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ABREVIATURAS

T = Testosterona
DHT = Dihidrotestosterona
A = Androstenediona
DHEA =  Dehidroepiandrosterona
F = Cortrwsi
Pr - Progesterona
170HPY = 17-hidroxiprogesterons
mg miligrama

= mililitro
ng = nanograma
e = picogiuma
ul = microlitro
cpm =  contagem por minuto
7pm = rotagfo por minuto
X = média
DP = desvio padrio
1 = coeficiente de comelacio
DPM = ‘duvio padrfo médio
cv = coeficiente de variacfo
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Q sutor pedronizou mitodos para dosagens dos  eswrbides sndroglnicos (T, DHT, A o DHEA por
redicimuncensaio, usando pequencs volumes de plasme: T(0,2 ¢ 0,5 mi), DHT(1,0 mi) A ¢ DHEA 0,5 mi) pars homens
& mulheres respectivamente.

A extragio é feita com éter etflico, 0 extrato sendo splicado em mini coluns ds vidro com SEPHADEX LH-20
pers sspasacio de T @ DHT @ em sluminas para purificaclio de DHEA,

Apbs a sluiclio ¢ incubsgio com os anti-soros respectivos (T, DHT, A ¢ DHEA), o radicimuncenssio ers
prom.doimmmuna4°0pw 12 a 16 horas, seguido de separaclio des formes livies @ ligades so enti-soro, com
cwvilio dextrana T-70, As contagens foram reslizedes em cintilador |iquido.

A metodologis mostrou-se especifica peis prove de dilviclo. A sensibilideds foi de 5pg paras A ¢ DHEA ¢ 6 pg
pors T ¢ DHT. A precisfo mostrou-se bos, com cosficients de varieco de 5-10% pera reprodutidilideds intra-enssio
de 10-16%, sdequsde, pers a reprodutibilideds inter-enssio. A exstidiio foi de 98,521 7.96% pera (T e DHT),
96,34 1 10,05% pera (T), 88,04 £ 8,74% para (DHT), 104,82 19 41% pers (A) ¢ 103,68 1 5,71% para (DHEA),

Os welorss obtidos em individuos normeis foram respectivaments em ng/mi: para homens médie L DP: T:
§211,3; DHT: 0,262 0,18; A: 09 10,4; e DHEA: 461 1,7 ¢ pars mulheres 7:0,510,2; DHT: 04 10,2; A: 08105
e DHEA: 4811,7,

A metodologie splicads em sengue colhido simuitancemente em) veia periférics ¢ adrensis, em condicles besals,
spbs depressfo com dexsmetasons ¢ estimulo com ACTH, permitiu demonstrar diretaments 8 secreclio (presenca de
gradiente sdrensl/prerif) dos sndrbgencs pelo cOrtex, ne deficiincie de 21-hidroxilase.

1 - INTRODUCAO E PROPOSITO

Os csterbides sSo compostos orghnicos pertmcentes a uma classe com o nicleo ciclopentano
perhidrofenantreno'®’.

As células do corpo sintetizam o colesterol (C,,), contudo, somente céiulas especializadas

podem degradar a cadeia lateral tornando-se precursoras dos esterbides da série pregnana, androstans ¢
estrana,

Aprovads pere publicaclio em Agbeto/1979.
Nots: A redeclio, ortografis, conositos & reviso finel so de responsebilideds do Autor.
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Colesterol

Os andrbgenos sio compostos esterbides da série androstans que apresentam 19 dtomos de
carbono. S#o substincias capazes de estimular, especificamente, o desenvolvimento das caracteristicas
sexuais secundirias, tipo masculino, apresentando pois, atividade androgénica‘”’.

Estas substincias também afetam outros sistemas do corpo ¢ em alguns casos o efeito pode ser
de maior significincia do que a agfio sobre a estrutura sexual.

Os andrégenos s3o secretados pelas gonadas ¢ cortex adrenal.

No testiculo sio secretados a testosterona ¢ em menos grau a dihidrotestosterona, sendo que
pela gonada feminina sSo produzidas a testosterona e androstenediona.

Os principais andrégenos secretados pela cOrtex adrenal parecem ser a dehidroepiandrosterona e
seus conjugados sulfatados e androstenediona e seus derivados 11g-hidroxilados.

Os métodos analiticos clissicos para dossgem dos andrigenocs nos fluidos orginicos em técnicas
isotopicas e de cromatografia de gis sSo muito laberiosos e necessitam um grande volume plasmético,
além de carecerem de precisio e sensibilidade, reduzindo sua praticabilidade ¢ limitando seu uso.

Durante a Gltima década, diversos métodos fisico-quimicos, por exemplo, técnica da diluigSo de
dupla marcaclio isotopica e, mais recentemente, ligasSo e proteinas transportadoras do piasma'”’, foram
desenvolvidos para os ensaios dos baixos nfveis de andrbgenos (T ¢ A) em plssma periférico. Entretanto
8 sensibilidade desta tecnologia era também pequena, além de necessidade de separacSo prévis dos
esterbides dos demais circulantes obtids, geralmente por cromatografia em coluns ou camada delgada.

Posteriormente, o nadicimunoenssio foi splicado na mensuracSo de muitos compostos
orghnicos'?!! de interesse biologico. Esta mensuracSo baseis-se, emsencialmente, na reacSo de um antfgeno
mercado com um anticorpo especifico, como indicado no esquema absixo.

i

Recentemente, Furuyams e colaboradores'’®) desenvolveram o método de radioinm
pera a determinacfo de testosterona plasmitics, utilizando cofuna de slumina. Ismail ¢
colaboradores'?9) nfo utilizam a cromatografia, sy método sendo muito mais simples, direto
econdmico. A sensibilidade e precisfo provaram ser mstisfatéria embors nlio fosse seu sntisoro
especifico, como alifs nenhum o é pars a testosterons,

Qusndo Berson e Yalow publicanm o primeiro trabatho sobse splicago dos principios do
mmm, em 1959, eles estudaram um hormdnio polipeptidico de peso molecular nfo muito
, 8 insuline.

Os hormdnios polipeptidicos, apresentando peso molecular scima de 5000, so imunoginicos
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em animais de espéeie diterente. quando associados 20 adjuvante de Freund, ¢ ndu foram cnoontrados
obsticulos no que refere 3 produglo de anticorpus especificos para wso em radicimunvensaio.
Entretanto, os hormonics esterdides apresentam peso molecular de 250 2 350 ¢ n¥o slo imunogénicos
pois 0 menor hormoniv peplidico que se mostrow imunogénico foi a vasopresina, de peso molecula
1080.

Esrlanger ¢ colaboradores, em 1957 e 1959, j4 haviam demonstrado ser possivel a produgio de
anticorpos especificos contra os esterbides, desde que cles fossemn wsados como haptencs, ou seje,
incorperados 2 macromoléculas, em geral albemina sérica bovina

Como os esterbides naturais contem grupos OH™ e O™, que ndo se ligam is proteinas em que
estes grupos s¢ tormanweativos, ou seja, transformados em radicais carbexilicos ou aminicos. Assim,
preparam-se derivados contendo grupos carboxilicos livres cue sSo acoplados 2 grupos aminicos dos
nslduosdalmm na albumina humana ou bovina sérica, pelo uso da condensaglo carbodiimida.

Os reagentes para preparar os derivados estzrbidicos variam caso se utilizam os grupos OH™ ou
cetdnicos como locais de ancoradouros da proteina.

Assim, sio utiizados mais frequentemente a esterificacio do grupo OH” por anidrido seccinico
e para 0s grupos cetdmicos preparam-se derivados onima, usando a carboximetit-hidroxilamina. A
reatividade dos grupos alcodlicos e cetonicos dependers de sua localizagio na molécula dos esterbides.

Os esterbides, covalentemente ligados 3 carreadores protéicos sSe imunogénicos contra os
-sesiduos livies da molécula de esterbide. Come os residuos livres sio is vezes comuns para diferentes
esterdides, isto explicaria 2 reatividade cruzada entre eles.

Mais recentemente, Lindner ¢ colaboradores!?4! conseguiram ligar diretamente o esterbide ao
carreador protéico sem 3 necessidade de formagSo de um derivado e os anticorpos resuitantes sfo
especificos.

Em 1969, Abraham'®! publicou uma técnica de dosagem de estricl sérico por radicimunoensaio,
com anticorpo relativamente especifico. A partir de 1970, as publicagdes s¢ multiplicaram mwito, de tal
sorte que atualment: nSo se conhece nenhum esterbide Je importincis fisioldgica que nlio sejs

Neste trabalho, propomo-nos a estudar a técnica do radioimunoensaio para a mensuracSo dos
mdrbpnmemplmlmmmmdoimydmmﬁodcnndontuﬁ-haﬂdvdmnm
desses hormdnios em condigOes normais, patolgicas e experimentais, além da sua utilidede no
dingnéstico de diversms disfungBes gonadais ¢ adrenais. Tendo a possibilidade de medir estes hormdmios
diretamente nos efluentes adrenais ¢ comperf-ios com a mensuracSo simultines no sangue periférico,
resolvemos aplicar a metodolngia a uma condiglo de defeito enzimético, “in anima nobile” ¢ assim
avalias, pelos gradientes (periferia ¢ veis adrenal) a secrecSo direts destes androgenos pels adrenal, pela
primeira vez na literatura,

Para melhor compreensio dos ressltados que obtivemos, apresentaremos um sumisio da
biossintese dos andrbgenos nos individuos normais e no defeito a ser apresentado nesta tese,

Biossintese dos Principeis Esterdides Adrenals

O precursor de todos os hormbnios da cortex adrenal, como js indicado, & o colesterol que pela
scfio ds 20,22 desmolsse df origem A pregninolona.

A conversfio da pregninolona para a progesterona envoive a deidrogensse do grupo 38-hidroxil e



484 oxoesterdide isomerase. A progesterona é convertida em 1 7-hidroxiprogesierons peh aglio da
17-vidroxilase.

A 1 T-hidroxiprogesteroma (1 1-deoxicuntisol os “substinciza S™ de Reichsiein) peb sglio da
21-hidroxilase. Finalriente 2 substancia S € convertida em cortisol (composte F) peln aglio de
118-hidvoxilase.

A zoma fasciculada também forma wem pequens quantidede de corticosteroms (commposto B)
come subproduto da sintese do costisol. A bicsimtese € idimtica exceto pein fate da progesteroms sofier
diretamente 2 agdo da 21-hidroxilase e posteriormente da | 18-hidroxilase.

A conversio da progestcrona em aldosterona na zoma giomervion esvolve ums sfrie de enzimes
similares iquelas da sintese do cortisol, mas com trés diferengas importantes.

