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- ABREVIATURAS

DHT - Diidrotestostereona

T ~ Testosterona

PHM - Pseudo-hermafroditismo masculino.

LH - Hormdnio luteinizante

hCG ~ Gonadotrofina coridnica humana ’
NADPH - Fosfato Dinucleotideo de Adenina e Nicotinamida
rem - Rotacdes por minuto

ml - Mililitro

NSB - Liga¢do inespecifica

cpm - Contagem por minuto

mC1 - MiliCurie 3,7 X 16" desintegracdes por minuto.
c.L. -- Capacidade de ligacdo

DMD ~ Dose minima detectavel .

mm ~ Milimetro

P ™ ~ Pgol médio (mistura de soros)

P B - Pool baixo (mistura de soros)

C v - Coeficiente de Variacao
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VALERIA SAMUEL LANDO

Padronizou-se o wmsétodo de dosagem de diidrotestosterona
apos cromatografia em coluna de celite. Um militro de soro con-
tendo 1000 contagens por minuto de Diidrotestosterona triciada
fo1 extraida com hexana: acetato de etila (2:3), seco, di-
luido com isococtana n3o saturada e aplicado na coluna previa-
mente lavada com 3,5 m]l de isooctana pura. 0O soro foi eluido
da coluna com isooctana pura (3,5 ml) seguida de isooctana com
acetato de etila @8 5%. A recuperacdo da diidrotestosterona tri-
ci1ada variou de 50% a 80% em todos os ensaios.A sensibilidade
do método foi de 4 ng/dl. A variacdo intra-ensaio foi menor aue
S% e a inter-ensalo menor que 9,7%. Avaliou-se a relacio testos-
terona/didrotestosterona em quatro grupos distintos: Grupo § -
Quarenta e um homens adultos normais em condicdes basais; Grupo 2
- Seis homens adultos normais em condicdes basais e apos estimulo

com &000 Unidades Internacionais de Gonadotrofina Coridnica
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humana . Grupo 3 - Sei1s cri1ancas pre-puberes portadoras de crip-
torquirdia unilateral e Grupo 4 - Dito paci1entes com pseudoherma-
froditismo masculino por deficiéncia da S-alfa-redutase ea con-
dicoes basais e pos-hCG. Obtiveram-se O3 seguintes resultados:
Grupo 1- Diidrotestosterona 49,3 £ £3.5 ng/dl, testosterona de
521 2 132 ng/dl e a relacdo testosterona/ diidrotestosterona de
12,6 £ 5,3; Grurpo 2 - Diidrotestosterona de 44.2 % 10,2 ng/dl.em

condicoes basais e 68,5 * 22,2 ng/d]l apos estimulo; testosterona
de 610 t 200 ng/d]l em condicdoes basais e 1276 * 563 ng/dl apos
estimulo.A relacdo testosterona/diidrotestosterona basal foi de
14,6 *+ 5,6 e apos estimulo foi de 18,6 * 7,9. Grupo 3 - Em con-
dicdes basais a diidrotestosterona foi abaixo da sensibilidade
do metodo ((4ng/dl) e apds estimulo foi 29,9 * 8,0. Os valores da
testosterona em condicdées basais foram abaixo da sensibilidade
‘((Bng/dl) e apds estimulo foram 437 ¢ 136 ng/dl. Grupo 4- Os va-
lores de diidrotestosterona em condicoes basais foi de 12,5 * 4,3
ng/dl e apés estimulo 20,5 * 8,4. Os valores de testosterona em
condicdes basais foram de 482 * 112,4 ng/dl e apés estimulo foram
de 1206,7 * 257,9 ng/dl. Conclui-se que a relacdo testostero-
na/diidrotestosterna obtida por meio da dosagem de diidrotestos-
terona apos cromatografia em coluna de celite permitiu identifa-
car pacientes com pseudohermafroditismo masculino por deficiéncia
da S-alfa-redutase. Neste trabalho estabeleceu-se valores nor-
mais para homens adultos » criancas que poderdo servir de refe-

réncia para o método.



MEASUREMENT OF DIHYDROTESTOSTERONE BY RADIOIMMUNOASSAY

AFTER CELITE COLUMN CHROMATOGRAFY .

VALERIA SAMUEL LANDO

It was developed a method for measuring dihidrotes-
tosgerone after celite column chromatography. One mililiter of
serum 'containing 1000 cpm of triciated dihydrotestosterone
was extracted with hexane: ethyl acetate (2:3) : dried, diluted
with non saturated isooctane and injected in the column pre-
viously washed with 3.5 ml of pure isooctane. The serum was
eluted from the column with pure isooctane (3.5 ml) followed by
5% ethyl acetate in isococtane. The quantity of triciated dihy-
drotestosterone which was recovered ranged from 50% to 80X in all
assays. The sensitivity of the method was 4 ng/dl . The intra-assay
variation was less than 9% and the inter-assay variation was
less than 9,7%. It was measured dihydrotestosterone, testoste-
rone and testosterone/dihydrotestosterone ratio in the follo-
wing groups: Group i- Forty-one normal adult subjects in basal
conditions; Group 2 - Six normal adult subjects, evaluated in
basal conditions and after stimulus with 6000 International
Unity of bhuman Corionic Gonadotrofin; Group 3 - Six pre-puberal
children with unilateral cryptorchydism. Broup 4 -Eight patients
with male pseudohermaphroditism due to 35-alfa-reductase defi-
ciency in basal conditions and after hCG. It was obtained the

foliowing results:. Group § - Dihydrotestosterone values of 49 .3 2
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23.5 ng/dl., testosterone values of 521 * 132 ng/dl and testoste-
rone/dihydrotestosterone ratio of 12.6 + 5.3, Group 2 - DHT va-
lues of 44.2 * 10.2 ng/d]l in basal conditions and 8.5 * @22.2
ng/d]l after stimulus; the basal testosterone/dihydrotestosterone
ratio was 14.6 * 5.6 and after stimulus the ratio was 18,6 + 7. 9.
Group 3 -In basal conditions DHT values were below the sensi-
tivity of the method ({4 ng/dl) and after stimulus they were 29.9
+ 8.0 ng/d]l ; testosterone values in basal conditions were be-
low the method sensitivy ((8 ng/d]l) and after stimulus they were
437 * 1346 ng/dl. Group 4 - It was obtained the dihydrotestostero-
ne values of 12.95 % 6.3 ng/dl in basal conditions and 20.5 * 8.4
ng/dl after stimulus; testosterone values 482 % 112.4 ng/dl for
basal and 1206,7 * 257,% ng/d]l after stimulus; the basal testos-
terone/dihydrotestosterone ratio was 42.7 £ 18.9 and 64 2 20 af-
ter stimulus. Jt was concluded that the testosterone/dihydro-
testosterone ratio was able diagnose patients with male pseudo-
hermaphroditism due to S-alpha-reductase deficiency i1n adult 1n
basal conditions as well as after stimulus. In this work it was

established the normal values for adults and children and these

values will be useful as a reference for the method.



1 - INTRODUCZD

As ceélulas interst.ciais de Levydig localizadas nns testi-
culns, sob estimulo do horm6nio luteinjzante (LH) ou da gonado-~
trofina coriénica humana (hCG), secretam. a partir do colesterol,
compostos que apresentam o nucleo do ciclopentanoperidrofenantre-
no como caracteristica comum de suas moleéculas (Fig.1), como por
exemplo os andrdégenos.

