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Resumo: O presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de um método analitico
simples, rapido e eficiente para a determinagdo de corticosterdides (cortisona, corticosterona,
acetato de hidrocortisona e acetato de dexametasona) em amostras sangiiineas de ratos empre-
gando um sistema isocratico de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com deteccao
ultravioleta. O método envolveu a injegdo direta da amostra sangiiinea em uma coluna cromato-
grafica com superficie interna de fase reversa (ISRP-C,,), empregando a fase movel composta
por tampao fosfato pH 4,0: acetonitrila (65:35 v/v). A detec¢do dos analitos foi obtida, através
de um detector de ultravioleta de comprimento de onda variavel (Varian Modelo 2550) ajustado
em 240 nm e um integrador SP 4400 Chromaject (Varian Associates, Inc, Sunnyvale, CA, USA).
A extracdo do analito resultou em valores de recuperacdo entre 90% e 108%, e coeficiente de
variagdo entre 1,1% a 2,5%. Os limites de detec¢do e quantificagdo do método foram de 0,02 e
0,04 ug mL-", respectivamente. Assim, o método analitico proposto possibilitou a inje¢do direta
(on-line) da amostra sem tratamento prévio apresentando também varias vantagens, tais como:
rapidez, exatiddo, precisdo e especificidade.
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INTRODUCAO mente no pélo superior de ambos os rins [1]. Estes
hormonios sdo sintetizados a partir do colesterol
e constituem trés familias: os glicocorticoides, os
mineralocorticoides e os androgenos adrenais. Os
glicocorticéides atuam primariamente no metabo-
lismo das proteinas, carboidratos e lipidios, e os
principais hormonios endogenos sdo o cortisol e a
corticosterona, como exemplos de sintéticos: cor-
tisona, prednisona, metilprednisona, dexametaso-
na, entre outros [2]. Os mineralocorticoéides atuam

Corticosteroides

Os corticosterdides também chamados de
adrenocorticosteroides sdo hormodnios de nature-
za esteroidica produzidos na porgdo cortical das
glandulas adrenais, que estdo localizados exata-
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quase exclusivamente em tecidos de troca ionica,
reabsorvendo so6dio e fluidos, excretando potéssio
e hidrogénio (equilibrio eletrolitico), o principal
hormonio endogeno ¢ a aldosterona, entre os sin-
téticos tém-se: 9 a-fluorocortisol e cortisona [3].
Os androgénios ou estrogénios atuam sobre as ca-
racteristicas sexuais secundarias em seus Orgaos
especificos.

Consideracoes sobre analise de corticosterdides

Radioimunoensaio e ensaios com ligantes
protéicos competitivos sdo freqiientemente usados
como métodos de escolha para dosagem de cor-
tisol em humanos. Embora estes métodos sejam
muito sensiveis, ndo possuem alta especificidade.
A necessidade de desenvolver uma metodologia
mais rapida, precisa e especifica para analisar cor-
ticosterdides em amostras bioldgicas conduziu
muitos pesquisadores a utilizar a cromatografia ou
cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Usualmente para analisar corticosterdides,
€ necessario um pré-tratamento das amostras de
urina incluindo hidrélises enzimaticas, e extragdo
liquido-liquido (LLE) ou extracdo de fase solida
(SPE) [1, 4, 5, 6, 7]. Ja& a determinacao de corti-
costerdides em plasma por cromatografia liquida
consiste em extracdo das proteinas e purificagdo
dos analitos antes de injeta-los no sistema.

Separacdo de hormodnios esterdides por
CLAE com detecc¢do ultravioleta e fluorescéncia
tém sido amplamente utilizados. Estes métodos
permitem uma determinacdo bem especifica dos
corticosterdides tanto na urina como no plasma,
providenciando um bom método para as analises
[6].

