
DESENVOLVIMENTO DE TÉCNICAS DC MEDIDA DE AN D ROO E NOS

PLASMATICOS TESTOSTERONA (T), DfHIDftOTESTOSTERONA (DHT),

ANDROSTENEDIONA (A) E DEHIDROEPIANDROSTERONA (DHEA),

POR RADHDIMUNOÊNSAK) E SUA APLICAÇÃO AO

ESTUDO DE UM DEFEITO DE SI>ITESE

ADRENOCORTICAL (21-HIDROXILASE)

Sttwfco Sato

DISSf RTAÇAO E TIS! • I f f * 6
IPEN-DT6

MARÇO/UM



CONSSLHO D E L I M R A T I V O

MEMBROS

Or. Luiz Cintra do Prado - PnMktenta

Dr. Edgardo Az«v*do Soarw Junior - Vic*-Pr*tid*nt*

CONSELHEIROS

Dr. Hélcio Modwto d» Cona

Or. Ivino Humbert M»rch«p

Dr. Aimar C«rv*llini

Dr Wrtdyr Muniz Oliv»

R.SPRESENTANTES .

' . • y. trt. Jtotib Ctiircot P«r»ir» Rio»

Dr. Paolo Enrico Maria

• . 1 , • " > . '

SUPEi INTENDENTE

Hernan' Augutto Lop«> d» Amorím



DISSERTAÇÃO E TESE ff>EN 6 MARÇO/1980
IPEN-DT-6

DESENVOLVIMENTO DE TÉCNICAS DE MEDIDA DE ANDRÓGENOS

PLASMATICOS TESTOSTERONA m , DIHIDROTESTOSTERONA (DHT),

ANDROSTENEDIONA (A) E DEHIDROEPIANDROSTERONA (DHEA),

POR RADIOIMUNOENSAIO E SUA APLICAÇÃO AO

ESTUDO DE UM DEFEITO DE SÍNTESE

ADRENOCORTICAL (21-HIDROXILASE)

Setsuko Sato Achando

T M p n obtMtçio do Título tf« "Doutor «n CMnciaa
- Ara* d* FMotofia" - Orientador Prof. Dr. Bernardo
L4o WaiehanbMf. AprMWtttda t d^nòida am 01
00 flpOtiD óê 197vf no limftuto úê BtocÜncfii ds

CN 8vO r MllO*

INSTITUTO Df HSOUISAS ENIROCTICA* E N U C U A R U

•AO PAULO - BRASIL



Série DISSERTAÇÃO E TESE IPKN

INIS Categories and Descriptors

C45

ANDROGENS: Radioimmunoassay
TESTOSTERONE: Radioimmunoassay
ANDROSTENEDIONE: Radioimmunoassay
HYDROXYANDROSTENONE: Radioimmunoassay
STEROIDS: Radioimmunoassay



SUMARIO

Página

1 - INTRODUÇÃO E PROPÓSITO I

2 - MATERIAL 8

2.1 - Reagentes, Soluções e Aparelhagem 8

3 - MÉTODOS 11

3.1 - Preparo do Plasma para o RadioimunoensaR) 11
3.2 - Extração 11
3.3 - Purificação da Testosterona e Dihidrotestosterona 13
3.4 — Purificação de Dehidroepiandrosterona 13
3.5 - Separação Cromatográfica 16
3.6 - EluiçSo da Dehidroepiandrosterona 16
3.7 -Diluiçfo do Anti-Soro e Cálculo da Porcentagem de Ligação do Hormônio

Radioativo na Ausência da Massa Fria 16
3.8 - Protocolo da Curva-Padrâo de Testosterona (T) 17
3.9 - Protocolo da Curva-Padráo de Androstenediona (A) 17
3.10 - Protocolo da Curva-PadrSo de Dehidroepiandrosterona (DHEA) 17
3.11 - Separação do Hormônio Marcado livre do Hormônio Ligado ao Anti-Soro 17
3.12 - Protocolo do Radioimunoensaio das Amostras Plasmáticas 25
3 . 1 3 - 0 Protocolo Geral do Radioimunoensaio de X Amostras de Plasma e um

Controle (BI) "BRANCO", Está Indicado no Quadro 4 25
3.14 - AvaliaçSo das Perdas de Esteroides no Processamento do Plasma (Recuperação) . 26
3.15 - Cálculo do Radioimunoensaio 26
3.16 - Avaliação da Seqüência Operacional para o Ensaio de "Andrógenos" em Plasma . . . 28