Os androgenos s3o compostos de 19 atomos de carbono e es-
trutura androstano. Para que os mesmos tenham uma acado androgéni-—
ca pPotente, € necessario a presenca na rnlécula de um radical
oxidrila na POsicdo 17, assim como de um grupamento ceténico na
posicdo 3. Havendo uma oxidacdo na POsSiGdo 17 com formacdo de :m
grupamento cetonico, o composto originado, um 17-cetoesteroide,
tem sua atividade androg@nica diminuida (18). 0s {7 -cetoesterdi-
des por sua vez, podem ser convertidos em 1i7-hidroxiesterodides,
dando origem portanto, ao andrégeno de maior atividade biologica,
a testosterona (T) (29,31,50,60). A T sob a acdo da 5- alfa-redu-
tase ¢ convertida perifericamente em outro androgeno importante,
a diidrotestosterona (4,13,23) (Fig.2). Esta reacdo requer NADPH
como cnfator e @ biolbdgicamente irreversivel (32).

Durante a vida intrauterina, a T @ responsdvel pela dife-
renciacdo sexual do hirotalamo e dos ductos de Wollf, que dado
origem aos vasos deferentes, epididimo e vesicula seminal, ¢ a
DHT pela masculinizaclo da genitalia externa e desenvolvimento da

prostata (12,51).



ESTRUTURA COMUM DOS ESTERGIDES: NOTE NUCLEO DO
CICLOPENTANO ( D ) FUSIONADO COM FENANTRENO ( A, B, C ).
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Conversao da Testosterona em Diidrotestosterona pela Sa redutase
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Na vida pos natal, a T @ responsavel pelo efeito andro-
génico em tecidos onde a atividade da S-alfa-redutase € baixa,
atuando no desenvolvimento muscular, engrossamento de voz, cres-
cimento peniano, e na inducdo da espermatogenese. Entretanto, nos
tecidos onde a atividade da S-alfa-redutase € alta, a DHT age in-
duzindo o desenvolvimento de pelos corporais, calvicie, o desen-
volvimento da prdistata e vesiculas seminais(16,20,34,43 65,66) .
Tanto a T como a DHT se ligam a proteinas car;eadoras
(globulina carreadora de horménios esteréides, SHBG) sé que a DHT
se Jiga com afinidade duas vezes maior 4 SHB6 do que a T (28) e
agem atraves da ligacdo aos seus receptores especificos (57,58).

0 pseudohermafroditismo masculino, condicdo em que indivi-
duos 46,XY apresentam ambiguidade da genitdlia externa, causado
por deficiéncia da enzima S-alfa-redutase, foi descrita pela pri-
meira vez em 1974 (21). Este e outros estudos subsequentes, des-
creveram 38 homens afetados de 23 familias na Republica Domi-
nicana (48). Desde entdo, foram reportados casos de deficiéncia
de S-alfa-redutase em uma Aarea isolada na Turquia e em
casos esporadicos em outras partes do mundo
(11,42,37,30,47,51,53,63).

A heranca da deficiéncia da S5-alfa-redutase @ autossdmica
recessiva, e Oos homens com essa defici@ncia demonstram +enétipo
heterogéneo (8) com niveis hormonais variando significativamente,
com uma reducdo nos niveis de DHT, niveis normais ou elevados de
T (53), niveis de estradiol normal e niveis aumentados ou nor-

mais de gonadotrofine.(7,37,38,39,40,4%)
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s pacientes portadores de deficiéncia da S5-al fa-redutase
se prestam de modelo para analise da atividade androgénica, espe-
cifica da T e DHT. Os homens afetados nascem com genitilia exter-
na ambigua, caracterizada por hipospadia perineal, microfalo,
bolsa escrotal bifida geralmente testiculos criptorquidicos,
epididimo, vaso deferente e vesicula seminal normais e prostata
Ppoucn desenvolvida. Na puberdade., entretanto, os niveis seéricos
de T se elevam, induzindo o quadro de virilizacdo e libido mascu-
lina. (22)

A avaliagdo da secre¢do hormonal foi a principio realizada
através de medidas dos metabdlitos dos hormonios esterdides ex-
cretados na urina por métodos colorimétricos. Essas informacoes,
entretanto, foram obtidas através de métodos indiretos, sujeitos
a i1nfluéncias decorrentes de alteracfies das funcdes hepatica e
renal que afetam significativamente a excre¢do urinaria desses
metabdolitos(3) Por essa razdo, a dosagem sérica de hormdnios es—-
teroides tanto na forma livre como na ligada, nos oferece condi-
¢30 melhor para avaliarmos tanto a producdo quanto os niveis de
concentracdo nos tecidos alvos. A maior dificuldade nessa epoca
Era a 1nexisténcra de técniras dotadas de suficiente sensibilida-
de para avaliacdo de pequenas concentracdes hormonais.

Com advento do radioimunoensaio (RIA), tornou-se possivel
3 dosagem destes horménios presentes em pequenas concentracdes
nos fJuidos orgdnicos, utilizando menor volume de material e per-
mitindo determinacoes rapidas em muitas amostras.

Enquanto que o RIA para a dosagem de hormdonios peptideos

fo1 utilizado pela primeira vez Por YALOW & BERSON em (1959) (67)

CCMISSAC BLCILRIL LE ENLRGIL WULLEAR/SP  IPLK
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rara dosagem de 1nsulina, a determinacan de esterodides por RIA
defrontava-se com 3 dificuldade de obtencdu de anticorpos anties-
teroides. Ao contrario dos hormdonios polipeptideos, dotados de
Peso molecular acima de 5.000 e com satisfatoria isunogenicidade,
os esteroides tem um peso molecular bem menor. entre 250 e 350
desprovidos, portanto, de atividade imincgenirca.

Somente 10 anos apos foi realizada a dosagem de esteroi-
des através de RIA, por ABRAHAM (1), que conjugou o estradiol a
uma macromolécula, a albumina bovina. Assim, possibilitou jo hap-
teno adaquirir propriedades imunogénicas, estimulando a Producao
de anticorpos especificos. Este recursn descrito anteriormente
por ERLANGER e cols. (15), havia também sido utilizado por OLIVER
e cols (4%) Posteriormente BAUMINGER e cols (&), registraram o
desenvalvimento de anticorpos contra esterdides o que serviu de
base para a determinacdo dos niveis plasmaticos desses hormonios
androgénicos, pelo método de R1A.

0O RIA, baseia-se na competicdo entre o antigeno marcado
isotoricamente (Ag*) e n3o marcado (Ag) pelos sitios de Jigacdo
de seus anticorpos especificos (Ac) formando complexo antigeno-
anticorpo Esta reacdo obedece a lei de acdo das massas e ests
ilustrada na Fig 3.

A quantidade de antigeno marcado e de anticorpo sao mantif
das constantes e constroem-se curvas de calibracio adicionando-se
concentracdes variaveis de antigeno padrdo an sistema de incuba-
c¢30. Nesse sistema, a proporcdo de complexo radiocativo formado
{Ag®-Ac) é inversamente proporcional a quantidade de antigeno ndo

marcado.



Ag* + Ac Ag* - Ac

( ANTICENO MARCADO ) ( COMPLEXO ANTIGENO MARCADO - ANTICORPO )
( ANTICORPO ESPECIFICO )

( ANTIGENO NAQ MARCADO
A EM SOLUCOES PADRAQ
g CONHECIDAS QU AMOSTRAS
DESCONHECIDAS )

Ag - Ac

( COMPLEXO ANTIGENO NAO MARCADO - ANTICORPO )

Fig. 3 - REACAO DE COMPETICAO QUE CARACTERIZA O RADIOIMUNOENSAIO
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A dosagem de DHT por RIA, vem sendo utilizada desde 1972

(3) A maioria dos antisoros existentes apresentam grande reacdo

cruzada com a T, cuja concentracdo plasmatica em homens adultos
normais € de 7 a 20 vezes 0s niveis de DHT (20,24,33 54).

Para o diagnotico diferencial dos pseudohermafroditis-—

mo mascul)ino @ fundamental & dosagem de DHT isoladamente, )a que

estes pacientes apresentam niveis normais ou elevados de T e ni-

ve1s hairxos de DHMT.
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1)

a)

3

4)

OBJETIVO

Montagem do método para dosagem da DHT sérica.

Relacionar valores de DHT obtidos com valores de

T total.