Diferentes métodos de CLAE para separa-
¢do de compostos e misturas complexas de cor-
ticosteroides utilizando convencionalmente fases
moéveis t€m sido recentemente desenvolvidos e
aplicados para amostras de urina, plasma e formu-
lagdes farmacéuticas [4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11]. Em
todos os métodos abordados constatou-se que hou-
ve a necessidade de um pré-tratamento da amostra
empregando a técnica de extracdo em fase soli-
da ou extragdo por solventes. Embora as técnicas
off-line sejam mais seletivas ¢ modernas, alguns
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problemas ainda persistem como, por exemplo: o
tempo gasto no preparo das amostras, manuseio
laborioso nesta etapa ¢ os materiais empregados
no desenvolvimento de um método, ou sdo des-
cartaveis, ou tém tempo de vida curto. Assim, o
uso de procedimentos on-line vem se destacando
em decorréncia de suas vantagens: eliminagdo dos
erros humanos de manipulagdo, diminui¢do do
tempo de assisténcia do analista durante a anali-
se, minimizagao de perdas de analito, melhora na
precisdo e exatiddo do método e seguranga ofere-
cida por esta técnica ao analista, uma vez que o
manuseio de amostras perigosas ou infecciosas ¢
reduzido [12, 13].

Os métodos supracitados ndo foram valida-
dos corretamente, com exce¢do dos trabalhos de
Marwah e cols. (2001), Cirimele ¢ cols. (2000) e
Hay e Morméde (1997) [4, 6, 8], fato importantis-
simo em analises quantitativas ¢ qualitativas por
cromatografia e por outros métodos analiticos.

O objetivo do presente trabalho foi desen-
volver um método analitico simples, rapido e efi-
ciente para a determinagdo de corticosterdides em
amostras sangiiineas de ratos empregando coluna
cromatografica ISRP-C ; e andlise por CLAE.

MATERIAIS E METODOS

Reagentes

Os padrdes, cortisona, corticostero-
na, acetato de dexametasona, acetato de
hidrocortisona e albumina de soro huma-
no foram adquiridos junto a Sigma - Al-
drich Chemical Company (USA). O fos-
fato monossodico 1-hidrato, acetonitrila,
metanol (grau CLAE) e o dissulfito de
sodio foram obtidos junto a Merck, Mer-
ck KgaA (Darmsradt, Germany). A ace-
tonitrila foi obtida da Carlo Erba (Milan,
Italy). A dgua deionizada foi obtida a par-
tir de um sistema de purificagao Milli-Q,
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adquirido da Millipore, (Millipore, Be-
dford, MA, USA).

As solucgdes-padrdo foram preparadas
efetuando-se a solubilizagdo de 0,005 g de cada
corticosteroide (cortisona, corticosterona, acetato
de dexametasona e acetato de hidrocortisona) em
10 mL de metanol. A partir desta solugdo estoque
(500 ug mL") foram realizadas diluigdes obtendo-
se concentragdes de corticosterdides para a cons-
trugdo de curvas analiticas ¢ determinagdo do li-
mite de detecgdo.

Animais

Foram utilizados ratos albinos adultos ma-
chos, da variedade Wistar, com aproximadamente
90 dias de idade, pesando cerca de 300 gramas,
fornecidos pelo Biotério Central da UNESP loca-
lizado no Campus de Botucatu. Os experimentos
foram aprovados pelo Comité de Etica em Expe-
rimentagdo Animal do Instituto de Biociéncias da
Unesp, Botucatu.

Os animais permaneceram no Biotério do
Departamento de Farmacologia do Instituto de
Biociéncias da Unesp, por um periodo minimo de
10 dias, sob condigbes controladas de alimenta-
¢do, temperatura, ruido ¢ ciclo claro-escuro para
aclimatag¢do. Estes animais foram mantidos em
gaiolas coletivas, contendo cinco animais por
gaiola, com livre acesso a agua e alimento.

