem

Foram utilizadas 16 amostras de sangue obtidas por
pungdo venosa periférica, provenientes da rotina para
confirmagao de diagnostico da CAH; apds a centrifugacao
o soro foi armazenado a -20°C até sua utilizag3o.

Estudo comparativo com RIA

Para estudo comparativo as amostras submetidas ao
método cromatografico e amostras de soro livre adiciona-
das de concentracdo conhecida de 17OHP foram também
avaliadas por RIA. A dosagem da 170HP por RIA foi feita
empregando-se o método da rotina laboratorial, previa-
mente adaptado (Fernandes et al., 2003). A concentragao
em ng/dL foi calculada com ajuda do sofiware RIACALC
(Wallac Oy) e os resultados foram corrigidos em fun¢ao
do volume inicial e da dilui¢do das amostras.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O RIA tem sido freqiientemente empregado na de-
terminagdo da 170OHP, porém ¢ necessario o emprego de
técnicas analiticas preparativas para garantir a sensibilida-
de e especificidade necessarias destas dosagens. O HPLC
tem sido recomendado como técnica preparativa para as
dosagens de 170HP por RIA, uma vez que a utilizagdo de
colunas de celite e Sephadex® ndo permitem a separagdo
deste esteroide de outros interferentes, como a 17-hidroxi-
pregnenolona, pregnenolona e progesterona (Viera,
Nakamura, Noguti, 2002), além de serem bastante traba-
lhosas, técnico-dependentes e de dificil automacgao. Con-
siderando-se a robustez aliada a eficiéncia e a seletividade
do HPLC este pode ser empregado para dosagem direta
da 170HP visando o diagnostico da CAH.

O método proposto neste trabalho, mostrou-se rapido
e eficiente na determinag@o da 170HP sérica. A Figura 1
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FIGURA 1 - Cromatograma caracteristico da analise de 1 7OHP em amostras de soro empregando RP-HPLC. (A) Amostra
de soro adicionada de 1000 ng/dL; (B) Amostra de individuo portador de CAH e (C) Amostra de soro livre de esteroides.
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apresenta o perfil cromatografico obtido na separacao da
170HP no método proposto. O tempo de retengdo (t, ) obtido
foi de 5,6 min e o tempo total de analise foi de 14,0 min. Uma
citacdo da literatura que emprega separag@o cromatografica
com fase reversa que se assemelha ao método proposto
nesse trabalho (Saisho, Shimozawa, Yata, 1990) apresenta
tempo de analise superior a 25 min e t, de 19,2 min para a
170HP. O emprego do éter na extragao garante simplicida-
de e baixo custo na purificagdo de amostras destinadas a
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analise por HPLC. Seu emprego na extracao de esteroides
¢ bastante citado na literatura (Wei et al., 1990; Vieira et al.,
1979; Tonetto-Fernandes et al., 2003)

Observou-se linearidade na faixa de concentragio
estudada de 500 a 100.000 ng/dL. com coeficiente de de-
terminacgdo (r?) de 0,9993. Sua representacao grafica é
apresentada na Figura 2. A Tabela I retine os resultados da
validagdo analitica obtidos no estudo da precisao ¢ da
exatidao. O CV% médio intra-ensaio obtido para a faixa
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FIGURA 2 - Representacao grafica da linearidade do método de RP-HPLC para a dosagem de 170HP sérico.

TABELA | - Resultados da validacao analitica obtidos no estudo da precisdo e da exatidao

Concentracao Precisao (CV%) Exatidao

(ng/dL) Intra-ensaio (n=3) Interensaio (n=2) (%)
500 7,7 27,1 111,8
750 8,3 N.D. N.D.
1.000 2,6 13,0 95,6
2.000 7,6 N.D. N.D.
3.000 39 4,6 113,3
4.000 0,7 N.D. N.D.
5.000 1,3 0,3 109,5
10.000 5,6 N.D. N.D.
25.000 33 1,7 106,8
50.000 34 N.D. 93,5
100.000 3,6 1,7 N.D.

N.D.: ndo determinado
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de concentracdo de 500 a 100.000 ng/dL foi de 4,4%. Para
a faixa de concentragdo compreendida entre 500 e 50.000
ng/dL o CV% médio interensaio foi de 8,1%. A exatidao
do método estava compreendida entre 93,5 e 111,8%. Este
parametro mostrou-se compativel com relatos da literatura,
que oscilaram entre 80 a 104%, bem como os CV% intra
e interensaio, apropriados e de acordo com relatados an-
teriormente, embora os protocolos de estudo ndo tenham
sido exatamente os mesmos (Wei et al., 1990; Harr, 1994).