Estabelecer valores normais de T, DHT e relacdo T/DHT
basais @ apos estimulo com hCG em individuos rdn sexo

masculino em idade pre-puberal e adulta.

Avaliar niveis de T,DHT e relacdo T/DHT em portadores

de PHM por deficiéncia da S-alfa-redutase.
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3 - CASUiISTICA

GRUPO 1:
Quarenta e um individuos adultos normais do se-
X0 masculino em condicles basais, com icdade cronolégica

de 19 a 40 anos.

GRUPD 2:
Seis criancas pré-piberes com criptorquidia”
unilateral com idade cronolédgica de 2 a 8 anos, antes e

apos estimulo com hCG.

GRUPO 3:
Seis homens acdultos normais com jidade cronold-
gica entre 24 e 33 anos avaliados em condi¢cdes basais e

apos estimulo com 6000 U] im., de hCG

GRUPO 4:

Oito pacientes com idade cronoldgica entre 13 ¢
33 anos, com PHM. Todos os pacientes apresentavam genita-
lia ambigua ao nascimento, caracterizads pPOY - microfalo,
hipospédia perineal, bolsa escrotal bifida @ vagina em
fundo cego.Todos o8 casos foram registrados no sexo social
feminino a0 nascimento, em decorrencia da ambiguidade ge-
nital e apresentavam quadro de virilizacdo na puberdade

com mudanca de sexo social para masculino.

. COMICIAD RKAGDK i TL L "re - rcrsmsn  wa
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4 - MATERIAIS E MeTODOS
4.1 - Equiramentos

Balanca analitica

Agitador magnético Fanem madelo 2357

Contador de Cintilac3o Liquida. Beckman

Centrifuga refrigerada. Beckman

Agitadﬁr de tubos tipo Vortex, Fanems

Pipetas automiaticas MLA de volumes: 10, 100, 100, 500 e 1oobu14
Banho-maria , Faett

Frascos apropriados para contadoir de cintilac¢do liquida -Vidro-
labor, Sao Paulo

Tubos de cultura 4X15cm com capacidade de 20 m] com tampa ros
queada. Vidrolex - S3o Paulo

Freezer - Congelador doméstico (a 20°C )

Geladeira de usn domestico ( & 4°C )

Estantes para tubos 12 X 75mm com 72 lugares de 1,5 cm X 1,35cm
Estantes de arame pintado,para tubos 13 X 1S5S0 mm com 72 lugares
Dissecador de vidro com dispositivo na tampa de entrada ¢ saida
de ar, para viacuo. FUNBEC - S3n Paulo.

Sistema de entrada de ar para varias colunas ao mesmo tempo,
com um a entrada principal de ar comprimido e varias saidas
(mangueiras de borracha) c~» regulesgem de fluxo de ar.

Estufas pars 800° C.
Bolinhas de vidro para das colunas, Jdidmetro 1 a 2 mm.
Pipetas graduadas de S m]l de vidro, cortadas em 5 cm Vidrola-

bor .
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4.2 - REAGENTES

- T marcada, fornecida pela Armesham International plc.,{1.2.,6,7-
H3)Testosterona, codigo TRK 402 Atividade Especifica dg 10 .3
GBa/mg (279 mCi/mg)

- Padr3o de T - Sigma Chemical Company,St. Louis, n2 T- 1500

- Antisoro T, desenvolvido no Laboratério de Pesquisa da 12 Cli-
nica Médica do Hospitaldas Clinicas da FMUSP (36).
- DHT tetratriciada , Armersham International plc. New Eng;and.
cédigo TRK 395 ( S ALPHADIHIDROL1 ALPHA,2 ALPHA (N)-H3ITESTOSTE-
RONA) embalagem contendo 250 microCurie ( 9.25 MegaBQ), diluido
em solucdo tolueno/etanol (3:2) com atividade especifica de 50 a
60 Ci/Mol.
- Antisoro de DHT de procedencia Radiocassay Systems lLaboratories
Inc., frascos contendo iml do antisoro, suficiente para 1000tubos.
- Padr3o de DHT - Sigma Chemical Company, St.n2 8380.

- Fosfato de sédio monobasico, P A. Merck, Sdo Paulo

- Fosfato de sodio bibésico, P.A Merck, S3o Paulo.

- S6dio Azida,Sigma Chemical Company, St Louis, £.U.A

- Sédio Cloreto, Merck, S3o Paulo

- Carvdo ativado Pro-Analysi N22186, Merck, S¥n Paulo.

- Dextran T 70, Sigma Chemical Company, St. Louis, E.U.A

- Tolueno, P.A., Merck, S¥o Paulo

- Etanocl, P.A., Merck, Sdo Paulo

- P.P.O., 2,35-diphenyloxaznle, Sigma Chemical Company, E . U.A

- Hexana P.A., Merck, S8o Paulo

- Acetato de Etila P . A., Merck.
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- Etilenn Glicol P A, Merck
- Isooctana P.A. Merck.
- Metanol, P.A. Merck
~ Hidroxido de S6dio P.A.,Sigma Chemical Company
-~ Gelatina , Merck

- Celite - Qeel, 545
4.3 - SOLUCSES
Solucdo orgdnica para extracdo dos esterdides do soro:
- LtQUIDO EXTRATOR

Acetato de etila................. 600m1]

Hexana. ... ... ... ... ... .. 400m1]
Esta solucdo de acetato de etila ~ hexansa 3:2, ¢ utiliza-
da na proporcao 10 vezes o volume da amostra. Esta solucdo é es-

tocada a temperatura ambiente mantendo-se estével por i més.

- TAMPA0D FOSFATO O,1M pH 7,0

Fosfato de Sodio bibasico .. ... ... . .. 32,7 ¢
Fosfato de Sédio monobésico. .. .. .... 10,8 9
Azida Sédica. .. ....... ... 2,09
Cloreto dm Sédio. . . ... ... .. ... . ..... 18,0 g
Gelatina. . .. .. .. ... 0.4 %

dgua destileda.  ....... ... ...... ... .2000 ml
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Tomamns 1000 ml de agua destilada a3 37°C e adicionamos ge-

latina até a dissolucdo e acrescentamos aos poucos os reagentes,
em 4Jltimo lugar a azida sodica. Acerta-se o pH em 7,0 com NaOH
0,1M. Este tampdo pode ser estocado & temperatura ambiente por um

- SOLUCAO DE CARVAD

Carvao P.A. ... ... . .. 0,625 g
Dextran=70. .. ...... ... ... ... ...... 00,0685 g9
Tampdo fosfato................... 100 ml

Antes do uso ,esta s0lucdo ¢ deixada sob agitac3do em agitador

magnético @ 4° € por uma noite. £ estivel por 1 més a 4°C.

- LiQUIDO DE CINTILACAO

Solucio mie:

P.P.O... .. . . S50 ¢
Metamol. .. ... ... ... ... . ... . ... .. 100 ml
Tolueno. .. ...... ... ... ... .. ..... 900 m)

Solucio de uso: .

Solugdo mide. . ... ......... .. ... ...100 ml

Tolueno. . ... L 900 ml

LOMISSAG KACICH/ L LE EMERGIA NULLEAR/SP - I
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Como nossas amostras s3o de pequeno volume e contém certa
quantidade de dgua, preferimos usar como solvente tolueno-setanocl
(14.,246,27.46 e 568) por minimizar o " efeito quenching™(perda de
contagem) .