Na zoma glomeruiosa, pela susincia de |7chidroxilese, falta a capacidnd: para formas
17a-hidsoxiprogesterona, nfo se produzindo o cortisol.

Por outro ado, forma-se 3 corticosteroma (composto B) que pels aglio da 18-hidronicsterbide
deidrogenase origina a aldosterona.

Alm dos hormdnics principais, o cortisol ¢ sldosteroms, a adrenadl prodez tambim como
sabprodutos. os andrbgenos ¢ estrbgenos. '

Quantitativamente, 0 andrégeno mais importante ¢ o sulfato de dehidroepisndrosterons
(DHEAS), que ¢ derivado da pregninolona e que por sus vez ¢ convertido em DHEA e vico-versa.

A DHEA, em parte é também derivada da 17-hidroxipreguninoions pels aglio ds 17-desmolnse.
Uma fragfo importante d2 DHEA ¢ convertido em androstenedions ¢ ¢33, por Sm Wz, M
11p-hidroxiandrostenediona ou reduzida a testosterona.

A androstenedions também poders ser derivada de 17-hidroxiprogesierons conforme ss podesh
ver no esquema da Figuna 1.

O defeito de sintese 2 ser amalisado corresponde 20 blogueio da 21-hidvonilase que pods ser
purcial ¢ total E parcial quando compromete apenss 3 sintese do cortisol (v total com ©
comprometimentc também da producfio de aldosterona.

No bloqueio, havendo diminuigfo da produco do cortisol, resultarh wm swmento da secregfo
de ACTH hipofisric que estimulard ss glindulas supra-rensis, levando & ums hiperplasia ¢ hipsrsecrecfio
de andrégenos, como subprodute do acimulo do substrato a montaste, pars novmalizas os niveis de
cortisol.

A enzima atus ma conversio da progesterons em DOC (deoxicosticosterons) ¢ as pamagem de
17-hidroxiprogesterons em 1 1-deoxicortisol (composto S). Na incapecidede da sealizacSo dests Gitime des
reagles, 08 compostos precursores se acurmulam particularmente s 17-hidroxiprogesterons gue per ser 0
principsl precursor dos andrégenos nos supra-rensis, estes prodwzisSo em excemso levando 3
mesculinizacso do feto feminino ou macrogenitosomia do masculino.

O blogueio progesterona-DOC som e se observa no defeito total da 21-hidroxilase.

int-Releglio dos Andrégencs

Os andrbgenos secretados pela cortex adrenal ¢ ghnadas estSo indicados ne Figurs 2 bem como
%3 inter-conversdo apbs secrego.
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Figurs ¥ - Biomintese dos principais andrégencs adrenais - figura segundo “Migeon C. J. The Biological basis of pedistric practiee (Cooke R, od.)
New York, MacGraw-Hill, 1963, modificado.
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No homem 3s interconversdes indicadas na Figura 2 s¥o de pouca importincia devido 3 grande
quantidade de T secretada pelos testiculcs. Na mulher, contudo, somente cerca de 150ug de T sfo
secretados diretamente comparada com cerca de 20 mg de andrbgenos | ouco potentes"o’, do homem.

A androgenicidade desses andrigenos pode ser devida, tota! ou parcialmente, 3 sua conversio
em T apbs secregio.

Na mulher, a taxa de secrecio de A é cerca de vinte vezes maior do que a da T. Embora
somente uma pequena propor¢io da A seja convertido em T, aproximadar.iente metade da concentracfio
da T encontrado no sangue das mulheres é resultado de conversfo da A.

Os metabolitos de todos estes esterbides sio excretados na urina, principalmente com
17-cetosterbides. Parte da DHEA-S (sulfato de dehidroepiandrosterona) é excretada sem modificagio,
mas parte é metabolizada via A em 17-cetosterbides 11 deoxi, androsterona e etiocolanolona na forma
de seus sulfatos ¢ conjugados glucurdnicos. A maior parte da A = T é também metabolizada por esta
G)tima via, mas uma pequena fragfo da T, cerca de 1%, ¢ excretada como testosterona glucoronidato.

2 - MATERIAL

2.1 — Reagentes, Solugdes e Aparelhagem

2.1.1 — PadrBes dos Hormdnias Esterbides: T, DHT, A o DHEA,; utilizados sem repurificaglo,
foram obtidos da “Sigma Chemical Corporation” (St. Louis, Missouri, Estados Unidos da América). As
soluges estoque foram preparadas em etanol bidestilado'®’ a 1 mg/ml ¢ mantidas a -20°C. Destas,
foram feitas as Jiluigdes seguintes:

Solugfo (B), tomando de (M) 100ul e completando o volume para 10 ml com tampio,
obtendo-se uma concentragio de 10ug/ml e tomando de B 5ul e completando o volume para 10 ml com
tamplio, obtendo-se uma concentragio de 0,1 ng/20ul para T, DHT, ¢ DHEA, correspondendo a solugSio
de uso, Para a androstenediona, tomamos de (B) 50ul e completamos para 10 ml com tampfo,
obtendo-se solugdo de uso de uma concentragio de 5 ng/ml.

2,1.2 — Horm8nios Radioativos

Foram empregados os seguintes:

Testosterona (1,2,3H(N) — 40Ci/mmol-cat.NET-187)

Dihidrotestosterona (1,2,3H(N) — 40Ci/mmol-cat. NET-302)

Androstenediona (1,2,3H(N) - 40Ci/mmol-cat.NET-181)

Dehidroepiandrosterona (1,2,3H(N) — 40-60Ci/mmol-cat.NET-479),

Obtidos da (New England Nuclear Corp., Boston, Massachusets, Estados Unidos da América) em
soluclo de benzeno-etanol 9:1. Tomamos ums pequens alfquota correspondendo de 500.000 s
1.500.000 cpm, dependendo do esterbide marcado.

2.1.3 ~ Antisoros Liofilizados

a) Para 2 medida de testosterons, utilizamos a obtida de coelhos imunizados com
testosterons-3-oxima albumina bovins, sdquirido da New England Nuclear Corporstion,



Boston, Massachusetts, Estados Unidos da América. Este anti-soro, por ter 100% de
imunorreatividade cruzada para DHT, foi também utilizado para o +nsaio deste esterbide.

b) Para ensaio da androstenediona empregamos o anti-soro preparadc em coetho no qual foi
injetado o androstencdiona 7 a-soro albumina bovina, obtido da Miles-Yeda Ltd. (Kiyat
Weizmann, Rehovot, Israel).

c) Para a medida de dehidroepiandrosterona utilizamos o anti-soro preparado em coelhos
apbs imunizagio com dehidroepiandrosterona-17-oxima-soro-albumina bovina, obtida da
“Endocrine Science”, Tarzana, Califérnia, Estados Unidos da América,

2.1.4 — Sephadex LH-20(25-100 mesh) — Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Suécia,

i 2.1.5 — Alumina (6xido de aluminio Al,O, ativads, neutro para cromstografia em cokuns (E,
Merck, Darmstadt, RepGblica Federal da Alemanha. -

2.1.6 — P.P.0. (2,5 difeniloxazole) — Amersham/Searle, lllinois, Estados Unidos da América.

2.1.7 — P.O.P.0.P. (P-bis/2-(5-feniloxazolil) — benzeno — Amersham/Searle, lllinois, Estados
Unidos da América.

2.1.8 — Dimetil P.0.P.0.P. (1,4Lis{2(4 — metil-5-feniloxazolil} — benzeno — Amersham/Searle,
Hlinois, Estados Unidos da América.

2.1.9 — Triton X-100(iso-octil-fenoxipolietoxietanol) - Rohn and Haas, Filadelfia, Pensilvania,
Estados Unidos da América.

2.1.10 — Tolueno — J. T. Baker Produtos Qufmicos, Ltda., S3o Paulo, SP — Brasil.
2.1.11 — Liquido de Cintilacio
a) Para uso no radioimunoensaio de T, DHT e DHEA:

1} “olvgdo concentrada—20g de PP.O., 0,25g de dimetil P.OP.OP. dissolvidos em
200 ml de tolueno,

2) Mistura de Triton X-100: Tolueno(1:2).
4} Solugo de uso — Mistura de uma parte da soluglio (1) e dez partes da solugfo (2).
v) Para o radioimunoensaio de A:

4gde PP.O,

200 mg de P.OP.OP.

667 ml de Tolueno,

333 il de Triton X-100.

2,1.12 ~ Solventss orginicos foram utilizados todos de sits pureza (PA ou equivelentss) da

firma Merck, Darmstadt, RepGblica Federal da Alemanha. Eter etflico, Isooctano para cromatografia,

benzeno pars rromatografia, N-Hexano, Diclorometano, Acetato de etila, Alcoo) metflico, Alcool etflico
absotuto, Acido clorfdrico, Acido sulfGrico.



2.1.13 - Dextran 7-70 Pharmacia Fine Chemicals Uppsala, Suécia.
2.1.14 — Azida sbdics - Merck Darmstadt, Repfiblica Fedenl da Alemanha,

2.1.15 - Abumina bovina fraglo V em pb, fornecida pela Sigma Chemical Co. (St. Louis,
Missouri, Estados Unidos da América).

2.1.16 — Fosfato monobésico — Na H;POH,0 — E. Merck, Damstadt, Reptblica Federal da
Alemanha,

2.1.17 = Gelatina — E. Merck, Darmstadt, RepGblica Federal da Alemanha,

2.1.18 — Trizma HCHTris(hidroximetil) cloreto de sminometano — “Signa Chemical
Corporation™ (St. Louis, Missouri, Estados Unidos da América).

2.1.19 — Trizma Base(Tris(hidroximetillaminometano — “Sigma Chemical Corporation” (St.
Louis, Missouri, Estados Unidos da América).

2.1.20 — Cloreto de sbdio — E. Merck, Darmstadt, Rep(iblica Federal da Alemanha,

2.1.21 — SolugSo Tamplo

a) Tampio fosfato Q,)M pH 7.4, preparado da maneira seguinte: 13,8 g NaH,PO,H,0
acrescido de 2 g de azida sbdica, 5 g de albumina bovina frago V dissolvidos em 1 litro
de 4gua destilada para T e DHT.

b) Tamplo fosfato pH 8,0 — 4,44 g de Trizma HCl, 2,65 de Trizma Base, acrescidos de 1,0 g
de gelatina, 1,0 de azida sbdica, 5,844 g de NaCl, dissolvidos =m 1 litro de 4gua destilada
para A,

c) Tampio fosfato 0,1 M pH 7,0~ 13,8g de fosfato monobésico, acrescidos de 9,0 g de
NaCl, 1,0 g de azida sbdica, 1,0 g de gelatina, dissolvidos em 1 litro de gua destilada para
DHEA.