4 - RESULTADOS DO ESTUDO ESTATÍSTICO DA METODOLOGIA 29

5 -APLICAÇÃO DA METODOLOGIA AO ESTUDO DAS ALTERAÇÕES DA FISIOLOCIA

ADRENAL 39

6 - DISCUSSÃO 39

7 -CONCLUSÕES 50

8 - REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 51



ABREVIATURAS

T

DHT

A

DHEA

F

Pr

170HPr

mg

ml

ng

PI

Ml

Cpttí

tpnt

x
DP

f

DPM

CV

Testosterona

- Dihidrotestosterona

= Androttenediona

= Dehidroepiandrosterona

Progestrruna

- 17-hidroxiprogesterona

miligrama

- mililitro

- nanograma

- picogiuma

- mkrolitro

- contagem por minuto

= rotaçfo por minuto

média

= demo padrSo

= coeficiente de coirelaçlò

= de»vk) padrfo médio

- coeficiente de variaçfo



DESENVOLVIMENTO DE TÉCNICAS DE MEDIDA DE ANDRÔGENOS

PLASMATICOS TESTOSTERONA (T). DIHIDROTESTOSTERONA (DHT).

ANDROSTENEDIONA (A) E DEHIDROEPIANOROSTERONA (DHEA).

POR RADIOIMUNOENSAIO E SUA APLICAÇÃO AO

ESTUDO DE UM DEFEITO DE SlfcTESE

ADRENOCORTICAL (2144IDROXILASE)

Setwko Sato Achando

RESUMO

O autor padronizou método* para dotagans dot anaroidai andjogtiiicot (T, DHT, A a OHEA) par
radmimunoamaio. uMndo paquano» votem* da ptema: TI0.2 • 0.5 mil, DHTI1.0 ml) A a 0HEAW.5 ml) para homarn
a mulharas ratpactivamantt.

A axtraçfo é (aita com étar ttlKco, o «xtrato tando aplicado am mini coluna da vidro com SEPHAOEX LH-20
para saparacfò da T a DHT a am alumina para purificaçio di DHEA.

Ap6* a ahiicio a incubacfo com oa anu-aoros raipactivoa IT, DHT, A a DHEA), o radtoimunoantaio ara
procanado i tamptratwra dt 4°C por 12 a 16 hora», ajguido da «aparaçfo d» formai livrai a ligadas ao anti-toro, com
carvão dtxtrana T-7a A* contagem foram raattzadai am ontüador liquido.

A rnttodotogia mostrou-w aapacffka pala prova da dHuicao. A «anaibHidads foi da B pg para A a DHEA • 6 pg
para T a DHT. A praocf» moatrou-ia boa, com coaftciant» da varfaçio da 5-10* para raprodutiMMdad» iwtra antaio a
d» 10-16%, adaquada, para a raprodutibilidtda mtar-amaio. A axatídao foi da 98,52 ±7^6% para (T a DHT),
96.34110,06% para (T), 98,04 18,74» para (DHT), 1M^219,41% (Mra IA) a 103,66 ± 6,71% para (DHEA).

Ot valorai obtfdoa am índrvMuot normait foram raH*ctfvaman«a rnn ng/ml: para homana mídia ± DP: T:
^,2 ±1,3; DHT: 0,26±0.18; A: 0,9±0,4; a OHEA: 4fi± 1,7a para mulharas T:0,5±0,2; DHT: 0,4±0,2; A:0,8±0,5
a DHEA: 4.8 ±1,7.

A
apto dtpraarfo com daxamataaona • mltmio com ACTH, parmitiu damonttrar dlratamanta • Mcraçao Ipi— I M d>
gradianii adranal/prarif) doa «rtdrflgawoi paio oArtax, m dafidéncia da 21-htdroKlla».

1 - INTRODUÇÃO E PROPÓSITO

Oi esteróides Ho compostos orgânicos pertmcentes a uma classe com o núcleo cidopentano
perhidrofenantreno'4'.

As células do corpo sintetizam o cofcsterol (C1 7 ) , contudo, somente céhiias especializadu
podem degradar a cadeia lateral tomando-se precursoras dos esteróides da série pregnana, androitana e
estrana.

Aprovada para publicação am Agftato/1979.
Nota: A radaçao, ortorafU, conoaltoi a ravtofo final tao da ratportMblIldtdt do Autor.