Para cada amostra colocamos 5 m] de solucdo uso, volumse
este, padronizado apés teste de volume x contagem, no qual esti-
mamos vinte vezes a mesma amostra radiocativa, com volumes de 2,3
ml, 5 ml e 10 ml. Com volume de 2,5 ml obtivemns perda na efi-
ciéncia de contagem, porem com 10 m]l as contagens nio se oos;ra—
ram diferentes das estimadas com 5 ml, justificando o uso desta

dltima.

e e
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S - PROCEDIMENTO

5.4 - Obtencdo das amostras de soro

Para a determinacdo de DHT,as amostras foram obtidas
dos diferentes individuos, apés jejum de uma noite e em condi-
cdes basais @ apos estimulo com hCG . O sangue foi colhido em tu-
bo seco., colocados & temperatura ambiente até retracdo do coagu-
lo e cenfrifugado 4 3000 rpm durante 10 minutos. Os soros assim

obtidos foram estocados &4 -20° C para posterior dosagem.

5.2 - Preparo dos tracadores

Devido a longa vida média (412 anos) o tricio tem a van-
tagem de poder ser utilizado nos ensaios por longo periodo. Os
fatores )imitantes de seu uso sdo: a radidlise sofrida na ligacdo
do hormonio-marcado e quebra da molécula do esterdide em questio.

Para evitar que estes efeitos afetem o ensaio, purifica-
$€@ O marcado em coluna de celite, a cada 6 meses (2) Ao frasco
original contendo 250 u) de solucdo tolueno/etancl (9:1) @ acres-
centado S ml da mesma mistura,para evitar a evaporacdo; .0,5 ml da
nove soluclo triciada foi seca em carela e resuspendida com 1 ml

de isooctana pura e arlicada em coluna de celite.
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Quando 0.1 ml]l do volume aplicado estiver impregnado no

celite, colocamos 5 ml de isocctana pura seguida de 5 m) de 1s0-
octana e acetato de etila a 5X, fracdo esta que & recolhida, seca
e resuspendida com dlcool etilico absoluto (0,5 ml) e coleste-
rol(1 ug/uCi de hormonio marcadn). Essa solucdo € estocada a
-20°C e uma pequena parte (0,02 ml) foi diluida em tampdo tosfa-
to, o suficiente para se obter 5000 cpm em 0,14 ml a ser utilizado

no ensajo.

5.3 - Caracterizacdo dos antisoros

0 antisoro da DHT, de procedencia Radioassay Systems Labo-
ratories Inc.,que foi obtido atraveés do antigeno 15B-Carboxye-
thylmercapto-Salpha-DHT:BSA para imunizacdo em coelhos, fornecido
em frascos contendo 1 m] do antisoro )iofilizado (com titulo ini-
cial 1:280), foi resuspendido em 1 m]l de tampdo do ensaio e ali-
quotado em tubos de 0,1 ml e conservado & -20°C. Ums dessas a)i-
quotas diluida com S ml de tampdo do ensaio (diluicdo 1/50),se-
suido de diluicdes seriadas: 1/100, 1/150 e 1/200.(Fig. 4).

A diluicdo que permitiu a ligacdo de 50% do hormonio tri-
ciado (definida como tjtulo do antisoro) foi utilizado nos en-
$310% subsequentes (44). A especificidade do antisoro anti-DHT
esta apresentads na Tabela 1.

O antisoro da T foi obtido através de inoculacio em coe-
lhos do antigeno 4-androsten-17B-01-3-one-3-CMO:BSA diluido em 14
m]l de adjuvante de Freund; o titulo foi de 1/3080 e & maior rea-

¢330 cruzada foi com a DHT de 69%.(36)
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Tabela 1 -~ ESPECIFICIDADE DO ANTISORO UTILIZADO NA DOSAGEM
DE DHT LOTE: R-140-3 '

ESTEROIDE % REACXD CRUZADA
S5-alta-dihidrotestosterona 100,00
Testosterona 7.78
S-beta-dihidrotestosterona 1.45
é-beta-dihidrostestosterona 1,95
Androstenediona 0.42
é6-alfa-androstane~3,17-diona e.o%e
Epiandrosterona 0,77
Progesterona 0,00
Estrona 0,00
Estradiol 0,00

Estriol 0,00
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S.4 - Extracido das amostras.

Antes de submetermos 8 amostra ao radioimuncensaio, reali-
zamos a extracdo prévia do sSOro para separar os esterdides das
proteinas e lipides que interferem com O sistema de contagem li-
quida. A extracdo foi feita com hexana:acetato de etila na pro-

*rordacd® BNy~ num volume dez vezes superior ao da amostra.(2).

. oy o
Utilizamos o solvente hexana:acetato de etila, que pOr sua

polaridade +az com que os hormonios menos polares, tal como an-
drostenediona e progesterona, pPermanecams no plasma, que e des-
cartado junto com as proteinas e lipides apés seu congelamento.
A determinacdo do tempo ideal de agitacdo no vortex para
extracao do esterdoide para a fase orgdnica foi obtido pela compa-

rac3o das cpm de 24 amostras submetidas a agitacdo durante 1, 2 e

3 minutos (Tabela 2).
5.5- Recuperacio da extracio

Para controle da extracdo dos esterdides, 0,1 ml do marca-
do contendo 1000 cpm foi colocada em contato com a amostra duran-
te 30 minutos para atingir o equilibrio. A seguir foi adicionado
o liquido extrator e agitado no vortex por 1 minuto. Apdés 10 mi~
nutos em repouso as amostras foram congeladas (gelo seco ou colo-
cadas & -20°C por 6 & 12 horas). A seguir o sobrenadante foi
transferido para o “ro frasco, onde foi evaporado. Depois de se-
co O extrato foi diluido em 1 ml de isooctana pura, ao inves de
ser diluido em jsooctana saturada com etileno glicol, como no me-

todo original de Abraham (2).

RS s ias
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Tabela 2 - COMPARACAD DOS VALORES DAS CPM OBTIDAS
APGS EXTRACB0 EM DIFERENTES TEMPOS.

AMOSTRA 1 min 2 min 3 min
01 283 268 290
o2 280 235 - 246
03 295 279 289
04 301 309 82
05 321 266 302
06 337 314 261
07 265 295 264
08 53 253 289
09 280 263 86
10 193 269 244
11 249 249 242
12 256 250 300
13 259 216 252
14 el 57 252
15 2564 243 269
16 304 cee 274
17 299 278 278
18 255 3oz 239
19 253 235 272
20 286 307 202
21 277 325 252
ee 295 295 P41
e3 280 253 239
4 295 257 e8e

Média e D.P. 27432 26831 264124

A analise de variancia mostrou p ) 0,05
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Esta modificacdo fo1 i1ntroduzida pPelo fato de termos ob-

tido baixas porcentagens de recuperacao, quando utilizamos 1sooc-
tana saturada (30 * 10%X) conforme meétodo originalmente descrito.
Verificamos que a umidade relativa do ar em nosso eeio oscila en-
tre 70 a 80%, enquanto que na Califcrria, onde o método foi de-
senvolvido, € de 20 a 40%. Passamos ent3o a transferir o extrato
seco com isooctana pura na tentativa de obter as condicbes de po-
laridade ideal e observamos uma melhora significativa da porcen-

tagem de recuperagido (70 * 10%).
5.6 - Preparo da curva padrdo:

O padrdo da T e DHT foi preparado uma vez POr ano e es-
tocado em duas concentragdes : 1 ug/m] (solucdo uso) e 10 ug/ml
(solucdn estoque) a -20°C.

A curva padrdo foi obtida utilizando as =2iluicdes:

Solucdo I: SO ul da sol.1 ug/ml + S ml de tampdn (3000 pg/tubo)

Solucdo A: 1,0 ml de sol. J + 4,0 m] de tampido (3000 pg/tubo)
Solugdo B: 2,5 m)l de sol. A + 2,5 ml de tampio (500 pg/tubo)
Solucdo C: 2,5 m]l de sol. B + 2,5 m]l de tampdo (250 pg9/tubo)
Solugcdo D: 2,0 ml de sol. C + 3,0 ml de tampido (100 pg/tubo)
Solucdo E: 2,5 ml de sol. D + 2,5 ml de tampdo ( S0 Pg/tubo)
Sclucdo F: 2,5 m) de sol. E + 2,5 ml de tempdo ( 25 pg/tubo)
Solucdo G: 2,0 mlvda sol. F + 3,0 ml de tampdo( 10 pg/tubo)

Estas solucdies sfo estaveis por 4 semanas quando mantidas
na geladeira & 4°C.
Cada solucdo de A & B foi usada num volume de 0,5 ml, por

tubo, em duplicata para cads ensaio.
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5.7 -Preparacdo da coluna de celite

Utilizamos microcolunas de celite pelas seguintes razées:
1 - S30 faceis de preparar
2 - S30 de baixo custo

3 - 0 celite tem alto poder de resolucdo.