Instrumentacao

Os experimentos cromatograficos foram re-
alizados sob condig¢des isocraticas em um sistema
de cromatografia liquida de alta eficiéncia (Varian
Modelo 2510), equipado com uma bomba recipro-
ca, um detector de ultravioleta de comprimento
de onda variavel (Varian Modelo 2550) ajustado
em 240 nm e um integrador SP 4400 Chromaject
(Varian Associates, Inc, Sunnyvale, CA, USA). As
amostras e as solugdes-padrao foram injetadas em
uma coluna ISRP-C (100 mm x 4,6 mm DI), com
uma valvula manual de inje¢do, (Rheodyne 7125,

Ecl. Quim., Sao Paulo, 35 -2: 51 - 61, 2010

Cotati, Ca, USA), ligada a uma al¢a de injegao de
100 puL.

Condig¢des cromatograficas

A separacgdo de corticosterdides foi realiza-
da a temperatura de 25°C constante, com vazdo da
fase movel ajustado em 0,85 mL min!. A fase mo-
vel ideal encontrada foi composta por uma mis-
tura de tampao fosfato pH 4,0 e acetonitrila (65:
35 v/v). O tempo de estabilizacdo do sistema de
CLAE foi de aproximadamente 15 minutos antes
do inicio dos procedimentos experimentais.

Métodos

Imobilizacio da albumina de soro humano in situ
sobre a superficie da fase estacionaria Si-C

O método de imobiliza¢do das proteinas in
situ empregado seguiu o protocolo de Menezes e
cols. (1999) e Pompon e cols. (1992) [14, 15] par-
tindo de uma coluna cromatografica C , (100 mm
x 4,6 mm DI), Phenomenex - Luna 5 um, avaliada
comercialmente, adquirida junto a Labtron Co-
mércio e Representagdes Ltda.

A determinacdo dos teores de proteinas
imobilizadas sobre a superficie das silicas foi de-
terminada pela injecdo de plasma diluido (1:100)
fortificado com corticosterdides [13, 16, 17, 18]
nas concentragdes de 0,15, 0,30, 0,60, 1,20 ¢ 1,6
pg mL

Avaliacio da composicio da fase movel

Para a selegdo da melhor fase mével foram
otimizadas as condigdes cromatograficas de trés
fases na separagdo dos corticosterdides, tampao
fosfato pH 4,0: acetonitrila nas proporg¢des de 50:
50, 60: 40 e 65: 35 (v/v) com uma alga de 100
pL. Para a escolha adequada da fase movel foram
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realizados os calculos para determinagdo dos pa-
rametros cromatograficos.

Avaliacao da vazao

Para a sele¢do da vazdo adequada para a
determinacdo de corticosterdides foram avalia-
dos os seguintes intervalos 0,70, 0,75, 0,80, 0,85,
0,90, 0,95 ¢ 1,0 mL min.

Avaliacio da coluna cromatografica apés a imo-
bilizacio das proteinas (HSA)

A partir da otimizagdo das condi¢des cro-
matograficas foram determinados os pardmetros
cromatograficos. A medida da eficiéncia da co-
luna, baseada em pratos tedricos (N), bem como
fator de capacidade (k), assimetria de pico a 10%
(As ), altura equivalente de pratos teoricos (H),
seletividade (o), tempo de retengdo (t,) e da reso-
lucdo (Rs) foram obtidos a partir do cromatogra-
ma ilustrado na Figura 1.

Determinacao dos corticosterodides

A sensibilidade do equipamento em relacao
aos corticosterdides foi avaliada através da deter-
minag¢ao do limite de deteccdo (LD) e do limite de
quantificacdo (LQ), apds a escolha da fase movel
adequada. Tais parametros foram determinados
utilizando-se concentragdes decrescentes de corti-
costeroides (cortisona, corticosterona, acetato de
dexametasona e acetato de hidrocortisona) varian-
do de 0,01 pug mL'a 5 pug mL-".

A linearidade do detector foi avaliada con-
siderando o Fator de Resposta que representa a ra-
zdo entre sinal-1 (S,) e concentragdo-1 (C)).