Colesterol

Os andrógenos sab compostos esteróides da série androstana que apresentam 19 átomos de
carbono. Sab substâncias capazes de estimular, especificamente, o desenvolvimento das características
sexuais secundárias, tipo masculino, apresentando pois, atividade androgenka'26'.

Estas substâncias também afetam outros sistemas do corpo e em alguns casos o efeito pode ser
de maior significãncia do que a ação sobre a estrutura sexual.

Os andrógenos sab secretados pelas gònadas e cortex adrenal.

No testículo sab secretados a testosterona e em menor grau a dmidrotestosteroca, sendo que
pela gõnada feminina sab produzidas a testosterona e androstenediona.

Os principais andrógenos secretados pela cortex adrenal parecem ser a dehidroepiandrosterona e
seus conjugados sulfatados e androstenediona e seus derivados 1 ifÚiidroxilados.

Os métodos analíticos clássicos para dongem dos andrógenos nos fluídos orgânicos em técnicas
isotópicas e de cromatografia de gás tab muito laboriosos e necessitam um grande volume piasmático,
além de carecerem de precisão e sensibilidade, reduzindo sua praticabilidade e limitando seu uso.

Durante a última década, diversos métodos físico-químicos, por exemplo, técnica da dfluiçab de
dupla marcaçfo isotópica e, mais recentemente, ligaçab e proteínas transportadoras do plasma'7', foram
desenvolvidos para os ensaios dos baixos níveis de andrógenos (T e A) em plasma periférico. Entretanto
a sensibilidade desta tecnologia era também pequena, além de necenidadf de separaçab prévia dos
esteróides dos demais circulantes obtida, geralmente por cromatografia em coluna ou camada delgada.

Posteriormente, o radioirnunoensaío foi aplicado na menairaçfo de muitos compostos
orgânicos'1' de interesse biológico. Esta mensuroçfo baseia-se, essencialmente, na reaçfo de um antfgeno
marcado com um anticorpo específico, como indicado no esquema abaixa

Recentemente, Funiyams e colaboradores'141 destnvoheiaiu o método de radiouninoenaato
para a detenmnaçab de testosterona ptasmática, utilizando cofuna de ahimina. Ismail e seus
colaboradores'30' nlo utilizam a cromatografia, teu método sendo muito mais simples, direto e
econômica A sensibilidade e preciafo provaram ser «tisfatória embora nlo fosse seu anttoro
específico, como anis nenhum o é para a tettosterona,

Quando Berson e Yalow publicaram o primeiro trabalho sobre apbcaçfo dos princípios do
radioimunoeiisaJo, em 1959, eles estudaram um hormônio polipeptfdJco de peso mobcular nfo muito
elevado, a insulina.

Os hormônios poUpeptidkos, apresentando peso molecular acima de 5000, alo bnunoflnieos



Hormônio narcado Anticorpo especifico
Complexo

Hormônio marcado - Anticorpo

Hor AC Hor - Ac
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Hor AC

Hormônio não-marcado em soluções
padrão ou amostras desconhecidas

Complexo
Hormônio nio-marcado - Anticorpo



em animais de espfxtc dileicntc. quando associados ao adjuvante de hreund, e na\> fotani encontrados

obstáculos no que refete i produção de anticorpos específicos para uso em
Entretanto, os hormõnim esteròides apresentam peso molecular de 250 a 350 e nío sio
pois o menor hormônio peptidko que se mostrou inmnofenico foi a vasopresma, de peso

1080.

Erlanger e colaboradores, em I9S7 e 1959, j i haviam demonstrado ser possível a produção de
anticorpos específicos contra os esteròides, desde que eks fossem usados como haptenos, ou seja,
incorporados a macromoléculas, em feral albumina sérica bovina.

Como os esteròides naturais contem grupos QH~ e 0~ , que náb se bgam as proteínas em
estes grupos se tomamreativos, ou seja, transformados em radicais carbcxflkos ou amín
preparam-se derivados contendo grupos carboxílicos livres que sao acoplados a grapos amínicos dos
resíduos da Usina11', na albumina humana ou bovina sérica, pdo uso da condensação <

Os reagentes para preparar os derivados esteróidicos variam caso se utilizam os grupos Otf~o»
cetõnicos como locais de ancondouros da proteína.