A técnica de cromatografia em celite baseou-se no sistema
I1 do método descrito por ABRAHAM ( 1977) (2). Apbés pPermanecer 18
horas em estufa a 800°C o celite foi misturado com etileno gli-
col(2:1), isto e, 209 de celite foram misturados com 10ml de eti-
leno-glicol.

0O aquecimento é importante para a dessorcdo da agua e de
componentes organicos, que possam interferir na polaridade da fa-
se estaciondria alterando significetivamente a recupera¢do do
horménio.

Utilizamos pipetas de vidro de S ml (Vidrolabor) para em
pacotar o celite depois de cortada a parte superior da piPpeta em
S cm. Por intermédio de um micro funil, introduzimos o celite pa-
ra dentro da pipeta ® com um bastdo forcamos o conteudo, compac-
tando o celite dentro da coluna. Enchemos novamente a pipeta ate
a marca zero e com leves toques ajeitamos a massa interna, socan-
do. com o bastio o celite até que se estabeleca na marce 4,5 da
pipeta. Sempre em posicio vertical, lavamos a coluna 2 vezes com
3.5 ml de isooctans pura, sob pressdo de ar comprimido.As colunas
podem ser estocadas & temperatura ambiente em isoortana, por uma

semana antes do uso.

rAMNCRAN WAL L L L o ‘e
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5.8 - Preparacdo dos Controles:

Os ensaios foram realizados em duplicata, com o0s tubos
controles, misturas de soro com concentracdo média e baixa
(pools), NSB (ligacdo especifica) e tubo zero (antigeno marcado +
anticorpo). Os pools foram preparados do seguinte modo: a S00ml
de plasma, fornecido pelo Banco de Sangue do Hospital das Clini-
cas da Faculdade de Medicina da USP, foram adicionado S0 9.de
;arv3o—dextran Por litro mantidos sob agitacdo &4 45°C por 2 . ho-
ras, para retirada de todos os horménios contido no plasma. Se-
paramos metade do plasma onde colocamos o padrdo de cada hormé-
nio (250 ng/dl para T e 130 ng/dl Para DHT - pool médio) e no
restante 250 ml (pool baixo) colocamos concentrac@o baixa &0
ng/dl para T e 25 ng/dl para DHT. Esses pools médios e baixo fo-
ram aliquotados e armazenados a -20°C e foram utilizados em to-
dos 05 ensaios.

Com o% controles determinamos o coeficiente de variacao
intra e inter-ensaio, estabelecendo a8 variacdo correspondente a
media e 0os desvios padr3o de 5 ensaios como critério de aceitacdo

dos ensaios.
5.9 - Sistema de Contagem em Cintilacdo Liquidas.

Como a DHT e T sdo marcadas com tricio, que € um beta
emissor, tornou-se necessdrio um sistems especial para contagem
da baixa energia liberada pela particuls beta que ¢ transformada
em sinal eletrico e posteriormente em contagem num determinado

intervalo de tempo.
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0 sistema de contagem em cintilacido liquida @ um meétodo
de dJdetec¢do de radiacdo que utilize uma solucdo de fluor e uma
fotomul tiplicadora.

A contagem de cintilacdo liquida @ um método de contagem
proporcional, isto e, a amplitude do sinal eleétrico obtido no de-
tetor é proporcional a energia emitida pela particula primaria.

A so)ucio cintiladora utilizada nos ensaios & constituida
de uma mistura de solventes tolueno—-msetancl e um soluto primdrio.
(fluor) .

A energia emitida pela particula beta excita as particulas
do solvente, «que por sua vez transmite a energia de eucit;cio
Para o soluto, tornando-o instavel. As moléculas excitadas do
fluor, quando retornam ao estado inicial perdem a energia recebi-
da emitindo quanta de luz de comprimento de onda proximo ao do
ultra violeta (27,356). Quando a luz interage com a fotomultipli-
cadora, originam elétrons «que sdo multiplicados no seu interior,
resultando em um pulso de tensio. Apos sofrer grande amplificacdo
transforma-se num pulso elétrico de grande amplitude, Que & lido
em um registrador de cpm (contagem por ainuto).

Em qualquer método de deteccdo de radiacdo, a eficiéncia
de contagem (3 razdo entre taxa de contagem observada pela taxa
de desintegra¢3o radioativa na amostra) @ maior quando o numero
maximo de particulas emitidas atinge o dectetor @ interage com
ele. Perda ns eficiéncis pode ocorrer quando as particulas emjiti-
das s3o desviada da direcdo do detetor ou sdo capturadas por al-
gum mecanismo, por exemplo: volume insuficiente da solucdo cinti-

ladora, colorac3o ou turvacio da amostra.



26

& - ANALISE ESTATiSTICA.

A comparacao entre os valores de DHT com e sem purificacdo
dn extrato em coluna foi realizada por meio do teste de t-Student

pareado. Estabelecemos como significante os valores de p ( 0.0S.

COM"SSAO N’\(.( "‘ [ 3 '.I- LI R B N ]
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7 - ENSAIO DA DIIDROTESTOSTERONA

0 método utilizado baseia-se no descrito por Abraham (2)
ligeiramente modificado.

O primeiro Passo para se dosar DHT é a incubacdo de 1 ml'de
soro ou plasma com 0,1 m] de DHT marcada ( 1000 cpm) durante 30
minutos 8 temperatura ambiente.

A seguir adicionamos 10 ml de liquido extrator e agitamos
em agitador de tubos tipo Vortex durante i minuto. Deixamos. em
repousd durante 10 minutos, para que ocorra a separacdo das duas
fases (soro/extrator). Em seguida congelamos as amostras e decan-
tamos o sobrenadante em frascos de secagem. Apés a evaporacdo, o
extrato seco foi eluido com 1,0 ml de isococtana pura, e aplicada
na coluna de celite pré-montadsa. A eluicdo foi efetuada sob pres-
sdo de ar comprimido mantendo o fluxo da coluna de 6 a 8 go-
tas/minuto. Apdés a passagem da amostra, lavou-se o frasco com 0,5
ml de isooctana pura que tambem foi transferido para a coluna.
Em seguida, adicionou-se 3,35 ml de iscoctana pura que f0i descar-
tada. OQuando colocamos 3,3 ml de isooctana & 5% de acetato de
etila, obtemos a DHT. Esta amostra foi recolhida da coluna em
frascos, evaporada e resuspendids com 2 m]l do tampio do ensaio,
sendo depois mantida em banho-maria & 37°C por 30 minutos antes

de ser incubada.
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A preparacdo dos padrdes foi feita com tampdo, utilizando
uma solucdo estoque de DHT em metanol contendo i ug/ml. Dilui-
cSes seriada, foram realizadas para obtencdo de concentracio de
DHT fria que variaram de 1000 - 10 pg/0,5ml. Aliquotas de 0,5 ml
de cada uma das solucles padrio foram adicionadas em duplicata,
nos respectivos tubos de ensaio, devidamente identificados.Tanto
nos tubos NSB e Zero colocamos 0,5 ml de tampdo do ensaio.