Preparacio da curva analitica

As solugdes padrido de corticosterdides,
contendo concentragdes variando de 0,01 a 5,0 ug
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mL! foram utilizadas para a constru¢do da curva
analitica. Estas foram preparadas efetuando-se a
diluigdo da solugdo estoque de corticosterdides
preparada previamente. Estas amostras foram
injetadas cinco vezes diretamente ao sistema de
cromatografia liquida equipado com uma coluna
cromatografica ISRP-C, .

Fortificacio das amostras de plasma

As amostras de plasmas foram diluidas em
agua destilada (1:100 v/v), com o intuito de as-
segurar que os metabolitos e as proteinas fossem
eluidas rapidamente da coluna cromatografica. A
essas amostras de plasmas diluidos foram adicio-
nados dissulfito de sodio (0,01 g de dissulfito de
sodio para cada 10 mL agua) para evitar a decom-
posi¢do dos corticosterdides no plasma e também
foram adicionadas quantidades conhecidas de cor-
ticosteroides. As concentragdes obtidas foram 0,1,
0,2, 0,4, 0,8 ¢ 1,6 ug mL"! para a curva padrdo da
fortifica¢do ¢ 0,15, 0,30, 0,60, 1,20 ¢ 1,60 pg mL"!
para a determinagdo da fortificagdo em amostras
de plasma.

Utilizaram-se seis amostras de plasma de
rato que foram injetadas diretamente no sistema
CLAE equipado com uma coluna cromatografica
ISRP-C ..

Avaliacio da recuperacio de corticosteroides nas
amostras de plasma

Para avaliar o efeito da matriz bioldgica
na calibra¢do do método, amostras de plasma de
rato foram fortificadas com as concentragdes de
0,15, 0,30, 0,60, 1,20 e 1,60 wg mL! de corticos-
teroides. Os experimentos de recuperacdo foram
avaliados injetando-se cinco replicatas para cada
concentragdo das amostras sangiiineas.

Foram realizadas analises em branco (ma-
triz isenta de farmacos) para cada amostra plas-
matica. Verificou-se também o efeito do dissulfito
de sodio nas amostras plasmaticas.

Estresse agudo induzido por natacio
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Os animais foram submetidos a uma unica
sessdo de natagdo com duragdo de 5, 15, 30 ou 50
minutos. A natac¢do foi efetuada em uma cuba de
vidro (45 cm x 35 cm x 33 cm) contendo agua a
temperatura de 24 °C [27]. Para garantir que os
animais nadassem durante todo o periodo estipu-
lado, cada animal teve em sua cauda um anel me-
talico pesando cerca de 2% do seu peso corporal.
Imediatamente apo6s a sessdo de estresse, os ani-
mais foram decapitados em guilhotina.

Coleta e estocagem de sangue

As amostras sangiiineas (5-6 mL) foram
obtidas do tronco encefélico logo apds a decapi-
tagdo dos ratos em frascos heparinizados, sendo
centrifugadas a 2.000 r.p.m., durante 20’ a 2°C,
o plasma obtido foi estocado a -20°C. Os frascos
contendo plasma foram acondicionados em um
container (recipiente isotérmico com t° estavel)
para transportar do Departamento de Farmacolo-
gia do Instituto de Biociéncias da Unesp de Botu-
catu para o Departamento de Quimica da Faculda-
de de Ciéncias da Unesp de Bauru.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A fase movel mais adequada para a separa-
cdo de corticosterdides foi composta por solucio
tampao fosfato pH 4,0 e acetonitrila (65: 35 v/v).
De acordo com dados da literatura, a fase movel
composta por acetonitrila e 4gua ¢ muito comum
para a determinacdo de corticosteroides em flui-
dos biologicos [6, 9, 19], além de ser usada para
controlar a seletividade e a separagcdo de amostras
no modo reverso de eluicdo [20].