Assim, sio utilizados mais freqüentemente a esterifkaçao do grupo OH~ por anidrido succínko

e para os grupos cetõnicos preparam-se derivados oxima, usando a carboxtrnetB^faJdrcauamna. A

reatividade dos grupos alcoólicos e cetõnicos dependerá de sua locaiizaçSo na molécula dos esteròides.

Os esteròides, covalentemente ligados a carreadores protéicos JSP imunogenicos contra os
•resíduos livres da molécula de esteróide. Como os resíduos livres sio às vezes comuns para diferentes
esteròides, isto explicaria a reatividade cruzada entre eks.

Mais recentemente, Lindner e colaboradores1241 conseguiram lãjar diretamente o esteróide ao
carreador protéico sem a necessidade de formaçSo de um derivado e os anticorpos resultantes sao
específicos.

Em 1969, Abraham*3' publicou uma técnica de dosagem de estrid sérico por radioimunoensaio,
com anticorpo relativamente específico. A partir de 1970, as publicações se multiplicaram muito, de tal
sorte que atualmente nfo se conhece nenhum esteróide de importância fisiológica que nfo seja
mensurável por técnica radwimunológica.

Neste trabalho, propomo-nos a estudar a técnica do radioimunoensaio para a mensuraçto dos
androgenos em plasma humano visando à sua padronização de modo a torná-la aplicável nas medidas
desses hormônios em condicOes normais, patológicas e experimentais, além da sua utilidade no
diagnóstico de diversas disfunçOes gonadais e adrenais. Tendo a possibilidade de medir estes hormônios
diretamente nos efluentes adrenais e compará-los com a mensuraçfo simultânea no sangue periférico,
resolvemos aplicar a metodologia a uma condição de defeito enrimático, "in anima nobfle" e assim
avaliar, pelos gradientes (periferia e veia adrenal) a secreçfo direta destes androgenos peto adrenal, pela
primeira vez na literatura.

Para melhor compreensSo dos resultados que obtívemos, apresentaremos um sumário da
btossíntese dos androgenos nos indivíduos normais e no defeito a ser apresentado nesta tese.

t« Êtmtm nina* B«éM««\bâaM a J.ia» «f •
OV rfifflCipMi CiWfwfDOT MDÍvfltW

O precursor de todos os hormônios da cortex adrenal, como já indicado, é o coksterol que peb
açfo da 20,22 desmobse dá origem à pregninolona,

A conversfo da pregninolona para a progesterona envolve a deidrogenaw do grupo 3&hJdroxil e



A S 4 oxocsteròidr Bomnase. A prugntcnma é convertida a n 17-1
17-

A l7UiiktMipnifcsicfiiia (Il-dcoxicurtnol an "ratuliajui S" cV Rckfcsten) pel» açfo da

21-hidrosUasc. I malnrnic a substância S * convertida em oortisoi ( a m p u t e F ) pea act» de

IIJHúdroxilase.

A zona fasoculada também f a m a M
coax» subproduto da sintesr do cortaoL A biosiatese é idêntica exceto pdo fait» da |
diretamente a ação da 21-hidraxiiase e posterionnente da I UHudrmilsai

A convcrtfo da progesterona o n afchwlewma M m gkiUBnvàoai envolve usaa atria de <

saniares aquebs 4a síntese do cortisoi, nas com

Na Tona atanurulcsa, pela au tintai de I
17»hidEoxiprogesterona, nao se produzindo o cortisoi

rVr outro lado, forma-se a cortKosterona (<
origina a aMosterona.

Além dos hormônios principais, o cortisoi e

subprodutos, os androgenos e estrógenos.

Quantitativamente o androgeno mas importante é o suJftto de

(HHEAS), que é derivado da preg&moiona e que por sua vez é convertido em DHEA e

A DHRA, em parte é também derivada da 17-hidroxipregaBMàtea pela açio da 1
Una fraçfb importante da DHEA é convertido cm anifco»t«ncd»oaa e
I I/Miidroxiandrostenediona ou reduzida a testosterona.

A androstenediona lambem poderá ser derivada de 17-todroxiprogcsf
ver no esquema da Fajura I .

O defeito de síntese a ser analisado corresponde ao bloqueio da 21-ttdfoxflasr qae pod» ser
parcial e total t parcial quando compromete apenas a síntese do cortiaoi c« tataj cosa o
comprometmientc também da produção de aldosterona.