As amostras contendo 2,0 m] de tampdo foram agitadas no
vortex, pPara resuspender o extrato seco, sendo que: 0,5 mi dé;tas
amostra foram colocadas em frascos contendo liquido de cintilacdo
Ppara posterior cdlculo da porcentagem de recuperacido. Outros 0,5
ml em duplicata foram pipetados em tubos de ensaio de vi-
dro (12x75mm) que acompanharam os controles e a curva padrdo. Cem
microlitos de DHT triciada foi pipetada em todos os tubos seguida
de 0,1 ml de antisoro anti- DHT foi também pipetado em todos os
tubos, exceto em dois deles, que serviram como controle da efi-
ciéncia de remocdo da DHT triciada nio ligada pela solucio de
carvdo-dextran (10) (tubos de Non Specific Binding: NSB). Apés
agitacdo em vortex, os tubos foram incubados em geladeira a 4°C e
ap6és &6 a 24 horas, colocados em banho de gelo, adicionou-se rapi-
damente a cada um deles, 0,2 ml de solucdo de carvio—dextran para
separacdo. Em seguida os tubos foram agitados no vortex e incuba-
dos & 4°C por 20 minutos ¢ centrifugados por 20 minutos 4 3000
rem. 0O sobrenadante foi entdo decantado em frascos de cintilacdo
contendo 10 m] de liquido de cintilacdo, asgitados manualmente
deixados por 18 horas em repouso antes da determinacdo da sua

atividade no contador de cintilacdo liquida.
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B - ENSAID DE TESTOSTERNONA

As dosagens de T foram realizadas por radioimunoensaio on-
de utilizamos como marcador @ T marcada .. n tricio (Fig. 5)

As amostras de soro ou plasma foram extraidas com o mesmo
liquido extrator utilizado para a DHT. Em homens normais utili-
zamos 0,1 m] de soro e em criancas 0,5 m] de soro que foram ex-
traidas com 5 ml do liquido extrator através de agitacdo em vor-
tex, durante 1 minuto cada amostra. Apos 10 minutos em repouso
para separacdo das duas fases, as amostras foram congeladas e em
seguida decantadas em frasco de secagem.Depois de evaporadas fo-
ram resuspendidas em 2 ml de tampdo dn ensaio, agitadas em vortex
e deixadas em banho-maria a 37° C.

A curva padrdo foi realizada da mesma maneira c.ie descrito
para DHT, <6 que neste caso utilizamos o Padrdao de T (1 ug/ml)
para diluigdes seriadas de 1000 & 10 pg em 0,5 ml.

0 ensaio foi realizado utilizando 0,5 m]l de cada ponto da
diluigdo da curva e 0,5 ml de cada extrato de soro ressuspendido
em tamp3o, além de 0,5 ml de tampdo nos tubos NSB e 0,5 ml de
tampdo nos tubos zeros, sempre realizados em duplicata

Em seguida, colocamos 0,1 m] de antisoro anti-testosterona
(36) ,seguido de 0,1 ml de testosterona triciada (5000 cpm/0,iml)
Agitamos os tubos e incubamos a 4°C por 18 & 24 horas. Como méto-~
do de separacdo, empregamos a solucdo de carv3o-dextran, mantida

em agitacdo & 4°C durante a Pipetagem.

e



A
Desta solucdo 0,2 m] s3o pi1pertados em todos Os tubos, menos
nos totais, e, apos agitacdo seguida de repouso por 20 minutos a
4°® C, procede-se a centrifugacao por 20 minutos a8 3000 rpm. O so-
brenadante foi decantado diretamente no frasco de contagem con-

tendo 5 ml de liquido de cintilacdo.

DO méetodo de calculo utilizado baseia-se no programa CLJ-15A

qQue acompanha a calculadora HP-97,corrigindo-se 08 valores pela %

de recuperac3o da extracdo.

o MR i i
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9 - CALCULOS UTILIZADDS NOS ENSAIOS.

Capacidade Contagem do tubo O - BG x 100

de Ligacdo =

Contagem tubo total - BG

CPM amostras - BG x4 x 100
X de =
Recuperacdo Contagem tubo total - BG
P9 lida na curvﬂ X t x 100
Resultado final = = ng/dl
1000 x RA

RA = cpm da recuperacdo das amostras.

Background do aparelho

BG

cpm obtidas para controle da extracdo

(o
]

Os calculos de curva dose~resposta e da concentracdo das
amostras desconhecidas tambem podem ser efetuadas pOr programa em
computador RIAKALC (1982), que se baseia na transformacdo logito-

log (49).

AR s
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10 - RESULTADQS

10.1 - Parametros relativos aos ensaios de DHT e T.

Os ensaios foram analisados em computador PC utilizando o
programa RIJAKALK desenvolvido em linguagem Basic, na Unidade de
Diabetes e Adrenal do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medi-
cina da Universidade de S3o Paulo, que além dos resultados par-
ciais de DHT, nos forneceu varios parametros de controle dos S
ensaios como mostra a Tabela 3.

Apés avaliacdo dos S ensaios de DHT realizados para este
estudo, obtivemos um coeficiente de variacdo inter-ensaio para
valores médios de 5,28 * 2,2% e para valores baixos de 6,7 *
1,0%.

A mesma avaliacdo foi feita para dosagem de T, como mostra
a Tabela 4 e obtivemos um coeficiente de variacdo inter-ensaio

para valores médios 6,0 * 1 . 35% e para o0s baixos de B.14 % 1 .9% .

10.2 - Dosagens hormonais.

Comparando os resultados das dosagens de DHT com coluna e
sem coluna (Tabela 5), observamos que os valores com coluna foram
significativamente menores do que os sem coluna (30,7 * 21.4 X
89,87 * 47,9 ng/dl). A analise estatistica entre esses dnis gru-
Pos (com e sem coluna) mostrou haver diferenca estatisticamente

significante, p<(0.05
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Tabela 3 - CARACTERiISTICAS DOS ENSAIOS DE DHT.
Ensaio: 1 e 3 ) S
cCL.% 34,5 51.2 47.2 37.1 48,2

o

NSB% 1.3 1,7 2.0 1,5 . 2,2
DMDng/dl 4,3 4,1 4,3 4,2 4,3
P.M. 139 * 6.4 127 ¢ 6,4 125 % 5,7 138 t 4,2 130 % 1?2
Medis = DP 130 * 5,26
C v 4,8% S5% 4,6% 3% %
Cve 4,0%
P.B 21 * 31,3% 25 t 2,0% es6 £ 2,0 e7 * 1,7 €8 * 4,6
Média*r DP 25,4022,70
c.va &,2% 8% 7.7% 6,3% S5,7%
C.ve 10, 6%
C.lL. = % de ligac3o do tubo zero com o total.
NSB = % de ligacdo n3ao especifica.
MDD = Minima dose detectavel (sensibilidade)
C.Vi. = Coeficiente de Variac3do intra-ensaio.
C. Ve = Coeficiente de Variacdo inter-ensaio.

P.M = Pool Medio.

P.B = Pool Baixo.
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Tabela 4 - CARACTERiIiSTICAS DOS ENSAIQS DE T.
Ensaio: i e 3 q <]
c.L 46,0 S5e,0 47,0 90,0 49,0
NSB 1,7 1,8 1,9 1,3 5.0
DMD 7,8 8,8 8.1 8.6 8.0
P.M. 220 * 16,9 215 * 14 210 * 12 240 * 9,9 250 * 15
Media * DP 227 * 17.2
C.Vi. 7.7% 6,95% S.7% 4% 6,4%
CVe. 7.57%
P.B. b4 * 4,4 67 ¢+ 6,5 63 2 6,4 62 2 5,2 65 2 3.6
Média t DP 64,20 * 1,92
cC. W 6,9% 9,7% 10% 8, 4% S5.9%
C.Ve 3,0%
CL =% de ligagdo (antigeno e anticorpo)
NSB = % ligacdo n3o especifica.
MDD = Minima dose detectavel

C. Vi. = Coeficiente de variacdo intra-ensaio

C.Ve. = Coeficiemte de variacao inter-ensaio.