2.1.22 — CarvBo stivado — “Sigma Chemical Corporation™ (St. Louis, Missouri, Estados
Unidos da América).

2.1.23 - Solugdo de Dextrana, preparada no tampio de ensaio (2 ¢ b), pela adicdo de
0,25 g de carvio ativado e 0,025g de dextrana T-70 a 100 ml de tampio. Esta solucfio é estivel a
4°C, até 30 dias, sendo que por ocasiio do seu uso a solugio ¢ mantids em continus agitagSo
magnética, sendo empregada para o radioimunoensasio de T, DHT e DHEA.

2.1.24 — Suspensfo de 0,5 g de carvéio, 0,05 g de Dextrana T-70, a 100 m! de tampo fosfaio
pH 8,0 (b), estével a 4°C no méximo de 30 dias, para o radioimunoensaio de A.

21,25 — Mawrisl Biologico

Plasma humano obtido por colheita venoss em tubos contendo um microlitro de heparina
sbdica. Imedistamente apbs a colheita, 0s sangues eram centsifugados, o plasma separado ¢ estocado a
-20°C até no méximo 6 meses, Os materiais foram obtidos de individuos normais e com bloqueio parcial

de Zl-hklmxﬂm (hiperplasis congnits da supra renal), diagnosticado pelos métodos clinico-lsboratoriais

* VirilizecSo precocs, svenco de idede Omea, defeitos conglnitos dos genitsis extsrnos no sexo feminino, elevaclo
dos 17-cetosterdicies urindrios 8 do pregnenetriol urindrio, com bloqueio por dexsmetszons exdgens.
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2.1.26 — Equipamentos

— Vortex Mixer Genie-Scientific Industrie Inc., Springfield, Massachusetts, Estados Unidos
da América, 01103 Model K-550 — G,

— Pipetador automitico Oxford de 100, 200, 250, 500 ¢ 1000uL
— Pipetador A. H. Thomas (1-10 ml).

— Cintilador l{quido Beckman(LS-150) — dotado de espectrdmetro e troca automfitica de
amostras.

— N-Evap(Evaporador analftico) — Organomation Associates Inc. TPK Sta Shrewbury, MA.
Model 106. A

— Dubnoff Metabolic Shaking incubator — Precision Scientific, Chicago, Illinois, Estados
Unidos da América.

— Centrffuga refrigerada — Damon 1EC tipo PR-600 — International Equipment Company,
Boston, Massachusetts, Estados Unidos da América.

— Congelador,

— Refrigerador.

3 - METODOS

A técnica seguida baseou-se em termos gerais nas indicagDes de Auletta’®', com modificagOes
que introduzimos durante seu desenvolvimento e consistiu nas fases seguintes: (Figura 3)
3.1 — Preparo do Plasma para o Radicimunoensaio
Foram utilizadas as seguintes alfquotas do plasma, dependendo do andrégeno a ser medido:
a) Testosterona: 0,2 ¢ 0,5 ml para homem e mulher, respectivamente,
b) Dihidrotestosterona: 1,0 ml para homem e mulher, respectivamente,
¢) Androstenediona: 0,5 ml para homem e mulher respectivamente,
d) Dehidroepiandrosterona; 0,5 ml para homem e mulher, respectivamente,
completando o volume para 1,0 ml com tamp3o fosfato (a, b ou c) e adicionamos 0,1 ml de hormdnio
tritiado(t 1000cpm), Agitamos, em “Vortex”, por um minuto e deixamos em repouso a 4°C por

12-16 horas para estabelecer o equilfbrio entre o hormdnio contido no plasma e o hormdnio tritiado,
Este hormdnio radioativo se constitui em padrio interno para a estimativa da recuperagfio,

3.2 - Extraglo

Adicionam-se 4 ml de éter etflico, agita-se por um minuto e separa-se a fase orginica apbs s
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Plasma (T, DHT, A e DHEA

Adicionar ¥ 1000 com 3!

Incubar de 12 a 16 horas
Extragao -éter etilico- (2Xx)

) Aquosa Oxganica
Secar

Coluna Sephadex LH-20 ou
Alumina (A1203)

Eluatos
X ml do eluato

Secar N, 3 45°C ~

!

Redissolver (1,0 m) tampao a,b ou ¢)

]

Aliquota para recuperagio Radioimunoensaio
0,2 ml do extrato 0,2 ml -_extrato
0,1 ml HC1 0,1 M 0,1 ml 3u
10,0 ml de solugao cintiladora 0,1 ml anticorpo
0,8 ml de tampao (a,b ou ¢)
1 Incubar 12-16 horas
o
Contar 47c
Separacao

Carvao dextrana

Centrifugar 10 min.~4°C

Decantar

Figura3 - Representaclo esquemftics ds técnics pars quantificagfo dos horménios andrégenos (T,
DHT, A e DHEA.
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centrifugacio por 10 minutos, 2 velocidade de 1500 rpm. A fase aquosa acrescentam-se novamente, 4 ml
de éter etflico e repete-se a operagdo acima. Despreza-se por fim a fase aquosa final e conserva-se a
organica, adicionada 2 obtida inicialmente. Esta & evaporada sob corrente de nitrogdnio, em banho-maria,
4 temperatura de aproximadamente 45°C, sendo o resfduo seco dissolvido em tampfo fosfato (a, b ou ¢)
1,0 ml. No caso de necessitar-se de purificacfo cromatografica, 0,5 ml devem ser dissolvidus em eluente
especifico, a ser descrito adiante.

3.3 — PurificagSo da Testosterona e Dihidrotestosterona

3.3.1 — Preparo da Coluna de Sephadex LH-20

2,5 g de Sephadex LH-203%) sfo previamente entumescidos com 10 ml do solvente I
{Benzenometanol 85:15: V:V) durante 12-18 horas. A seguir este material ¢ colocado em uma coluna
de vidro de 15 x 1 cm. A coluna assim preparada € lavada com o solvente I até completar um volume
final de eluigio de 100 ml. Em seguida, percolam-se cerca de SO ml do solvente 11 (isooctano benzeno:
metanol 90:5:5 V.V:V) para saturar o Sephadex.
3.3.2 — Calibragio da Coluna

Adicionamos 100ul de DHT radioativo, de atividade especifica conhecida, ao topo do Sephadex.
- Em seguida fizemos eluigio da DHT com solvente I, coletands-se fracdes de 1,5 ml em frasco de
cintilagfo 1fquida, que eram evaporadas em placa aquecedora, acrescentando-se, a seguir, S ml de solugio
cintiladora ¢ levadas ao cintilador lfquido para a identificago do pico de radioatividade, Posteriormente,
lavamos a coluna com 100 mi de solvente II ¢ a seguir adicionamos 100ul de T radioativa de atividade
especffica conhecida e procedemos da maneira idéntica 3 DHT (Figura 4).
3.4 — Puriticaclio de Dehidroepiandrosterona
3.4.1 ~ Preparo da Coluna de Alumina

Pesamos 2,0g de alumina e colocamos em coluna de vidro de 15X 1 cm, procedendo da
. stguinte maneira:

Lavagem com os solventes crginicos na ordem seguinte:
a) 2 vezes com 25 ml de metanol a 95%
b) 2 vezes com 25 ml de metanol a 100%
¢) 2 vezes com 25 ml de metanoladiclosrometano (1:1)
d) 5 vezes com 25 ml de diclorometano
¢) 2 ou mais vezes com 25 ml 10% de acetato de etila em hexano

f) Finalmente, lavamos com 50 ml do solvente do uso 0,75% de etanol absoluto em fe xam,

3.4.2 ~ Calibraglio ds Colune

A calibragio ¢ feita de maneira idéntica paca T ¢ DHT em Sephadex LH-20 (Figura 5).
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cpm

1000 }
Eluigaos I1sooctanoiBenzeno:Metanol 90:5:5: ViViV

95004 Eluatos: 1,5 ml/tubo
‘

800+

700 A

600 |

500 -

400 -

3007

200 4

100 4

-~

P VI Y S U W N WA S ) U T
e o
~4—DHT..—.‘0;

~N (1]

AAA;_LLLA!||.| ’

— T ’: ml /tubo

12,0
40,571

Figura 4 — Separagdo da Testosterons®H e Dihidrotestosterona>H em coluna de Sephadex LH-20
(2,5 8).
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cpm
4 Eluigdo: 0,75 § etanol absoluto em hexano

10004

800 1

700

600 1

500 J

400 ¢

300J>

g

200 1

100 §

Eluatos: 1,5 ml/tubo

9 é&—— DHEA —— ml/tubo

Figurs 8 — ldentificagio da DHEA-*H apés cromatogmfis em coluna de alumins (2,0g)
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35 — Separacio Cromatogrifica

Os extratos secos do plasma T ¢ DHT foram dissolvidos no solvente 11(0,5 ml) e pipetados no
topo 1a coluna de Sephadex, os eluatos coletados em tubos de ensaio e evaporados em correntes de
nitrogénio, em banho-maria, 3 temperatura de 45°C.

O perfil de eluigio da T ¢ DHT esté indicado no Quadro 1 ¢ Figura 4.

Quadro 1

Solvente 11 Total solvente

adicionado adicionado Frago
(mi) (ml)
22,5 225 desprezar
10,5 330 DHT
40,5 40,5 desprezar
13,5 54,0 T

3.6 — Elui¢Bo da Dehidrospiandrosterona

Aos extratos secos do plasma adicionamos 0,5 ml do solvente de elui¢do apropriada e colocamos
no topo da coluna de alumina. Os eluatos foram coletados em tubo de ensaio e evaporados em corrente
de nitrogénio, 4 temperatura de 45°C, segundo o Quadro 2 e Figura 5.

Quadro 2
Solvente Total solvente
adicionado adicionado Fraglo
(ml) (ml)
92,0 9,0 desprezar
10,5 19,5 DHEA

Com efeito, o8 9 ml iniciais da elviglo da coluna s§o desprezados, recolhendo-se os 10,5 mi
seguintes onde se coloca o pico da DHEA, conforme se observa na Figura 5.

3.7 -~ Diliglo do Anti-8oro ¢ Céiculo da Porcentagem de Ligeglio do Mormbnio Radiostivo ns Ausincia
de Mases Fria

Reconstituimos os anti-soros liofilizados, para T ¢ A, com Sml de tamplo (a e b) ¢ 1,0 ml do
tanplo (c) para anti-soro de DHEA, constituindo-se assim as solugOes concentradas,
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Destas soluges concentradas fizemos as vérias diluigtes, com a finalidade de chegar 2 uma
porcentagem de ligagio em torno de 50%, com uma massa fixa do “hormdnio marcado”,

O protocolo para a determinagfo da diluicio do. antisoros utilizados para a obtenglo da
porcentagem de ligagfo aproriada com o hormdnio marcado, estd no Quadro 3.
onde:

RT

radioatividade total

C.