Na tentativa de se buscar, a melhor resolu-
¢do para os corticosterdéides foram realizados es-
tudos quanto as proporgdes da fase movel, assim
empregou-se as seguintes: tampao fosfato pH 4,0:
acetonitrila: 60: 40 (v/v) e 65: 35 (v/v). Para cada
proporcao das fases moveis foram efetuados os
calculos dos parametros cromatograficos e assim
foi possivel optar pela propor¢do 65: 35 (v/v), na
qual apresentou uma excelente eficiéncia na sepa-
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ragdo dos corticosterdides ¢ tempo de analise de
20 minutos, no maximo Figura 1.

Vale ressaltar que a amostra de plasma foi
diluida 1: 100, para que se pudesse assegurar que
os metabdlitos ¢ pequenas concentragdes de pro-
teinas fossem eluidos rapidamente da coluna cro-
matografica.

A resolugdo mede a qualidade da separa-
¢do, que pode ser melhorada com a defini¢do da
vazdo através da coluna no sistema cromatogra-
fico. Desta maneira, a vazdo foi avaliada em um
intervalo de 0,70 a 1,0 mL min'. Todas as vazdes
apresentaram uma boa resolugéo, entretanto a ti-
tulo de tempo de analise ¢ se tratando de fluido
biologico, na qual a saida do plasma é em torno
de dois minutos, optou-se pela vazdo de 0,85 mL
min'. No decorrer da fase experimental observa-
se que houve um pequeno aumento no tempo de
retengdo dos analitos (corticosteroides), fato que
pode estar relacionado ao acumulo de amostras
plasmaticas injetados na coluna cromatografica.

O desempenho da coluna cromatografi-
ca Luna-Phenomenex ISRP-C - 5 um (100 mm
x 4,6 mm DI) foi avaliada em fungdo dos para-
metros apresentados na Tabela 1 (tempos de re-
tengdo (t,), nimero de pratos tedricos (N), altura
equivalente a um prato tedrico (H), resolugdo (R ),
seletividade (o), fator de capacidade (k) e assime-
tria de pico (As) dos diferentes corticosteroides),
calculados a partir da Figura 1. De acordo com os
resultados obtidos pode-se constatar bom desem-
penho cromatografico, uma vez que a imobiliza-
cdo da HSA sobre a superficie externa das parti-
culas esféricas da fase estaciondria C,; auxiliou na
obtengdo de picos bem resolvidos e separagdo dos
corticosteroides do plasma.
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Tabela 1. Parametros cromatograficos calculados para os corticosterdides, a partir do cromatograma ilus-
trado na Figura 1.

ANALITO t, (min) N H (mm) R o K As
Cortisona 3,18 1401 0,1 - 1,8 2.8 !
Corticosterona 5,04 880 0,1 4,1 1,5 5,1 !
Ac. Hidrocortisona 7,29 1178 0,1 5 1,8 7,8 !
Ac. Dexametasona 12,48 863 0,1 9,4 - 14 !
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Figura 1. Cromatograma obtido ap6s injegdo de 100 uL de plasma diluido 1: 100 v/v fortificado com uma
solugdo de 0,60 ug mL"' de corticosterdides (1-cortisona, 2-corticosterona, 3-acetato de hidrocortisona e
4-acetato de dexametasona) empregando fase mével composta por tampao fosfato pH 4,0: acetonitrila (65:
35 v/v), vazdo de 0,85 mL min™! e detecg¢do a 240 nm.
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Analisando as equacdes das retas obtidas (Figura 2), observou-se que o modelo linear para a
determinagdo de corticosterdides por CLAE com detector ultravioleta é adequado, ja que os coeficientes
de correlagdo foram 0,9991 para a cortisona, 0,9996 para a corticosterona ¢ o acetato de dexametasona ¢
0,9993 para o acetato de hidrocortisona, como pode ser observado na Tabela 2. Estes valores expressam
a relacdo entre e as areas dos picos cromatograficos nos intervalos utilizados (y) ¢ as concentragdes dos
corticosteroides (x). A relagdo de x e y na curva é expressa como 12 (coeficiente de correlagdo), onde os
valores ideais esperados sdo 1 e —1, ou seja, quanto mais proximo da unidade, maior a probabilidade
de existir uma relagdo linear bem definida [21, 22]. Entretanto, a linearidade ¢ melhor avaliada pelo
coeficiente de variacdo (CV%) do fator de resposta (area/concentragdo), sendo que o CV devera ser