P M. = Pools médios

P.B. = Pools baixos.
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Observamos também, que pacientes com niveis baixos de T,
apresentavam niveis mais elevados de DHT medidos sem cromatogra-
fia prévia. Em vista disto, abandonamos a dosagem de DHT sem.cro-
matografia e determinamos 0os valores normais dos grupos controles

apos cromatografia.

Valores basais:

Os valores basais de T e DHT do grupo de homens adultos
normais se encontram na Tabela 6. Obtivemos valores de T de S521_=*
132 ng/d]l e de DHT 49,6 % 23,8 ng/dl e relacdoc T/DHT de 12,4 *

S5.3.
Teste com hCG (Tabelas 7, 8, 9 e Fig.7)

Homens adultos: Como podemos observar na Tabela 7, os va-
lores basais de T foram de 610 * 200 ng/d]l e apés hCG de 31276
* 563 ; os valores basais de DHT foram de 44.2 % 10,2 ng/dl, e
ap6s hCG de 68,5 *+ 22,2 ng/dl. Notamos que houve um aumento sig-
nificativo da relacdo T/DHT apdés estimulo de hCG,uéom valores
basais de 14,6 £ 5,6 e pos-hCG de 18,6 £ 7,9.

Em criancas pre-puberes( Tabela 8), observamos valores
"baixos de T e DHT indicativos da ndio atividade das células de
Leydig caracteristica desta faixa etaria. Entretanto apés estimu-
1o com hCG observamos um incremento significativo de T (437 % 136
ng/dl) e DHT (29,8 £ 8,0 ng/dl) e da relacdin T/DHT que  foi

de 13,0 £ 2,6 ng/dl).
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Tabela S5 - COMPARACAD DE VALORES DE T E DHT REALIZADO
COM E SEM CROMATOGRAF IA.

Individuos T DHT (ng/dl)

controles (ng/dl) C/COLUNA S/COLUNA
ot 08,0 04,0 36,3
oe 09,0 05,3 36,8
03 19,8 14,0 17,7
04 49,9 11,5 39.5
0S 50,5 04,4 47,3
06 96,6 04,0 37,6
07 66,8 12,4 ee., 0
08 74,0 22,0 o°2,4
09 90,2 16,8 37.5
10 112,0 19,2 S57.4
11 138,9 18,35 73,1
i1e 148,0 11,0 64,4
13 330,0 ee. 4 78,9
14 330,0 27,98 94,4
15 350,0 19.7 101,3
16 366,0 22,8 61,0
17 410,0 97,3 140,0
18 420,0 40,9 40,9
19 420,0 45,3 146,1
20 472,0 21,5 74,3
21 475,0 36,3 92,4
a2e 510,0 28,9 129,4
23 510,0 40,9 116,0
24 515,0 42,0 . 114,0
25 517,0 37,7 137,5
26 600,0 65,6 142,8
e7 60S,0 44,4 171,0
28 630,0 56,3 172,3
29 ' 630,0 70,3 165,4
30 645,0 40,0 117,9
31 930,0 79,9 172,0
3e 94S5,0 67,5 083,0
Média 357,3 31,6 89,8
b4 3 3 4
D.P. 265,95 21,1 47,7

COMISEAD NACICE, & de vion - .
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Tabela & - VALORES BASAIS DE T , DHT E RELACXO T/DHT
DE INDIViDUOS NORMAIS.

Individuos 1[1.C. T t(ngsdl) DHT(ng/dl) T/DHT

01 36 475 36,3 13,1
oe 24 930 79.9 11.6
03 34 330 e2.4 14,7
04 3 645 40,0 : 16,0
0S 19 S17 37.7 13,7
06 es 510 40,9 12,5
07 26 410 57,3 07.1
08 33 605 44,4 13,6
09 32 472 e1.5 21,9
10 34 &30 70,5 08,9
i1 ce 420 40,9 10,2
12 25 330 27.8 11,8
13 30 915 50.3 10,2
14 S 630 56.3 11,2
1S 40 350 19,7 17,7
16 36 510 28,9 17.6
17 34 230 24,9 09,2
18 26 570 80,3 07.1
19 30 634 74,6 08,5
20 26 556 93.7 05,9
21 28 716 63,7 11,2
ee 29 429 59.7 07.2
23 27 S72 74,2 07,7
24 31 637 77.9 08,2
eS 26 516 70,9 07.4
ceé 27 535 66,6 08,0
27 26 629 S59.7 10,5
28 5 536 93,0 05,6
29 30 653 104,0 06,3
30 27 342 50,5 06,8
31 c4 329 ee2,1 14,9
a2 25 524 18,6 28,1
33 e5 545 e3.,e 23,5
34 24 570 es.,e 20,2
35 26 503 35,5 14,8
36 25 722 40,0 18,1
37 26 508 29,9 16,9
38 25 410 19,3 21,2
39 24 385 e4,3 15,6
40 31 420 45,5 15,6
41 27 600 65,3 09,2
Médiaz S521* 49,32 12,612

D P i3e 23,5 5.3

# I C = Idade cronoldgica, em anos
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Os pacientes com PHM, tiveram seu diagnostico de defi-
ci1encia da S-alfa-redutase, ja sugerido pelos dados <clinicos,
confirmados pela determinacdo dos metabolitos urindrios beta e
altfa reduzidos, atraves da cromatografia a g9as. Todos os pacien-
tes apresentaram niveis elevados da relacdo androsterona/etio-
colonolona, ) 4 sendo o normal (1.3, indicativo de deficiéncia da
atividade da 5-alfa-redutase. Como podemos observar na Tabela 9,
os valores de T est3o normais tanto basais (482 * 112,4 ng/d))ba-
sal quanto apos estimulo com hCG (1206,7 % 257.9 ng/dl); os valo-
res basails de DHT estavam abaixo do normal (32,5 * 6,3 ng/dl) em
condic3do basal e assim se mantiveram apés estimulo com hCG (20,53
+ 8,4 ngs/di) A relacdo T/DHT ficou bem acima do naormal (42,7 *
18,9) em condicdes basais e apos estimulo com hCG (464 * 20
na/dl), confirmando o diagnostico. A Fi9.7 nos mostra os resulta-

dos obtidos neste trabalho.



Tabela 7 - VALORES DE DHT, T E CORRELACE0 T/DHT EM HOMENS

ADULTOS PR E P6S hCG

INDIVIDUO T (ng/dl) DHT (ng/dl) T/DHT
I C Basal Pico#» Basal Pico#» Basal Pico#*
1 eé 410 702 57 79 7.2 8.9
e 33 554 1180 o7 41 20,5 21,0
3 23 356 1589 44 82 12,6 19,0
4 e6 441 638 47 58 9.4 11,0
5 o8 775 2123 40 100 19.4 21,3
6 1 925 1425 50 51 18,5 31.0
MeDIA 610 1276 44,72 68,5 14,46 18,6
b4 2 h4 k4 b4 b4 *
D P 200 563 10,2 22,2 5,6 7,9

» Apos hCG ( &000 JI dose unica)

I C = jdade Cronoldgica em anos
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Tabela 8 - VALORES DE DHT,T E CORRELACAD T/DHT EM CRIANCAS

PRE-PUBERES EM CONDICAD BASAL E P6S—hC6

INDIVIDUO 1I.C. T (ng/dl) DHT (ng/dl) T/DHT
(anos) Basal Pico» Basal Picos Basal Pico#

1 2,3 (8,0 419 (4.0 32,0 -- 12,8

2 5.8 (8,0 283 (4,0 24.5 - 11,3

3 3,5 (8,0 683 (4,0 43,0 -- 15,8

4 7,0 (8,0 354 (4,0 19,3 -- 18,6

S 2,0 (8,0 427 (4,0 32,5 - 15,2

6 3.0 14,2 445 (4,0 28.0 - 16,3

MeEDIA = -—— 437 - 29,9 - 15,0
b4 b4 * b4

D.P. = ——— 136 -- 8,0 - 2,6

* Apos hCG (100U/Kg por dose x 4 doses) .