It

anticorpo concentrado
a®% b"e ¢* = diluigdes utilizadas
Usamos as seguintes diluic3es:
T-1:1,12,13
A - 1:10,1:12, 1:14
DHEA - 1:10,000, 1:12.000, 1:15.000

A todos os tubos adicionamos 100ul do hormdnio marcado, com 4000 cpm e seguimos como
indicado no parigrafo 3.11,

O cdiculo da porcentagern de ligagdo do anti-soro estd indicado a seguir

c* _ cpm na presenca do anticorpo concentrado ligado a0 hormonio marcado
RT Radioatividade total

8% b®e c® cpm na presenca do anticorpo diluido
RT Radioatividade total

Escolhemos a dilui¢fo do anticorpo em que a relagio com Radioatividade total fosse em tomo
de 50%.

38 ~ Protocolo da Curve-Padrio de Testosterona (T) (Tabela I) (Figura 6)
3.9 ~ Protocolo de Cura Padrio de Androstenedions (A) (Tabela 1I) (Figura 7)
3.10 - Protocolo da Curva Padrio de Dehidroepiandroswrons (DHEA) (Tabela Il) (Figura 8)

311 — Preparaclio do Hormbnio Marcado Livre do Hormbdnio Ligado so Anti-Soro

Faz-se a separagfo apls repouso do tubo de resgSo por ums noite a 4°C, com a adigSo de
L,O0ml (T, DHT) ou 0,2mi (A e DHEA) da suspensfo de carvio dextrana em todos os tubos, com
exceglo dos de n9s 1 e 2. Agits-se cada tubo por 15 segundos e deixa-se em repouso por 15 minutos.
Centrifugs-se a 2500 rpm, por 10 minutos a 4°C, e separa-se o sobrensdante, por decantaclio, em frasco
de cintilago liquida. Adicionam-se 100ul de HCl 0,1 M e 10m! de solucfo cintiladora, contendo



Quadro 3

1Y) (A) (DHEA)
Codigo Tampéo Anti-soro Tampiio Anti-soro Tampiio Anti-soro

u ul u ul d H
RT 1000 —_— 1000 —_—— 1000 —_—
c* 200 100 200 500 00 200
a* 200 100 200 $00 200 200
b* 200 100 200 $00 200 200
c* 200 100 200 500 200 200

rl



Tobela |

Padrio
Tubo Codigo esteroide Tampio (a) Anticorpo Homadnio 3H
(0,1ng/20pd)
ne ul 2 ] u ul u
] RT - - 1000 - 100
3 N - 300 — 100
] Bo S — 200 100 100
3 Ponto 1 1S 199 100 100
¥ Ponto 2 2 10 198 100 100
Y Pontc 3 s 25 195 100 100
H Ponto 4 10 50 190 100 100
13 Ponto 20 100 180 100 100
17 Ponto 6 30 150 170 100 100
13 Ponto 7 50 250 150 100 100
3 Ponto 8 100 500 100 100 100




100

o0 1| Diluigao do anticorpo 1:l
Porcentagea de ligagao = 43 %
=219

B - N

(g ﬁoTi = porcentagem de ligacao

onde:
70 B, - Cpm na auséncia de massa fria

RT - cpm total (X 4000 cpa)

60 4 N - cpm inespscifica na auséncia do snticorpo
%— X 100 = porcentagem de ligagio de hormd

" o nio frio

0 1

B - cpa na presenca ds hommonio frio

40 1
30 }
20 §
10t
| WO N ., o
mg z g g gvf 2 »
] - ~ p9/tubo

Figurs 8 - Curva padrio pen © ensain de Testosterons (T), » Dihidrotestosterona (DHT)
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Padrio
Tubo Codigo esteroide Tampio (a) Anticorpo Horménio 3H
(5ng/ml)
no u P8 ul ut ul
) RT - = 1000 — 100
3 N S — 700 — 100
: Bo S 200 500 100
] Ponto 1 1 5 199 500 100
1 Ponto 2 2 10 198 500 100
1 Ponto 3 5 25 195 500 100
i Ponto 4 10 50 190 500 100
H Ponto 5 20 100 180 500 100
1 Ponto 6 30 150 170 500 100
I Ponto 7 50 250 150 500 100
3 Ponto 8 100 500 100 500 100




2

Diluigao do anticorpo - 1l:14
Porcentager de ligagao: 45 §

904h N = 2%

8ot

07T

60 +

¢ (Ver Figura 6)

50 1

40.1

30

20t

104
B W A A A —h A ’
A8 3 -8. § § § pg/tubo

Figura 7 -- Curva padrio pars o ensaio de Androstenediona (A)
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Tahela 11}
paaio ]
Tubv Cédigo esterdide Tamplo Anti-soro Hormménio 3H
(0,1ng/2044)
ne pl P8 ul ul ul
! RT S — 1000 — 100
: N - — 400 - 100
g Bo - 200 200 100
] Ponto 1 1 5 199 200 100
¥ Ponto 2 2 10 198 200 109
1 Ponto 3 5 25 195 200 100
H Ponto 4 20 100 180 200 100
H Ponto 5 0 2% 150 200 100
1 Ponto 6 60 300 140 200 100
® Ponto 7 80 400 120 200 100
# Ponto 8 100 500 100 200 100




(LY

Diluigio 4o anticorpo - 1:115.000-
Porcentages de ligagio:s 47 §
- 3%
(Ver Pigura §)

Figura8 — Curva padrio para o ensaio de Dehidroepiandrosterons (DHEA)

bty

1 24
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Triton X-100. As contagens foram realizadas apbs a homogeneizaco do conteGdo dos frascos, as
atividades rendo determinadas com detector de cintilagfo l1fquida, com trocas automiticas de amostras,
com eficiéncia de 55% para tritio, durante 10 minutos, com emro te6rico de 1,5%.

312 - Protocolo do Radicimunoensaio das Amostras Plasméticas

O extrato seco com ou sem purificagdo, dependendo do esterbide a ser medido, foi dissolvido
em 1,0 ml de tamplo (a, b, ou c), agitando-se intensament por um minuto em *“Vortex™ e continuando
em agitaggo contfnua lentamente a 37°C, por 4 horas, para a completa dissolugo do extrato preparado,
como indicado na Figura 3,

313- 0 Protocolo Genl do Radicimunocenssio de X Amostras de Plasmas ¢ um Controle(B1)
“Branco”, esth indicado no Quadro 4

Quadro 4
Extrato Tampo Anti-soro Hormoénio 3H
Amostra

dissolvida u ul ul

2 100 100 100(200) 100
zw — “ (1] (1]

b 100 100 100(200) 100
2m ——— (13 46 (13

c 100 100 100(200) 100
2m —_—— 4 1] (13

Como se poderf observar no Quadro4, nos tubos de enssio colocamos 100l ¢ 200u) do
extrato dissolvido, Apenas a0 tubo contendo 100ul do tampfio, para um volume final de reacio igual
para todos os tubos; 100ul do anticorpo(T) ¢ 200ul para (DHEA) e¢ 100ul de hormonio tritiado
(24000 cpm). Agitamos em “Voftex” durante 15 segundos ¢ incubamos por 12 a 16 horas, A
temperaturura de 4°C. A seguir adicionamos o carvio-dextrana, nas proporgles de acordo com o
bormdnio a ser medido, Centrifugamos ¢ decantamos pars um frasco de cintilaglo, conforme esté
indicado em 3.11,

Para androstenedions procedemos da maneira seguinte:

1 - Apessr de utilizarmos anti-soros especfficos fizemos sua purificacfio prévia em coluna de
Alumina, procedendo de maneira idéntica 3 da DHEA,

2 ~ O extrato, apés dissolugfo em tamplio (b), fol distribufdo nss quuntidades de 100 ¢
200! pars tubos de ensaio, Em seguida adicionamos 0,5 ml de anti-soro, exceto para os
tubos1, 2, 3 ¢ 4, sos quais acrescentamos o tampfo. Incubamos par 30 minutos, &
temperaturs ambiente e adicionamos 0,1 ml de hormdnio marcado aproximadamente
(4000 cpm) para todos os tubos. Incubamos por 90 minutos, 4 temperstura de 37°C,
seguidos de 15 minutos a 4°C. Adicionamos 0,2 ml de carvBo-dextrana, com excecfio dos
tubos 1 e 2, Agitamos os tubos por 15 segundos em Vortex e incubamos & 4°C por



1) minutos, e seguido de centrifugago a 2500 rpm, por 15 minutos. O sobrenadante &
separado por decantagdo, em frasco de cintilagZo. e em seyuida procede we A leitura,

314 — Avaliagio das Perdas de Esterbides no Processamento do Plasma (Recuperagio)

Mediu-se a recuperagio colocando-se 200ul do “‘extrato dissolvido™ em frasco de cintilagdo e
adicionando-se 100ul de HC10,1 M, 800u1 do tamp%o (a, b ou c) ¢ 10,0 ml de soluc¢3o cintiladora para a
estimativa das contagens por meio das quais se fari a corregdo para o nGmero de contagens adicionadas
inicialmente ao plasma.

A Tabela IV mostra a recuperagSo no processamento do plasma em porcentagens, sendo menor
quando a extragio é seguida da purificagSo cromatogrifica.

315 ~ Céiculo do Radicimunoenssio

Para o célculo das porcentagens de ligagfo do horménio marcado, em cada tubo, as atividades
dos sobrenadantes obtidos dos tubos3 e 4 (Tabelasl, 1] e III) representando as contagens nio
especfﬁms"sz’ , foram subtraidas das contagens em cada tubo (curva e amostra) como segue:

B—-N

x 100

z

onde,
B — contagens por minuto do sobrenadante de cada tubo (curva-padrfio e amostra)
B, — contagens por minuto do hormdnio marcado ligado 20 anticorpo
N — contagens nfo especificas.
® “auséncia do anticorpo correspondentes a um branco da radioatividade no tamp3o de ensaio”.

Para a construgfo da curva padrio projetamos as concentragBes do padrio em abscissas e em
B
ordenadas as relagOes Y X 100.