inferior a 5%.
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Figura 2. Curvas analiticas de acetato de cortisona, corticosterona, acetatos de dexametasona e hidrocor-
tisona os parametros obtidos apds a regressdo linear. Valores obtidos ap6s a inje¢ao de 100 uL da solugéo
padrdo de cada costicosteroide no sistema cromatografico no intervalo de concentragdo de 0,02 a 5,00 ug

mL". ¥ média de 5 replicatas para cada concentragdo.

Ecl. Quim., Sao Paulo, 35 -2: 51 - 61, 2010

57

Artigo
Article



Tabela 2. Equac@o da curva analitica dos corticosteroides.

Equacio de regressao

ANALITO .
linear
Cortisona y =-314,61+37986,33.x
Corticosterona y =589,67+75210,15.x

Ac. Hidrocortisona =-222,30+65160,41.x

Ac. Dexametasona y =-368,16+85426,52.x

Coeficiente correlacao Coeficiente variacao

0,9991 2,5
0,9996 1,1
0,9993 1,6
0,9996 1,4

x ¢ expresso em lg mL! e y é expresso em unidade de area.

Diante dos resultados obtidos na Figura 2
e Tabela 2, pode observar que para todos os corti-
costerodides o coeficiente de variagdo esteve abai-
x0 de 5% e o coeficiente de correlagdo (r) supe-
riores a 0,999, indicando que hé linearidade entre
as concentracdes (x) e as areas (y) dos picos no
intervalo utilizado [23, 24].

Com a aplicagdo da regressdo linear con-
cluiu-se que se pode trabalhar com concentragdes
de corticosteroides (0,02, 0,04, 0,08, 0,16, 0,31,
0,63, 1,0, 1,25, 2,50, 3,75, ¢ 5,0 ug mL") nos ex-
tremos da reta obtida e dentro da mesma com va-
lores de coeficiente de variagdo aceitaveis.

O procedimento de extragdo dos corticos-
teroides foi realizado utilizando o plasma. Na di-
luigdo das amostras de plasmas em agua destila-
da (1:100) foram adicionados dissulfito de sodio
(0,01 g de dissulfito de sodio para cada 10 mL
agua), para evitar a decomposi¢cdo dos corticos-
terdides no plasma. O sal dissulfito de sddio atua
como agente antioxidante, sendo muito utilizado
na industria alimenticia, como conservante de ali-
mentos processados para prevenir o crescimento
de bactérias toxicas [25]. Sem a adi¢do do dissul-
fito de sodio junto a dilui¢do do plasma observou-
se que os corticosterdides eram decompostos.
Outros métodos para evitar a decomposicao dos
corticosterdides foram utilizados como manter as
amostras em gelo sob abrigo de luz. Acredita-se
que alguma enzima presente no plasma estava de-
compondo os corticosterdides adicionados. Vale
ressaltar que o dissulfito de s6dio ndo afetou a
analise dos corticosterodides.