No bloqueio, havendo dsnanuiçfo da produção a*> cortisoi
dr ACTH rúpofísáric que estimulara as gUnduhs supra-renais, levando a
de androgenos, como subproduto do acumulo do substrato a
cortisoi.

A enzima atua na convênio da progrsterona em DOC (deoxkortiraslsrona) a na pasaajnji da
17-hidroxiprogesterona em I I ilrmriiimtiirl (i rmiinitii 1) tf» iiisiisiiilaili ih n s ü m l n i l i i l i üffcaai ilss
reaçOes, os compostos precursores se acumulam particularmente a 17 hidicaiipiogiUirona qae par sar o
principal precursor dos androgenos nos supra-remis, estas piudagailo tm excesso
masculinizaçSo do feto fenupJno ou macrogenitosomia do i

O bloqueio progcsterona-DOC som «te se observa no defeito total da 21-hJdroxilase.

Os andrógenos secretadoi pela cortex adreral e gonadas estfo indicados na Figwa 2 bem
sua nter-converslo após teaeçio.



1 - BioMfeMM dot fáncifêà wAtòm» adrtnali - flfur» Mgundo "Minor C J. Th» Itoiogkd b t * of ^di»trk
Htm Yorit. MaeCraw4<fll. 1961, modificado.

(Cook* M , «d.)
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Figura 2 Piincipaii C ( , esteróidet «crelado», ínterconverslo e excreçlo



No homem as interconversões indicadas na Figura 2 sao de pouca importância devido i grande
quantidade de T secretada pelos testículos. Na mulher, contudo, somente cerca de ISQMg de T sao
secretados diretamente comparada com cerca de 20n?g de andrógenos i JUCO potentes1101, do homem.

A androgenicidade desses andrógenos pode ser devida, tota1 ou parcialmente, a sua conversão
em T após secreçâo.

Na mulher, a taxa de secreçSo de A 6 cerca de vinte vezes maior do que a da T. Embora
somente uma pequena proporção da A seja convertido em T, aproximadamente metade da concentração
da T encontrado no sangue das mulheres é resultado de conversão da A.

Os metabolitos de todos estes esteróides sfo excretados na urina, principalmente com
17-cetosteróides. Parte da DHEA-S (sulfato de dehidroepiandrosterona) é excretada sem modificação,
mas parte é metabolizada via A em 17-cetosteróides 11 deoxi, androsterona e etiocolanolona na forma
de seus sulfatos e conjugados glucurônicos. A maior parte da A i T é também metabolizada por esta
última via, mas uma pequena fração da T, cerca de 1%, é excretada como testosterona ghicoronidato.

2 - MATERIAL

2.1 — Reagente*, Soluções a Aparelhagem

2.1.1 - Padrões dos Hormônios Esteroides: T, OHT, A • DHEA; utilizados sem «purificação,
foram obtidos da "Sigma Chemical Corporation" (St. Louis, Missouri, Estados Unidos da América). As
sohiçdes estoque foram preparadas em etanol bidestilado151 a 1 mg/ml e mantidas a -20"C. Destas,
foram feitas as diluições seguintes:

Solução (B), tomando de (M) lOOjul e completando o volume para 10 ml com tampão,
obtendo-se uma concentração de lQug/ml e tomando de B 5(ã e completando o volume para 10 ml com
tampffo, obtendo-se uma concentração de 0,1 ng/2tyl para T, DHT, e DHEA, correspondendo à solução
de usa Para a androstenediona, tomamos de (B) 5Qul e completamos para 10 ml com tampão,
obtendo-se solução de uso de uma concentração de 5 ng/mL

Z1.2 - Hormônios Radioativos

Foram empregado* os seguintes:

Testosterona (1,2,3H(N) - 40Ci/mmol-catNET-187)

Dihidrotestosterona (1,2,3H(N)- 40Ci/mmol-catNET-302)

Androstenediona (1,2,3H(N) - 40Ci/mmol-cat.NET-18l)

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

Obtidos da (New England Nuclear Corp., Boston, Marnchusets, Estados Unidos da America) em
sohiçfo de benzeno-etanol 9:1. Tomamos uma pequena alíquota correspondendo de 500.000 a
1.500.000 cpm, dependendo do esteróide marcado.