A Tabela II apresenta os resultados obtidos para as
amostras submetidas a dosagem de 17OHP sérica tanto
pelo método proposto empregando RP-HPLC, como pelo
método de rotina por RIA. As amostras analisadas osci-
laram entre valores inferiores ao limite de quantificagao do
método (500 ng/dL) e 51.107 ng/dL (Tabela II). Pelos
resultados obtido apenas 37% das amostras enviadas con-
firmam o diagnodstico de CAH.

TABELA 1l - Resultados encontrados para a 1 7OHP sérica
de amostras provenientes da rotina diagnostica de CAH
submetidas a dosagem por RP-HPLC e por RIA

Amostras Concentracio de 17-OHP (ng/dL)
RP-HPLC RIA
1 <500 276
2 <500 258
3 51.107 12.977
4 <500 240
5 <500 293
6 <500 178
7 <500 231
8 <500 178
9 <500 182
10 <500 338
11 2.866 3.289
12 <500 156
13 1.184 2.578
14 13.231 6.800
15 4.188 2.796
16 31.660 14.950

Os resultados obtidos para as amostras de concen-
tracdes conhecidas submetidas a ambos os métodos sao
mostrados na Tabela III. A comparacgdo dos resultados
obtidos entre as duas técnicas mostra que embora o RIA
se aplica a amostras de baixas concetragoes de 170HP, o
HPLC ¢ adequado para a determinagdo deste esterdide
visando ao diagnostico da CAH em que os valores encon-
trados sdo exacerbados em relacao aos valores normais,
que podem atingir até¢ 400 ng/dL ap6s estimulo com ACTH.
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TABELA 11l - Resultados encontrados em amostras de soro
livre adicionado de concentracao conhecida de 170HP
submetidas a dosagem por RP-HPLC e por RIA

Concentracio de 17-OHP (ng/dL)

Adicionada RP-HPLC RIA
1.000 954 933
959 853
3.000 3.336 3.111
3.458 3.333
5.000 5.472 5.156
25.000 26.705 6.756
50.000 46.759 24.889

Pacientes portadores de CAH apresentam niveis superi-
ores a 800 ng/dL. Os niveis de 170OHP nestes pacientes
podem atingir concentragdes de até 100.000 ng/dL
(Tonetto-Fernandes, 2002). O HPLC mostra, ainda, mai-
or linearidade e exatiddo em concentracdes mais altas
deste esterdide. Além disso, o tempo de analise fica signi-
ficativamente reduzido em relagdo ao consumido pela
dosagem empregando RIA. Esta técnica pode ainda pro-
porcionar sua utilizagdo como etapa preparatoria para
outros métodos analiticos.

O método descrito mostrou-se rapido e eficiente na
determinagdo da 170HP sérica. A comparacdo dos resul-
tados obtidos com as duas técnicas mostra que o RP-
HPLC ajusta-se com vantagem a rapida caracterizagdo de
niveis elevados de 170HP e diagnostico da CAH por
deficiéncia de 21-hidroxilase.

ABSTRACT

Application of reversed-phase liquid-
cromatography (RP-HPLC) to direct quantification
of 17a-hydroxyprogesterone in serum

Determination of serum levels of 17a-hydroxy-
progeterone (170HP) is essential for hormonal
characterization of the 21-hydroxylase deficiency form
of congenital adrenal hyperplasia (CAH). This
condition results in female pseudo-hermaphroditism
and sexual precocity in both sexes. 170HP was directly
quantified by liquid chromatography and reverse-
phase separation (RP-HPLC) in previously ether
extracted serum samples. A ODS-Hypersil® column
and a water-methanol (4:6; v/v) mobile phase at
1.0 mL/min were employed in the procedure. The
170HP peak was measured at 246 nm, with a retention
time of 5.6 min. The method was effective and efficient
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with good sensitivity and linearity (r’= 0.9993) in the
concentration range of 500 to 100,000 ng/dL. Intra
and inter-assay precisions were 4.4 and 8.1%,
respectively. This method can be employed in the
laboratory routine for 170HP in the diagnostic
evaluation of CAH; RIA must only be employed to
quantify values below the 500 ng/dL.

UNITERMS: HPLC. Radioimmunoassay. 17a-
hydroxyprogesterone. Congenital Adrenal Hyper-
plasia. Steroids.
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