As concentragBes hormoniais do tubo de reacSo masss/tubo so determinadas pela comparago
direta das leituras (cpm) observadas nos frascos de cintilacio em comparagfio dquels obtida a partir das
wolucBes-padrio. Da leitura direts da curva obtemos a massa ds amostra plesmitica segundo a formula
seguinte:

P X Fator de diluigSo = pg/ml de plasma

r

pe* X

onde
pg" — mama da amostra lids diretaments na curvs
cpm -~ contsgens por minuto do horménio tritisdo adicionsdo so plasma (2 1000 cpm)

cpm, — contagens por minuto obtidas da recuperacio de 0,2 ml do extrato dissolvido em
tampdo (s, b ou c).



Tabela IV

Recuperagfo Porcentual do Esterdide Radioativo

Recuperagfo ap6s Recuperagio apés
EsterGide radioativo extragfo e purificagdo
extragio do plasma cromatogrifica
X Intervalo X Intervalo
(%) (%)
T+ DHT 92 87-97
T 70 60 - 87
DHT 55 50-70
A 94 84 — 98 61 58-170
DHEA 91 83 -97 61 52 -80
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316 — Avaliac3o da Seqiincia Operacionsl para o Ensaio de “Andrbgenos’” em Plasma
A — Especificidade
Avaliou-se a especificidade do radioimunoensaio de duas maneiras:
1) Reatividade Cruzada com outns Esterdides:
Adniitindo que o anticorpo submetido a exane é produzido contra o esterbide X ese

deseja avaliar as porcentagens de reag3o cruzadas do esterdide Y, a porcentagem de reago
cruzada do esterbide!3?) & definida pela relagfo:

dose de X necessirio para deslocar 50% de X-*H

- 5o x 100
dose de Y necessirio para deslocar 50% de Y-°H

a) As reagdes da antitestosterona com outros esterbides foram determinadas pela incubagio
direta de diversas quantidades dos diferentes esterbides a estudar com o anticorpo e o
hormAnio tritiado em proporgdes fixas (Tabela V). Dos compostos ensaiados, a DHT
apresentou reagio aniloga ao anticorpo, sendo para os demais esterbides pouco
significativos,

b) ReagOes da antiandrostenediona com outros esterbides seguindo o esquema geral acima
(Tabela VI) observando que o anti-soro empregado foi de especificidade alta.

c) Reagdes do anti-soro contra DHEA com os outros esterdides (Tabela VII), verificando-se
apenas grau discreto de reatividade cruzada com pregninolona.
2) Restividade Comparada do Esterbide Plasmitico ¢ do Padrio (ensaio da diluigSo).

Para provar que a reatividade do hormdnio plasmitico ¢ a do padrio sSo anilogas, fizemos uma
mistura plasmitica com elevado teor de T, DHT, A ¢ DHEA, conforme Quadro 5.

Quadro 5
Tubo Plasma Tampdo .
o ul ul Dilui¢o Final
le 2 10 990 1:100
3¢ 4 20 980 1: 50
5¢ 6 25 975 1: 40
7e 8 33 967 1: 30
9¢10 50 950 1: 20
B — Sensibilidede

Definimos s sensibilidade com a menor quantidsde de hormdnio nfo marcado que pode ser
distinguida do tracador e que foi avalisda pela inclinagfio da curva padrio. Avaliou-se esta propriedade
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pela andlise de varianga de cinco determinagdes do ponto zero sem massa fria, e do primeiro e segundo
pontos da curva padrdo, correspondentes 3s menores massas de T, DHT. A e DHEA diferentes de zero.

C - PrecisSio

Avaliou-se a precisio do método por meio da reprodutibilidade da medida de uma mistura de
plasmas, com quantidades varidveis de esterbides (“pool”), quantificando os horménios T, DHT, A e
DHEA, no mesmo ensaio-reprodutibilidade intra-ensaio, ¢ em ensaios diferentes — reprodutibilidade
interensaio,

D - Exatid3o

A cxatidio foi avaliada através da recuperagfio de quantidades conhecidas dos hormonios T,
DHT, A e DHEA (250, 500 ¢ 1000 pg) adicionadas a um1 mistura de plasma (0,2 ml) com teor
conhecido, com valores baixos de T, DHT, A e DHEA, respectivamente.

4 ~ RESULTADOS DO ESTUDO ESTATISTICO DA METODOLOGIA

A — Especificidade

3) As Tabelas V, VI e VII mostram as reacdes cruzadas de vérios esterbides com os
anti-soros utilizados para T, A ¢ DHEA, indicando os resultados em porcentagens de
reagdo cruzada ao nfvel de 50% de ligaggo.

b) As Tabelas VIII e IX reunem as médias das concentracSes obtidas em cinco diluicDes
diferentes, de uma mesma amostra®, expressas em ng/ml Verificamos que a concentragfio
média do hormdnio, multiplicada pelo fator de diluicZo, permaneceu relativamente
constante!25) com um coeficiente de correlagSo r (entre a diluigSo e concentragSo final)
bem significativo.

B — Semibilidade

Na Tabela X estSo indicadas cinco determinacBes do ponto zero (susincia de mama fris), do
ponto 1(5 pg)P,, do ponto 2(10pg)P, das curvas padrfo de T, A ¢ DHEA. Por utilizar o mesnio
anti-soro e tragador da T para o radioimuncensaio de DHT, a sensibilidade da curva de T & aplickvel para
8 de DHT.

C — Precislo

Na Tabela XI estSo reunidos os dados de reprodutibilidade inira ¢ interensaios de uma mesma
amostra, de plasms com as médiss, coeficiente de varisgSio e desvios-padrio, respectivos.

Estimou-se s precisfo intra-ensaio no mesmo ensio em 10 aliquotas pars T, DHT, DHEA e scis

alfquotas pars A. A precisfio interensaio foi svalisda pelas dosagens da mesms misturs de plasma
realizadas em diferentes ensaios, no perfodo de doze meses.

*Exceclo de Tsbels IX (DHT) que forsm feltas spenss em trie diluigBes.



Os coeficientes de variagSo foram, como era de esperar, menores na reprodutibilidade
intra-ensaio do que interenssio, observando-se que para 3 DHT os coeficientes de variagdo foram os
majores.

O — Exstidio

A Tabels XII mostra os valores porcentuais obtidos para recuperacSo de cada hormdnio (pedrfo
adicionado a8 ums mistura de plasma), o desvio padriio, 8 média e o intervalo de valores extremos.

Na Tabela XIIl encontramse as médias, variscdes e intervalos de valores extremcs de
concentragBes hormonais obtidos do plasma normal do sexo masculino e feminino,

Tabele V

ReagBes Cruzadas de Virios Esterdides com Q Anti-Soro para Testosterona

Reaglo Cruzads
Composto

(%)
Testosterona 100
Dihidrotestosterona 100
5-8-Androstan-38-17-diol 31
5-a-Androstan-34-17p-diol 29
S-a-Androstan-3a-17a-diol 13
Androstenediona i1
Androstanedions 0,6
Progestcrons 04
Epitestosterona 0,12
DOC, DHEA 0,07
Adrenosteron 0,05




Tebels Vi

ReagBes Cruzadas de Vérios EsterGides com o
Anti-Sorc para Androstenediona

—— e

Reagio Cruzada

Composto
(%)
Androstenediona l; R
Testosterona :
DHEA < oo
11-Deoxicorticosterons < 001
Progesterons <om
ot < 0,0t
Estradiol < ool

k1]



Tabela VI

Reatividade Cruzada dos Esterdides com o Anti-Soro N? D17-113
para Dehidroepiandrosterons

Reagio cruzada ]
Composto
(%)
R — .

Episndrosterona s
S-a-Androstan-38-178-diol 1,7
Testosterona 08
Dihidrotestosterona 0,2
Androstenediona 0,2
Androsterona 0,2
Etiocolanolona 0.1
11-0H-Androsteron < 0
17-0H-Progesterona <01
Adrenosterona <01
Cortisol <01
Corticosterons <01

Progesterons <01




Tabela VIl

Especificidade do Radioimunoensaio de A, T, T + DHT e DHEA. Avaliada pela Prova de Diluigio

Androstenediona Testostarona Testastarone + Dihidromstosterons Dehidrospiandrosterons
Concenwaclo ‘Concentragiio Concentraciio Concentracio Concentaclo de Concentraciio de Concentracio Concantraclo
de A diluida de A faor X da T diluida de T fstor X T + DHT diluida T+ DHT tmor X de DHEA de DHEA
» diluiglo a diluicio 8 diluiglo diluida fator X
o dilvigio
ng/mi ng/trd ng/mi ng/mi
0,32 32.00 0,063 830 0,070 7,00 0.36 38,00
031 31,00 0.059 5.90 0.085 6,50 0.36 35,00
0,87 .50 0,114 $.70 0,118 5,90 0,64 32,00
0,65 350 0,110 5,50 0,114 8,70 0,80 30,00
085 34,00 0,150 8.00 0,117 1,08 0,78 31,20 ‘
083 320 0,147 $.88 0.162 648 0,78 30,40 |
103 31,50 0,198 5,88 0.200 6.00 1,10 3.0 i
1,02 30,60 0,206 8,18 0282 7,58 1.18 34,00
1.4 34 .80 0,292 5,80 0,282 572 1,68 31,00
1.Nn N.20 0,282 5. 72 0297 5,94 1,80 32,00
X = 8 X =589 X =639 X = 32,36
r= 0996 r = 0907 r =097 r= 09938
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Especificidade do Radioimunoensaio de DHT Awliiada pela Prova de Diluicio

Tabela I1X

Plasna Diluente Diluiglio Concentnagio Concentragio de
DHT fator x a
ul ul fina! de DHT diluida diluiclo
1000 — 1:1 0,280 0,280
1000 —_— —_— 0283 0,283
1000 _— —_— 0,278 0,278
500 500 12 0,145 0,290
500 500 —_— 0,138 0,270
500 500 — 0,147 0,254
400 600 12,8 0,118 0312
400 600 -— 0.120 0,288
400 600 — 0,128 0,300
K = 0288

r=10

E



Sensibilidade da Curva Padrdo dos Estertides Andrigenos

Tabela X

Androstenediona Dehidroepiandrosterona Testosterona
w B (Op) P, (Spp) P, (10 pp) B, (0 p®) P, (Sp®) P, (10 pg) B_(0pR) P, (5pp) P, (10 pg)
cpm cpm cpm
1 2037 1860 1745 1889 1879 1729 1980 1727 1497
2 2060 1820 1772 1933 1735 1750 1853 1929 1488 }
3 2032 1890 1692 1982 1898 1760 1958 1728 1450 |
4 1975 1870 1688 1936 1975 1730 1831 1890 1551 i
5 1919 1810 1701 1956 1901 1630 1630 1823 1582 .
X = 2005 X =1850 X=1719 X =1939 X =1878 X=1720 X =1913 X =1819 X=1514 |
DP=57,17 DP=3391 DP=3707 DP=3422 DP=87,73 DP=5192 DP=66,37 DP=92,06 DP=5257 |
CV= 285% CV= 183% CV= 216% CV= 1,76% CV= 467% CV= 302% CV= 347% CV= 506% CV= 347%

Fobm“do = 83,02 significativo
pane a = 0,05

e

observede 25,26 significativo
para a = 0,05

F_ nico(Z12) = 389

F

observado

= 41,77 significativo
para a = 0,05

SE



Tabela XJ

Precisio — Awaliagio da Reprodutibilidade do Radioimunoensaio

Intra-ensaio Interensaio !