2.1.3 - Antf-torm Liof (lixados

a) Para a medida de testosterona, utilizamos a obtida de coelhos imunizados com
testojterona-3-oxima albumina bovina, adquirido da New England Nuclear Corporation,



Boston, Massachusetts, Estados Unidos da América. Este anti-soro, por tei 100% de
imunorrealividade cruzada para DHT, foi também utilizado para o -rnsaio deste esteróide.

b) Para ensaio da androstenediona empregamos o anti-soro preparado em coelho no qual foi
injetado o androstenediona 7a-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
após imunização com dehidroepiandrosterona- 17-oxima-soro albumina bovina, obtida da
"Kndocrine Science", Tarzana, Califórnia, Estados Unidos da América.

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

2.1.5 - Alumina (oxido de alumínio AI2O3 ativada, neutro para cromatografia em coluna (E,
Merck, Darmstadt, República Federal da Alemanha.

2.1.6 - P.P.O. (2,5,difeniloxazole) - Amersham/Searle, Illinois, Estados Unidos da América.

2.1.7 - P.O.P.O.P. t!>-bis'2(5-feniloxazolil) - benzem» - Amersham/Searle, Illinois, Estado*
Unidos da América.

2.1.8 - Dimetil P.O.P.O.P. (1,44>is<2(4 - metil-5-fenilox«j»lil> - banano - Amersham/Searle,
Illinois, Estados Unidos da América.

2.1.9-Triton X-IOO(iso-octil-fenoxipolietoxietanol) - Rohn and Haas, Filadélfia, Pensilvania,
Estados Unidos da América.

2.1.10 - Tohieno - J. T. Baker Produtos Químicos, Ltda., Sâo Paulo, SP - BrasiL

2.1.11 - Liquido de Cintilaçio

a) Para uso no radioimunoensak» de T, DHT e DHEA:

1} "ofcção concentrada - 20 g de PP.O., 0,25 g de dimetil P.OJ\OJ\ dJaohridof em
J00 ml de tohieno.

2) Mistura de Triton X-100: Tohieno(l 2 ) .

i) Solução de uso - Mistura de uma parte da sohiçtõ (1) e dez partes da sohiçfo (2).

o) fan o radioimunoensaio de A:

4gdePJ>.0.

200mgdeP.OJ».OJ».

667 ml de Tohieno.

333 ml de Triton X-100.

2.1.12 -8otventM orglnieo* foram utilizado* todo* de atta pura» (PA ou aqurvalentM) da
firma Merck, Darmatadt, Republica Federal da Alemanha. Éter etílico, Itooctano para cromatografia,
benzeno para rromatografk, N-Hexano, Diclorometano, Acetato de etila, Álcool metflico, Álcool etílico
absoluto. Ácido clorídrico, Addo tulfurico.
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2.1.13 - Daxtran T-70 Pharmacia Fine Chemicals Uppsala, Suécia.

2.1.14 - Azida *6dica - Merck Darmstadt, República Federal da Alemanha.

2.1.15 Afcumina bovina fracfe V am pó, fornecida pela Sigma Chemical Co. (St. Louts,
Missouri, Estados Unidos da América).

2.1.16-Fosfato monobáuco - Na H,PO 4 HjO-E. Merck, Damstadt, República Federal da
Alemanha.

2.1.17 - Gelatina - E. Merck, Darmstadt, República Federal da Alemanha.

2.1.18 - Trizma HCI(Tris(hidroxim*til) cloreto d* aminooMtano - "Sigma Chemical
Corporation" (St. Louis, Missouri, Kstados Unidos da América).

2.1.19-Trizma Base(Tris(hidroximetil)ammometano - "Sigma Chemical Corporation" ( S t
Louis, Missouri, Estados Unidos da América).

2.1.20 - Cloreto de sódio - E. Merck, Darmstadt, República Federal da Alemanha.

2.1.21 -Sohiç*) Tampão

a) TampSo fosfato 0,1 MpH 7,4, preparado da maneira seguinte: 13,8 g NaH2P04H3O
acrescido de 2 g de azida sódica, 5 g de albumina bovina fração V dissolvidos em 1 litro
de água destilada para T e DHT.

b) Tampão fosfato pH 8,0 - 4,44 g de Trizma HC1, 2,65 de Trizma Base, acrescidos de 1,0 g
de gelatina, 1,0 de azida sódica, 5,844 g de NaCl, dissolvidos em 1 litro de água destilada
para A.

c) TampSo fosfato 0,1 M pH 7 , 0 - 13,8 g de fosfato monobásico, acrescidos de 9,0 g de
NaCl, 1,0 g de azida sódica, 1,0 g de gelatina, dissolvidos em 1 litro de água destilada pata
DHEA.