Para a validagdo do método foi avaliada a
seletividade e a recuperacdo. Para avaliar a sele-
tividade do método proposto foram comparados
os cromatogramas das amostras testemunhas e das
amostras fortificadas. De acordo com os resulta-
dos obtidos nenhum interferente elui no tempo de
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retengdo das substancias de interesse. O método
proposto para este estudo conseguiu atingir 0,02
pg mL' e 0,04 ug mL-' para os limites de detec-
¢do e para o de quantificagdo, respectivamente.
Nossos resultados mostram-se melhores que os
apresentados por [26], onde o limite de detecgdo e
quantificacdo foram de 0,1 pg mL"' e 0,2 ug mL",
respectivamente. Vale ressaltar que a metodologia
proposta no presente trabalho ndo necessita do
pré-tratamento da amostra, fato que pode ser im-
prescindivel em analises de substancias bioativas
presentes em fluidos bioldgicos.

Os métodos que empregam raidioimuno-
ensaio para a determinagdo de corticosterdides
em fluidos bioldgicos chegam a detectar niveis
na ordem de ng mL', entretanto ndo possuem
especificidade quando comparados aos métodos
cromatograficos [11, 27, 28, 29, 30]. Deste modo,
o método proposto pode ser uma alternativa na
determinacdo de corticosterdides em laboratdrios
de analises clinicas, além de ser seguro para as
pessoas que o manipulam ja que ndo se trabalha
com radioatividade. Outra desvantagem do radioi-
munoensaio ¢ a importagdo dos kits de reagentes e
o niamero limitado de analises, sendo muitas vezes
economicamente inviaveis. Assim, a metodologia
proposta possui um custo relativamente menor se
comparado ao radioimunoensaio, principalmente
se o laboratorio possuir um aparelho de cromato-
grafia liquida de alta eficiéncia.

De acordo com o roteiro de validacdo de
métodos analiticos [31, 32, 33] as recuperagdes
devem estar entre 70 a 110%. Em nossos resulta-
dos, a recuperacdo dos corticosterdides em plasma
fortificado de rato ficou entre 90% e 108%, com
CV entre 1,1 e 2,5 %, como pode ser observado
nas Tabelas 2 ¢ 3, para os niveis de fortificacdes
de 0,15, 0,30, 0,60, 1,2 ¢ 1,60 pL mL .
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Tabela 3. Recuperacdo R (%) dos corticosteroides (g mL") em plasma de rato fortificado.

Cortisona Corticosterona 'Acetatolde Acetato de
Hidrocortisona Dexametasona
Conc (ug mL-1) R (%) DPR R (%) DPR R (%) DPR R (%) DPR
1,6 97 11,6 94 9,5 90 9,1 97 12,7
1,2 103 7,7 103 4,4 98 6,6 103 7,8
0,6 97 10,8 106 4,4 101 5,7 106 6,3
0,3 103 4.4 108 5,7 107 5,8 105 75
0,15 102 6,9 102 8,9 105 4,0 105 45

Os resultados estdo expressos em média, o desvio-padrao relativo € expresso pelo desvio-padrao divi-
dido pela % de recuperagdo x 100. Foram consideradas 5 andlises para cada concentracdo de corticos-
teroides.

Varias técnicas para a determinagdo de corticosterdides em fluidos biolégicos necessitam do pré-
tratamento da amostra [6, 9, 19, 26, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41] seja através de métodos de extragdo
em fase solida ou extracdo por solventes (diclorometano, acetato de etila, metanol, entre outros). Vale
ressaltar que o pré-tratamento da amostra pode induzir a alguns problemas, como: o tempo dispensado
no processo, manuseio laborioso, erros de manipulagdo, contaminag@o por outros agentes, alto custo, de-
composi¢do de alguns compostos, entre outros. Esses fatores sdo imprescindiveis em analises rotineiras
de um grande nimero de amostras. O presente método analitico desenvolvido dispensa o pré-tratamento
da amostra, fato importantissimo no diagndstico ¢ no tratamento de doengas endocrinas relacionadas
com os corticosterdides, na qual se faz necessario a rapidez na quantificacdo destes hormoénios. Para
validar o método utilizou-se a dosagem dos niveis plasmaticos de corticosterona; hormonio secretado
em ratos; apos estresse agudo induzido por natagdo, no qual observou-se um aumento significativo em
todos os tempos (5, 15, 30 e 50 minutos) quando comparados ao grupo controle, ndo havendo diferengas
significativas entre os tempos confrome a Tabela 4.