Hormbdaio X:DP CV(%) " XtDP CV(%) 7 |

ng/mi ng/ml :

T +DHT 421023 54 10 4,72£056 119 10

{

:

T 4511027 59 10 421 £0,42 10,0 10 ‘!

DHT 0201 0,02 106 6 0,22 20,04 16,0 6

!

|

A 6,26 £ 0,40 64 10 5321060 11,3 10 'l
DHEA 5651047 8.4 10 748 £ 1,06 142 10




Tabela X1t

Exatidio - Recupenacio

Média + DP Intervalo !

!

Horménio n r

(%) (%) %

T +DHT 9852+ 795 88 - 115 23 10 :

T 96,34 £ 10,05 72 - 109 13 1,0 |

DHT 98,04+ 874 86 - 117 10 0967 :

i

A 10482+ 941 77.7~ 1193 15 0,997 !
DHEA 10 0,995

103,66 + 5,71 922~ 113

153



Tabela X1l

Valores Normais de Androgenos, VariagSes Etdrias e Intervalos dos Valores Extremos Obtidos
em Plasma de Homens e Mulheres

HOMENS
Intervalos dos Médis + DP
Estertides I1dade (anos) Numero de amostras valores extremos
ng/ml ng/m
T +DHT 20-70 26 309—9.77 $9 £20
T 26-70 13 324— 736 52 1,3
DHT 26-70 15 0,12—0,72 0,26 £ 0,15
A 24-58 13 04 —19 09 04
DHEA 24— 60 10 28 —15 46 £1,7 1
§
MULHERES
T + DHT 25-71 24 021 — 0,93 0,5 02
T 20 - 60 14 020—0,88 04 02
DHT 20 - 60 22 0,07 — 0,53 02 $0,13
A 23-70 12 02 —21 08 05

DHEA 21 - 60 10 26 —712 48 1,7

8t
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5 - APLICACAC DA METODOLOGIA AO ESTUDO DAS ALTERAGOES DA FISIOLOGIA
ADRENAL

Foram submetidos a estudo cinco individuos com deficitncis parcial da 21-hidroxilase
(hiperplasia congénita virilizante das supras renais) sendo um do sexo masculino ¢ quatro do feminino,
com idades cronologicas entre 4 ¢ 28 anos (Tabela XIV).

Os pacientes ou seus familiares, quando os individuos eram menores, ap6s explicacdo minuciosa
da prova a ser realizada (cateterismo nas veiss adrenais), forneceram a autorizacfo devida para sus feitura
gue por sua vez era aprovada pela Chefia do Departamento de Clfnica Médica do Hospital das Clinicas,
seguindo os princfpios de experimentagio humana estabelecidos em Helsinki.

Todos os individuos, em dieta geral (2000 calorias), permancceram em jejum por 12 horss,
antes da realizagfo do cafcterisino,

0O cstudo da dindimica dos csterbides foi cfectuado mediante caleterizagdo percutiines das veias
adrenais, cothendo-se amostras simultancas das duas veias de uma periférica, ap0s fixag3o dos cateteres,
sob controle radioldgico. Eram colhidas duas amostras basais, 30 minutos ap0s a inje¢io endovenosa em
veia periférica, de 4 mg de dexametasona. Em seqivéncia, injetou-sc BY"2% ACTII (250ug) através de veia
periférica, colhendo-se novas amostras de sanguc, 5 minutos apOs.

Os resultados das concentragdles plasméticas dos diversos csicrbides nas veias periféricas o
adrenais, ¢ condigiies basais, durante a piova de supressdo e estimulo, s¥o apresentados na Tabela XV,
Nesta tabcla também, estdo indicados os resultados das dosagens de cortisol, nas amostras de plnsma,
scrvindo de referéncia para a localizagdo dos cateteres, por sc tratar de esterbide cxclusivamen -
produzido no cbrtex adrenal,

Os valores plasmiticos do cortisol nas veias periféricas ndo sofrem variagdo significativa, quer em
resposta As provas de supressdo, quer aps estimulo, Contudo, as concentragdes nas veias adrenals, muito
mais clevadas do que na periferia, cairam significativamente com a supressio, voltando aos valores hasails
apbs o cstimulo.

* Os niveis plasmiticos periféricos dos andrégenos (T, DHT, A ¢ DIIEA) nfio se alteraram
significativamentc duranic as provas de supres~%o e dc cstimulo, Os valores basais encontrados nas velas
adrenais, mais altos do que os do sangue pe...:rico, reduziram-se com a supressio ¢ aumentaram com 0
estfmulo, sendo que A ¢ DHEA chegaram a valores mais elevados do que o basal,

An contrdrio dos andrégenos, os niveis periféricos de Pr e 170H-Pr diminuiram
significativamente, 30 minutos ap0s dexametasona, aumentondo apés a sdministraclo de ACTH a nivels
mais elevados do que os valores basais,

6 - DISCUSSAO
Antes de avalisrmos a asplicaglo da tecnologia a um defeito de sintese adrenocortical,
discutiremos o risdioimunoensaio e suas caracterfsticas operacionais,

A determinacSo dos hormdnios androginicos: T, DHT, A ¢ DHEA, apés sua extragSo com o
éter etflico, com o método proposto, oferece sensibilidade, precisSo e exatidfo (Tabelas X # XII).

O principal fator que isoladamente condiciona as qualidades de especificidade, sensibilidade ¢
simplicidade de um radioimunoensaio & representado pelas caracterfsticas do anti-soro,



Tabela XIV

Dados Clinicos dos Cinco Individuos com a Deficiéncia Parcial de 21-Hidroxilase

Idade cronolégica Altura Peso Idade Gssea
Individ Sex

- ) (anos) (cm) (kg) (anos)
MLF* F a* 106 139 10 - 11
R* F 9 1316 36,2 15 - 16 |
CNA® F 14 148 56,4 18 |
Mmrs*® F 28 151 51,6 adulto ;
ACA® M 12 143 475 adulto |

® Cavterismo weias adrenais.



Tabels XV
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Cortisol ¢ Androgenos Plasméiicos dos Cinco Individuos com Deficiéncia Parcial de 21-Hidroxilase
Adrenal, Colhidas Simultaneamente das Veias Adrenais Direita (VAD), Esquerda (VAE) e
Periférica (P), em Situagio Basal (B), Ap6s Supressio (DEXA) ¢ Estimulo (ACTH)

Nome Amostras Perfodo F T DHT A DHEA
8 5,0 1,80 0,62 54 8.0

P Dex. 44 1,09 046 49 2.7

ACTH 54 2,28 0,96 54 8,?

B8 15,8 8,33 3,82 1686 3249

PR VAD Dex. 74 447 0,60 10,6 146
ACTH 16,5 641 1,468 1489 41,7

B 176 182 295 1609 3229

VAE Dex, 9.0 2,86 1,03 328 13,2

ACTH 25 .71 2,62 1268 265,7

B 33 187 0,89 6,7 5,2

P Dex. 26 0,88 1,30 44 6,7

ACTH 3.2 1,83 1,08 68 79

8 119 4A8 2,30 2821 62,2

CNA VAD Dex. 48 2,08 0,77 114 73
ACTH 108 129 238 257,0 160,2

8 12,7 2,72 240 220,1 604

VAE Dex. 23 1,77 0,81 10,2 69

ACTH 1,0 299 1,68 120,1 1648

B 8,1 0,98 0,58 78 87

[ 4 Dex. 49 0,08 0,20 18 A

ACTH 84 3,88 0,64 45 89

8 20 8,88 1,19 167,2 839

MIPS AVD Dex. 45 2,17 088 48 88
ACTH 220 8,1 2,90 161,2 1269

8 26,7 7,14 1,07 10,7 46,3

AVE Dex, 98 4,03 0,08 128 144

ACTH 239 12,23 2,21 116,72 2487

continue, . .
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continuecho
Nome Amostres Periodo F T OMT A DHEA
B 42 7.9 1,16 40,3 2,2
P Dex. as 5,22 1,02 32,1 139
ACTH 59 7,00 1,20 “3 188
8 1,7 18,61 378 478, 1788
ACA VAD Dex. 1A 9,87 358 1234 . ¥ ]
ACTH 10,2 12,26 7.82 814.9 748,1
8 8,0 18,80 2,41 8036 s
VAE Dex. 69 156,00 2,77 2786 3,2
ACTH 108 20,08 3,26 587,68 400,2
s 31 20 _— 69 _—
[ Dex. 10 1,3 _— 42 ———
ACTH 22 13 — 88 ——
B 9.5 74 _— 134,2 ———
MLE VAD Dex. 27 24 _— 24,08 —
ACTH 104 62 — 150,68 —
8 78 70 _— 84,1 —
VAE Dex. 24 28 _— 18,2 _—
ACTH 0.8 78 —_— 1318 ——
8 41104 2011 08011 132 10 o
P Dex. 33107 1018 077202 ot o 7% 2
ACTH 44107 32%1 098 20 13% o 10 8
8 14 %3 91124 27 208 M12 02 184t &
Médie  DPM VAD Dex. 6 %1 41214 14 207 »t 13% 4
ACTH 13 %2 01214 38 214 30421290 8t 144
8 14 23 87227 22 204 212t M 183% 08
VAE Dex. 6 %1 62%28 13 08 62t 44 9% 6
ACTH 15 13 10028 24 03 2162 92 200% ®

|
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O wo de anti-soros nlio totalmente cspecificos para hormdaics esterbides exige a separagio ¢ o
purificagio cromatogséfica do esterbide a ser medido; comtudo, 3¢ 0 hormdnio & ser medido mo flwido
bioldgico apresentsr nfveis muito maiores do que o dos interferemtes, ¢ possivel memswrélo sem
crommtografis.