1 C. = ldade Cronolégica.
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Tabela 9 - VALORES DE DHT, T E RELACAO T/DHT DE PACIENTES
COM PSEUDOHERMAFRODITISMO MASCUL INO POR

DEFICIENCIA DE S-ALFA-REDUTASE

Individuo T (ng/dl) DHT (ng/dl) T/DHT
Basal Pico® Basal Pico# Basal Pico»
(031 876 1366 19 35 a5 38
o2 443 1029 11 18 40 57 )

03 666 1500 24 30 27 50

04 559 1453 14 16 39 91

0S 443 12688 09 24 34 54

06 575 1180 10 17 57 69

07 362 708 09 12 37 59

o8 332 1130 04 12 83 94
MeDIA 482 1206,7 12,5 20,5 42,7 64
+ % 4 * * b - -

sD 112,4 257.9 6,3 8.4 18.9 20

VALORES NORMAIS (Tabela 7)

MeDIA 610 1276.,7 44,2 68,5 14,6 18,7
* 4 z : 2 b4 -4
SD 201 S562,1 10,2 ee,2 S,é 7,9

# Apds hCG ( &000 Ul im. dose unica).

COMISCAD RALCK! ! 1T LLLEGH KUCLEER/SP - I



* PHM POR DEFICIENCIA DA 5J/REDUTASE
N HOMENS NORMAIS (X+IDP) n= 6
¥ CRIANCAS NORMAIS (X+IDP) n=6

TESTOSTEROMA DHT T/DRHT
ng/dl ng/dl
2500 ool
90} *
2000} 160 [ 8ot *
\§ 14 0} 701 .
[ ]
1500} \\\\\ I20 60} . .
100 50l .,
..
1000} \\\\ 80 N 4 0| . .
N 60 w\\\ 3ol \
NN - @L AN
500} Y N M 40 5:‘ 20f &\xﬁ
g * ‘*‘* 20} o.o. e’ 10} ==
Se e H
e * =N
BASAL APGOS BASAL APCS BASAL APOS
hC G hCG hCG

Fig.7— NIVEIS DE T, DHT E DA RELACAO T/DHT BASAIS, APGS

hCG EM HOMENS NORMAIS, CRIANCAS PRE-PUBERES E EM
PACIENTES COM PHM POR DEFICIENCIA DA s . REDUTASE.
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it - DISCUSSZO

A dosagem de DHT por radioimunoensaio vem sendo realizada
desde a década de 70, (24,4B, 54,59,61) Desde entdao diferentes
métodos tem sido descritos utilizando técnicas de extracdo do so-
ro com solvente organico seguido de cromatografia na tentativa de
reduzir as interferéncias pPresentes no sistema. Estes meétodos,
alem de trabalhosos e dispendiosos requerem grandes volumes de
soro (1,5 - 5 ml) em vista da baixa sensibilidade dos antisoros
empregados e das perdas do hormdénio nas varias fases de do;agem
(Tabela 10).

0 método de cromatografia em coluna de celite é um método-
do de baixo custo, simples, que ndo exige instrumentacdo esmera-
da, no qual a DHT é separada por diferengca da polaridade da fase
movel dos demais esterédides, contra os quais seu anticorpo apre-
senta reacdo cruzada mais expressiva, entre eles a T e androste-
nediona

Com o advento de antisoros mais especificos, testamos nes-
te trabalho a possibilidade de simplificar ainda mais 0 método de
dosagem de DHT descrito por ABRAHAM (1977)(2), realizando a dosa-
gem diretamente apos extragdo da DHT com solvente organico, sem
cromatografia prévia.

Entretanto observamos que os niveis de DHT obtidos sem
cromatografia prévia foram significativamente superiores aos ob-
tidos apP6s cromatografia em coluna de celite. Este fato ficou
ms1s evidente quanda correlacionamos os valores de DHT com os de

T dos pacientes que apresentavam valores baixos de T.
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Tabela 10 - COMPARACXD DE DIFERENTES MéTODOS DESCRITOS

PARA DOSAGEM DA DHT.

Parame- T.1TO ABRAHAM VERMEULEN IMPERATO TOSCAND SETSUKN Presente

tros (1970) (1972) (1976) (1977) (1980) (1980) trabalhc
Volume

amostra 95,0 0,5 1,5 1,0 1,4 1,0 1,0

ml

Tipo de Papel Celite Papel Papel Celite Sephadex Celite
cromato Bush Cell Bush Whatman 935 LH-20 945
grafia

cC v 9.,4% (S5,0% 13,6% ?,9% 9.,8% 10, 6% (9,7
Sensibi-

ladade V.N.C. 4ng 10ng/dl Sng/dl 3,2n9/dl 1,5n9/dl 4ng/dl

Valores 53 ¢+ 49 * b6 2 46 = 48 2 26 * 49,62
Normais 19,0 23,0 4,0 12,0 9.4 15,0 23,8
ng/dl

CV.i = Coeficiente de Variacdo inter-ensaio

V N.C. = Valor nado citado.
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Em alguns destes casos os niveis de DHT foram superiores
aos de T, o que do ponto de vista bioldgico € inaceitavel ja que
90% da DHT circulante deriva da conversdo periférica da T.

Outros +fatores de interferéncia provavel na determinacdo
da DHT sem crpmatografia preévia, alem da inespecificidade do an-
tisoro € a presenca de proteinas plasmaticas no sistema de cinti-
lac3o, 14 que o volume de soro necessario para determinag¢do do
DHT em nosso trabalho foi de iml e quanto maior o volume do saro,
mais praovadvel é a transferencia de proteinas para o solvente or-
ganico na fase de decanta¢do. As proteinas presentes no sistema
de cintilacdn liquida, contribuem para um efeito "quenching” que
resulta em valores hormonais falsamente elevados.

lJti1lizando o método proposto por ABRAHAM (1977) (2), por
suas caracteriticas ja expostas, tivemos a principio um problema
de baixa recupera¢do da DHT das colunas de celite. Esta dificul-
dade foi1 sanada com reducdo da polaridade da solucdo de transfe-
rencia. As amostras passaram a ser transferidas em 1sooctana pura
e a recuperacao da DHT marcada passou a ser maior que 50%

Os niveis normais do nosso método realizados apos rromato-
grafia em celite, foram semelhante ao0s métodos descritos por ou-
tros autores (Tabela. 10) que também utilizaram algum tipo de
cromatografia (2,24,48,59,61).

Sugerimos «que a dosagem de DHT seja realizada sempre apos
cromatografia previa até que se desenvolvam antisoros altamente
especificos e de grande afinidade,que tornard possivel a determ;-
nacdo da DHT em menores volumes de soro e sem necessidade oe cro-

matografia previa.
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Utilizando este método, fomos capazes de confirmar o diag-

néstico de deficiéncia de S-alfa-redutase em um grupo de pacien-
tes com PHM (37,38,3%9,40,41)

Alem disso, determinamos o0s valores normais de homens

adultos e de criancas normais em condicbes basais e apés estimulo

com hCG. Estes valores serdo lteis como referéncia para niveis

normais de DHT, para este método.
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- CONCLUSZO

- A dosagem de DHT ndo pode ser realizada sem cromato

grafia prévia. O método de dosagem apids cromatografia
em coluna de celite, mostrou-se rapido, eficaz, con-
fiavel e com valores normais semelhantes & metodos

mals trabalhosos e dispendiosos.

Determinamos 05 valores normais de T, DHT e da relacao
T/DHT em homens adultos e criancas pre-puberes antes e
apos hCG que seradn uteis como referéncia para este me-

todo .

0O método desenvolvido mostrou-se eficaz no diagnostico

do PHM por deficiencia de S-alfa-redutase.

COMISSAD BACICE. . BE ibai b i
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