Tabela 4. Niveis plasmaticos de corticosterona (ug mL™") do grupo controle e dos submetidos ao estresse
agudo induzido por natagdo por 5°, 157,30’ e 50 *.

.. ‘e Niveis Plasmatico de
Niveis Plasmaticos

GRUPOS de Corticosterona Corticosterona

(Diluicéo 1:50)
Controle 04 = 0,1 0,008 + 0,002
EN 05’ 51 £ 1,2 0,102 + 0,03
EN 15 47 + 27 0,094 + 0,05
EN 30° 49 + 27 0,098 + 0,05
EN 50° 47 + 2,0 0,094 + 0,04

Valores expressos como média * erro padrao de 5 experimentos tanto do grupo controle como do gru-
po submetido ao estresse induzido por natacdo. p < 0.05, ANOVA seguida de Tukey-Kramer.
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O aumento dos niveis de glicocorticoides ¢
considerado um mecanismo endécrino de primei-
ra linha para defender o organismo contra as con-
digdes estressantes [42]. O aumento de glicocorti-
coides esta relacionando a rapida mobilizacdo de
gorduras de suas reservas celulares, tornando-os
disponiveis para o fornecimento de energia e para
a sintese de outros compostos, incluindo glicose,
necessarios para os diferentes tecidos do organis-
mo [43, 44].

Assim, os resultados obtidos foram proxi-
mos aos encontrados em métodos descritos pela
literatura especializada, mostrando-se em concor-
dancia com os valores aceitaveis para a validagdo
de nova metodologia em amostras biologicas.

CONCLUSAO

Na determinacdo de corticosterdides em
plasma de ratos, foi observado o efeito de matriz,
na qual a avaliagdo da recuperagdo de corticoste-
roides foi ajustada utilizando o método de adigdo

padrdo, o qual foi empregado com sucesso para a
avaliagdo das amostras reais.

Os resultados obtidos através do estudo de
recuperagdo estdo de acordo com valores aceita-
veis para a valida¢do de uma nova metodologia
analitica em amostras bioldgicas, assegurando a
eficiéncia ¢ a confiabilidade do método.

O método analitico proposto para a de-
terminagdo de corticosteroides em amostras de
plasma empregando um sistema isocratico de
cromatografia liquida de alta eficiéncia com um
detector UV-visivel e a aplicagdo de uma coluna
cromatografica ISRP-C  possibilitou a injegdo di-
reta (on-line) da amostra sem tratamento prévio,
constituindo um método simples, rapido, exato e
preciso.
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Abstract: The present work had as aim the development of simple an analytical method, fast
efficient and the determination of corticosteroids (cortisone, corticosterone, acetate of hidro-
cortisone and acetate of dexametasone) in sanguine samples of rats using an isocratic system
of liquid chromatography of high efficiency (CLAE) with ultraviolet detention. The method
involved direct injection of sanguine sample in a chromatographic column with internal sur-
face of phase reverse (ISRP-C18), using the composed mobile phase for drain plug phosphate
pH 4,0: acetonitrile (65:35 v/v). The detention the analytes was obtained using an ultraviolet
detector of changeable wave length (Varian Model 2550) adjusted in 240 nm and a 4400 in-
tegrator SP Chromaject (Varian Associates, Inc., Sunnyvale, CA, USA). The extraction of the
analyte resulted in recovery values between 90% and 108%, and variation coefficient enter
1,1% and 2.5%. The detention and quantification limits of the method were 0,02 and 0,04 ug
mL-!, respectively. In conclusion, the analytical method possible the direct injection (on-line)
of the sample without previous treatment also presenting some advantages, such as: fast, exact-
ness, precision and specific.

Keywords: corticosteroids, sanguine samples, column ISRP- C, , CLAE.
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