Amim, no caso da T, fol necessfrio fazer uma purificacfo imiciel do extrato, em colums
cromstogeifica, usando Sephedex LH-20, em virtude de anti-soro ussdo apreseatar um cruzamesto de
100% com s DHT (Tabela V). Entretanto, em circomstincias normais de rotima, dosamos a T sem &
purificacio prévis (T+DHT) pois sua concentragio comparada com o da DHT ¢ mmito elevade, ¢
havendo, portsnto, pouca interferéncia desta 6itima. Entretanto, como na mwidher a da DHT
chega a ser de 35% em relacio & concentracio de testosterons, como descrito por Auletta ), torme-ee
entSo necessirie uma purificagiio prévia cromstogrifics pers methor avalisgio dos niveis de T,

Acxﬁnq’ocan&uﬂﬂbodmmmpaaﬂowdduﬁaﬂh.mnhhm
(Tabela IV). A recuperacho spis a purificagBo varion em torno de 50 a 80% considerando as perdss
durante a extragfo ¢ purificagfio.

Tentamos, inicialmente, utilizar outros solventes, como a hexama nmas a recuperacSo foi muito
baixa, por ser o coeficiente de particio entre o plassn:a ¢ o solvente, methor para o éter do que pams o8
demais solvenies relativamente aos andrbgenos.

A extraglo dos cstcioides ¢ de importincia fundamental porque apesar do anti-soro poder ser
especifico haverk sempre interferentes naturais, que alteram a medida das concentragles do hormdnio 8
ser dosado!' ¥,

Assim, no caso de A, tentamos fazer a dosagem direta sem a extraglo do plasma, por se utilizar
um anti-soro espec(fico, 3 semelhanga do que ¢ feito para radioimunoensaio de hormdnios protéicos, mas
os resultados obtidos foram baixos, quando comparados aos ensains realizados com extrago prévia, o
que indica cxistir fatores interferentes. Alm disso, a especificidade nSo tornou ohrigatbria a purificago
do extrato em coluna, como se verificou ccm amostras de plasma de valores varidveis dosadas com ¢ sem
purificacgo em coluna. Entretanio, a observaclio dos dados (Tabela XV1) indica a necessidade de
purificagio cromatogréfica quando os valores de A sfo muito elevados ¢ nfo quando os valores sfio
normais ou pouco elevados,

Por outro lado, para 3 DHFA, embora o antisoro seja também especifico torna-se necesséria 8
purificagdo cromatogrifica pelos interferentes, provavelmente nfo esterdidicos (Tabela XVIT),

Quwento ) avalingio do método em relcSo ) especificidade vemos (Tabels VIl e 1X) que as
concentraghes dos hormdnios T, DHT, A ¢ DHEA, medidss em cinco diluicOes diferentes, fomeceram o8
mesmos resulisdos quando utilizamos fator de diluicSo ou seje cairam so longo da curva pedifo
indicando que o padrfo utilizado tem a mesma restividade com o snti-soro ¢ o esterbide que se estd
medindo no plasma,

Avaliando s reatividade cruzads dos anti-soros utilizados pars os ensaios com diferentes
esterides (Tabelas V, VI e VII), conclufmos que hi necessidade de cromatografis para medida spenas ds
T, pois 0 antisoro empregado spresentou reatividade igual s DHT. Além disso, pars DHEA, embors o
anti-s0ro seja especifico, foi necesslrio o emprego de coluna de alumine como j§ analissdo.

Quanto 2 sensibilidsde, esta foi de S pg para A ¢ DHEA ¢ 6 pg para T ¢ DHT. Estes resultados
sS0 anflogos a0s descritos por Abrsham!?),

A andlise de reprodutibilidade (Tabels XI) permitiu avaliar s precisSo do método empregado que
mostrou ser boa (5-10%), com coeficiente de variagfo de 5,4% para (T+DHT), 5,9% para (T), 10,6% pan
(DHT), 6,4% para A ¢ 8,4% para DHEA, relativamente 2 reprodutibilidade intsa-ensaio, sendo que pasa »
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reprodutibilidede interenssio o cocficiente de varingo foi de 11,9% pars (T+DHT), 10% para (T), 160%
pasa (DHT), 11.3% para A & 14.2% pera DHEA, consideradas adequadas (Coeficieate de varingio de 10 a
1S%)

Tobsla XWVI

Compersgio do Radioimumoenssio de Androst:aediona com ¢ sem Purificagio
do Extrato em Colene Crometogréfica de Alumine

Com colune Sem colum
ng/mi
1,72 1,79
2,90 284
196 2.19
152 2.39
2,05 1M
336 3,53
931 6,74
9,06 788
10,70 8,05
1103 7.90
2696 33,12
27117 28,15
X =898 X = 896

Tul. = 2'058 < ‘G'". = 2'20'

Nio houve diferenca significativa 20 nfvel de significhncia

a = 0,05 entre a média das dosagens sem e com coluna.



Tabela XVH

Comparsgio do Radiocimunoenssio de Dehidroepiandrosterona com ¢ sem
Purificagio do Extrato em Coluna Cromatogrifica de Alumina

Com coluna Sem coluna
ng/ml

678,00 738,52
17,47 188,94
10,15 72,38
9,54 101,85
2,53 8,86
6,14 9,62
3,60 14,04
3,54 20,44
144,76 372,37
5,54 11,04
5,27 7,68

X = 80,59 X = 140,52

Toge. = 259> 1, =2228

Houve diferenga sgnificativa ao nfvel de significincia a 0,05 entre
s médias das dosagens feitas sem e com coluna cromatogréfica.




Para cfeito de comparagio, nossos dados e os correspondentes (com extragdo e coluna
cromatogrifica) estdo indicados na Tabela XVIIL.

A exatidSo do método pode ser considerada excelente pois o coeficiente de correlagdo (r) foi de
1,0 para (T+DHT) e (T). 0,967 para (DHT); 0,997 para (A) e 0,995 para (DHEA). (Tabela XII).

A técnica empregada foi portanto especffica, compardvel 3 descrita pelos autores mais
experientes no campo, apresentando reprodutibilidade boa (intra-ensaio), adequada (interensaio). com
exatiddo excelente. Nestas condigbes, os valores obtidos em individuos normais (Tabela XII1) foram
compariveis aos descritos por outros autores para métodos equivalentes (Tabela XIX).

A hiperplasia congénita virilizante da supra-renal que utilizamos como modelo para aplicagfo da
metodologia desenvolvida nesta pesquisa, resulta de um defeito enzimitico na biossfntesc dos esterbides

da cbrtex @drenai‘zs).

De todos os tipos de defeito, o mais freqiiente & o da deficiéncia parcial da 21-hidroxilase
responsdvel pela entrada do grupo OH no carbeno 21 da cadeia lateral do anel D do nficleo do esterbide,
transformando a 17 OH-Pr em 2l-deoxicortisol (composto S), Nestas condi¢Bes, resultard em queda de
secregdo do S e do seu produto o cortisol, com clevagio subseqiiente de ACHT (mecanismo da regulag¥o
retrégrada), e assim excesso de produgdo dos substratos, em particular 17 OH-Pr, tentando vencer o
bloqueio resultando em produgio normal ou quase do cortisol. Esta hipersecregdo de ACTH pelo seu
efeito tr6fico adrenal, levard A sua hiperplasia e como subproduto o aumento de sintese e produgio dos
andrégenos levando ao aspecto clinico de virilizag3o,

O aumento da concentragio dos andrbgenos e de scus precursores, na deficiéncia parcial de
21-hidroxilase, encontra-sc relatada na literatura. Assim, o nivel plasmitico dos precursores do cortisol
em criangas com deficiéncia de 21-hidroxilase, tem sido mencionado estar aumentada de 50-200 vezes
para 17 OH-Pr e 6-10 vezes para Pr, em relagio ao homem normal 3%/,

No gue diz respeito aos andrégenos, Horton e Frazier''®, estudando sete ctiangas com
deficiéncia parcial de 21-hidroxilase, mostraram que a concentragio plasmitica e a velocidade de
produgdo sangufnea de A e T eram muitas vezes mais elevadas do que em individuos nfo tratados pelo
ACHT. Considerando suas taxas de conversio, esses Autores sugeriram que a origem mais importante de
T ¢ a paniir da conversfio periférica de A, secretada pelo cOrtex adrenal. Resultados semethantes foram
apresentados por Rivarola e outros'31),

Analisando os resultados dos estudos dinimicos, realizados nos cinco individuos com deficiéncia
parcial de 2i-hidroxilase, verificamos que as glindulas adrenais responderam tanto 3 supressio aguda por
corticdide como estimulo exdgeno-corticotréfico, como era de esperar.

Embora estes efeitos fossem intensos nos efluentes venosos adrenais, com variagBes significativas
na concentragio dos diversos esterbides, as alteragOes nas veias periféricas foram menos aparentes,

A média do valor basal de cortisol, na veia periférica, nos limites inferiores do intervalo da
normalidade, diminuiu, porém no significativamente, com a dexarmetasona voltando ao valor basal apds
o estimulo com ACTH. Estes resultados sfo semelhantes sos descritos por Spark ¢ outros'34! em
pacientes sem alteraco da secregdo dos glicocoﬂicbides, com a diferenga de que o nivel de cortisol foi
muito mais baixc em nossos individuos!!®,

A concentragSo basal de cortisol nas veias adrenais em nossos individuos foi também mais baixa
do que a descrita por Spark e outros'34) bem como as respostas ao B'-24 ACTH. Em nossos casos, com
o estimulo, a concentragfo do cortisol voltou aos valores basais, diferindo dos individuos estudados por
Spark ¢ outros!34, cujos nfveis estimulsdos de cortisol, nas veias adrenais, sumentou muitas vezes em
relacSo a0 basal. Nossos valores estfo provavelmente relacionados com a deficidncia da 21-hidroxilase,
mgerindo que as glindulas adrenais, estavam em sua méxima capacidade para a producio do cortisol.



Tabela XViil

Precisio — Avaliagio da Reprodutibilidade do Radioimunoensaio Comparada com os outros Autores

Coeficiente de variagiio

Homdnio Intra Referéncia
% Interensaio
T 6,8 13,2 Abraham, G. E. (1)
“ 8,0 120-17,0 Schutz, S. K.; Levine, L. S.; New, M. 1. (22)
* 50 11,0 Ducharme, J. R.; Forest, M. G.; Peretti, E.;
Sempé, M.; Coller, R.; Bertrand, J. (13)

" 59 10,0 Presente estudo

DHT 94 15,6 Abraham, G. E. (1)
“ 140 20,0 - 35,0 Schutz, S. K.; Levine, L. S.; New, M. 1. (22)
“ 50 50 Ducharme, J. R.; Forest, M. G.; Peretti, E.;

Sempé, M.; Coller, R.; Bertrand, J. (13)
“ 10,6 16,0 Presente estudo i
J
i

A 86 14,5 Abraham, G. E. (1) !
“ 6,0 11,0-170 Schutz, S. K.; Levine, L. S.; New, M. 1. (22)
“ 7,0 9.0 Ducharme, J. R. (13)
“ 64 113 Presente estudo

DHEA 99 12,6 Abnham, G. E. (1)
" 50 180-23,0 Schutz, S. K.; Levine, L. S.; New, M. L. (22)
“ 10,0 10,0 Ducharme, J. R. (13)
“ 84 14,2 Presente estudo

Ly



Tabels XiX

Valores Normais de Andrégenos Plasmdticos Comparada com outros Autores

Médis = DP Média £ DP
Andrégenos ng/ml ng/mi Referéncias

HOMEM MULHER
T 559215 0,48 10,2 Rivarols, M. A.; Migeon, C. 1, (29,30)
ol 490216 0,22 £ 0,07 Coyotupa, J.; Parlov, A. F.; Abraham, G. E. (12)
" 5,00 £ 1,49 0,54 £ 0,22 Andenson, P. H.; Fukushima, K.; Schieler, H. S. (6)
“ $950,39 0,41 £ 0,11 Attanasio, A.; Gupta, D. (8)
" $2021,30 0,40 £ 0,20 Presente estudo

DHT 0,5020,14 0,22 £ 0,04 Tremblay, R. R.; Beintin, 1. Z.,; Kowarski, A.;
Migson, C. 1. (36)
" - -- 0,19 £ 0,08 Abraham, G. &.; Manlimos, F. S. (4)
" 0,57 £ 0,06 0,14 £ 0,018 Attamasio, A.; Gupts, D. (8)
“ 026:0,1S 0,2010,13 Presente estudo
A 1,142 0,21 B Rivarcla and Migeon (29)
" 06 1020 1,0 :03 Leon, C.; Coronado, V. M.; Migeon, A.; Mateos, J.
L.; Barmudes, J. A, (23)
“ - 0,530,012 Abraham, G, E, (4)
. 05012040 0,80 0,50 Presents estudo
DHEA 553:1,78 $34:18%7 Rivarola and Migeon (29,30)

i 3201 1,50 360 1,60 Buster, J. E.; Abraham, G, E, (1)

6421 1,12 5,1521,07 Attanasio, A.; Gupts, D. (8)

——— 4202160 Abraham, G. B. (4)
“ 532134 4032216 Nisschlag, E.; Lorisux, D. L.; Lipsett, M. B. (27)
" 4,601 1,7 480 1,7 Presents estudo
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E:n relagio aos precursores, Pr e 17 OH-Pr, os nfveis basais, periféricos confirmam a observacfo
prévia de valores sumentados em casos de individuos com deficiéncia de 21-hidroxilase nfo tratados e n
relagio a0s normais para a idade e o sev dos individuos'35.17 @ 18),

E interessante observar que, diferentemente do cortisol, ocorreu dimiruigio significante da
concentragio periférica destes dois esterbides, apds dexametasona, Como a supressfo da produgfo
adrenal pareceu ter sido dristica, pela diminuigfo acentuada de sua concentragio nos efluentes adrenais,
apbs o glicoccrticdide exdgeno e estes por serem a Gnica fonte significativa dos esterbides mencionados,
a queda da progesterona em sangue periférico poderia estar relacionada a sua taxa de depuragio muito
mais alta (aproximadamente 15 vezes) quando comparada 2 do cortisol!18),

Durante o estfmulo com ACHT, as concentragBes destes esterdides se elevaram a valores acima
do basal, tanto na veia periférica como nas adrenais, sugerindo que as glindulas adrenais, embora estejam
em sua mfxima capacidade de produzir cortisol, ainda nfo lograram esta condigio em relagfo avs seus
precursores, lsso poderia sugerir, também que os nfveis do ACHT enddgeno, em nossos indivfduos, ainda
nfo estavam em nivel miximo.

Confrontando a concentragfo periférica de T ¢ DHT das quatro mulheres com deficiéncia
parcial de 2i-hidroxilase, com os valores normais obtidos por métodos semelhantes aos nossos''3,
podemos dizer que, para T, os resultados estavam dentro e um acima de 95% do intervalo de confianga
para valores isolados normais de meninos acima de 14 anos. Se compararmos estes resultados com os de
mutheres normais adultas (Tabela XII1), todos dos valores estavam aumentados, acima do valor mais alto
de 95% do limite de confianga. No paciente do sexo masculino, ACA, os valores de T nas mesmas

condigOes, estavam acima do intervalo da normalidade para adultos do sexo masculino.

Consideragdes semelhantes se aplicam para a DHT. Estas obseivagdes confirmam a elevagfo
destes andrégenos na deficiéncia de 21-hidroxilase. Embora a concentrago periférica destes esterbides
ndc :,sse alterada significativamente pela supressio, provavelmente refletindo uma taxa metabélica de
depura. ‘0 mais baixa quando comparada 3 progesterona 18) a5 concentragdes nos efluentes venosos
diminuiram com a dexametasona, retornando aos nfveis basais ap6s o ACHT sugerindo que a produgfo
de T e DHT pelas adrenais, nesta patologia, sfo influenciadas pelos nfveis de ACTH circulante.

Em relagioc a A e DHEA, podem ser feitas consideragdes semelhantes. Os nfveis periféricos
elevados de A s¥o vérias vezes maiores do que os valores encontrados em adultos normais de ambos os
sexos (Tabela XIII). Para DHEA os valores observados estavam dentro do intervalo de normalidade para
adultos normais de ambos os sexos, exceto para o individuo ACA que estavam bem mais acentuados,

No sangue periférico também n3o houve variagfo expressiva dos valores de A ¢ DHEA apds
dexametasona, ao contririo dos observados nos efluentes adrenais, onde os efeitos de estfmulo e de
depressio toram evidentes,

Como todos os esterbides medidos apresentaram concentra¢des mais elevadas nas veias adrenais
em relagio 2 periferia, tal situagfo prova sua secregfo pelo cortex adrenal, no défice de 21-hidroxilase.

Confrontando estes resultados com os valores descritos por Kirschener e outros‘z", no
hirsutismo idiop4tico, verificamos que, enquanto o gradiente de cortisol & mais baixo na hiperplasia, os
gradientes de A ¢ T eram mais altos nos indivfduos por nés estudados, caracterizando o defeito
enzimitico observado.

Embora nossas observacBes em indivfduos com defeito da 21-hidroxilase sejam sugestivas de
secrecdo adrenal dos andrégenos analisados: A, DHEA, T e DHT, tais fatos nfo tmplicam em se negar a
interconvenglio periférica destes esterbides, que j4 fora descrita na condicSio em estudo''®).

Nossas observagBes sobre a deficincia da 21-hidroxilase confirmam e ampliam os estudos de
outros pesquisadores com a vantagem de que estudamos a dinimica dos esterbides pela medida destes
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hormdnios em sangue coswetado diretamente das veias adrenais, Este método permitiu a identificaglo
direta dos hormdnios produzidos na gidndula, diferentemente dos estudos anteriores baseados na culheita
do sangue periférico, em que as evidéncias de produgio adrenal eram sempre indisetas,

7 — CONCLUSOES

1 — Padronizamos os m.todos para as dosagens dos andrégenos (T, DHT, A ¢ DHEA) no
plasma humano pela técnica do radioimunoensaio: extracfo com éter etflico, puriticacfo
em coluna cromatogrifica para DHEA e separacio ds T ¢ DHT em coluna de
Sephadex LH-20: separag¥o das formas livres e ligadas ao anti-suro especffico com carviio
dextrana T-70, as atividades determinadas em cintilador liquido, com eficiéncia de 55%
para o tritio,

2 — As técnicas empregadas, avaliadas a partir de suas caracterfsticas: especificidade,
sensibilidade, precisfo e exatiddo, permitiram quantificar nfveis dos andrégenos em
condiges normais ¢ patolégicas,

3 — As técnicas foram utilizadas para estudo da secregio adrenal da deficiéncia da

21-hidroxilase, mostrando que o cortex adrenal produz todos os andrgenos medidos: T,
DHT, A e DHFA,

Tabela XX

Nomes Comuns de Ester6ides Usados no Presente Estudo e seus

Nomes Sistemiticos Correspondentes

Nome comum Nome sistemético
Cortisol Pregn4.ene-118, 17a 21-triol-3, 20-dione
Progesterona Pregn4-ene-3, 20-dione
Testosterona Androst4.-ene-178-00-3a-one
17-OH-Progesterona Pregns4.ene-17a-00-3, 20-dione
Dihidrotestosterona Sa-androstan-17a-02-3.one
Dehidroepiandrosterona Androst-5.ene-38-02-17-0ne
Androstenedione Androst4-one-3, 17-dione
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ABSTRACT

Radioimmunoassay methods have been developed for plasma T, DHT, A and DHEA. Plasma volumes usually
employed were: 0,2 mi and 0,6 mi for men and women, respectively for T: 1,0 ml from DHT and 0,5 mi to A and
DHEA.

After preliminary extraction with diethyl ether, the extracts were applied to Sephadex LH-20 microcolumns to
separate T from DHT and to Al; O3 microcolumns punification of DHEA.

Following elution, the dried, purified extracts were incubated with specific antisera at temperature a’c
overnight, the separation of antibody bound and free fractions being done on activated charcoai-dextrana 7-70, The
counting was done in liquid scintillations.

Specificity studies have shown that the assays for all steroids were specific. The sensitivity was 5 pg for A and
DHEA, 6 pg for T and DHT. The interassay coeficient of variation was 5-10% and the interessay precision was 10-16%.
The accuracy wes satisfactory with a recovery 98,5 +7,96% for T and DHT, 96,34 1 10,06% for T, 98,04 1 8,74% for
DHT, 104,82 £9,41% for A and 103,66 £ 5,71% for DHEA.

The mean * SD of plasma T, DHT, A and DHEA concentrations in normal men and women determined by
these methods were as follows: in men, T:5,2ng/ml+1,3, DHT: 0,26 $0,18, A: 09104 and DHEA: 46117 and in
females: T: 0,5 ng/mi £0,2, DHT: 04+0,2, A:0,810,5 and DHEA: 48 11,7,

The methodology applied for blood collected simultaneously from peripheral and left and right adrenal vein
effluents in basal conditions, after dexamethasone suppression and ACTH stimulation clearly demonstrated direct
sacretion {presence of 3 steroid gradient Peripheral/Adrenal vein) of the androgens studied in congenital defficiency of
cortical 21-OH’ase.
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