2.1.22-Carvão ativado - "Sigma Chemical Corporation" (St. Louis, Missouri, Estados
Unidos da América).

2.1.23-Solução de Dextrana, preparada no tampão de ensaio (a e b), pela adição de
0,25 g de carvão ativado e 0,025 g de dextrana T-70 a 100 ml de tampão. Esta solução é estivei a
4°C, até 30 dias, sendo que por ocasião do seu uso a solução é mantida em contínua agitação
magnética, sendo empregada para o radioimunoensaio de T, DHT e DHEA.

2 .1 .24- Suspenslo de 0,5 g de carvão, 0,05 g de Dextrana T-70, a 100 ml de tampão fosfaío
pH 8,0 (b), estivei a 4°C no máximo de 30 dias, para o radioimunoensaio de A.

2*1 «25 — Mataria! Biolofico

Plasma humano obtido por colheita venosa em tubos contendo um miaoUtro de heparina
•Mica, Imediatamente »p6s a colheita, os sangues eram centrifugados, o plasma separado e estocado a
-20°C até no máximo 6 metes. Os materiais foram obtido* de indivíduos normais e com bloqueio parcial
de 21-hidraxÜase (hiperpiask congênita da supra renal), diagnosticado pelos métodos clínico-labonrtoriais
diaicof.*

* Virillxaçâo pracoo», «ranço da Idao» óam, defeito* conatnitos dot «mittü Mttrnoi no m o feminino, «Itvacfe
dot 17-onoraróidH urinárlot t do pngnanttriol urlnário. com Moqurto por dnumrazorM txooma.
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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 automático Oxford de 100, 200, 250, 500 e lOOOfil.

- Pipetador A. H. Thomas (1-10 ml).

- Cintilador líquido Beckman(LS-l 50) - dotado de espectrômetio e troca automática de
amostras.

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

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

- Centrífuga refrigerada - Damon IEC tipo PR-600 - International Equipment Company,
Boston, Massachusetts, Estados Unidos da América.

- Congelador.

- Refrigerador.

3 - MÉTODOS

A técnica seguida baseou-se em termos gerais nas indicações de Auletta<9\ com modificações
que introduzimos durante seu desenvolvimento e consistiu nas fases seguintes: (Figura 3)

3.1 - Preparo do Plasma para o Radioimunoensaio

Foram utilizadas as seguintes alíquotas do plasma, dependendo do andrógeno a ser medido:

a) Testosterona: 0,2 e 0,5 ml para homem e mulher, respectivamente,

b) Dihidrotestosterona: 1,0 ml para homem e mulher, respectivamente,

c) Androstenediona: 0,5 ml para homem e mulher respectivamente,

d) Dehidroepiandrosterona: 0,5 ml para homem e mulher, respectivamente,

completando o vohime para 1,0 ml com tampão fosfato (a, b ou c) e adicionamos 0,1 ml de hormônio
tritiado(± lOOOcpm). Agitamos, em "Vortex", por um minuto e deixamos em repouso a 4°C por
12-16 horas para estabelecer o equilíbrio entre o hormônio contido no plasma e o hormônio tritiado.
Este hormônio radioativo se constitui em padrão interno para a estimativa da recuperação.

3.2 - Extracib

Adicionam-se 4 ml de éter etflico, agita-se por um minuto e separa-se a fase orgânica após a
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Plasma (T. DHT. A e DHEA

Aquosa

Adicionar t 1000 com H
Incubar de 12 a 16 horas
Extração -éter etllico- (2x)

Orgânica

I
Secar

Coluna Sephadex LH-20 ou
Alumina (A12O3)

Eluatos

X ml do eluato

J
Secar N, 2 45°C

Redlssolver (1,0 m) tampão a,b ou c)

Alíquota para recuperação
0,2 ml do extrato
0,1 ml HC1 0,1 M
10,0 ml de solução clntiladora
0,8 ml de tampão (a,b ou c)

Contar

Radiolmunoensalo
0,2 ml -.extrato
0,1 ml 3H
0,1 ml anticorpo

Incubar 12-16 horas

Separação

Carvão dextrana

Centrifugar 10 min.-4°c

Decantar

Figura 3 - Repreientaçfò etquemitka da técnica para quantificação doi hormônio* andfopnos (T,
DHT, A e DHEA.
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centrifugaçXo por 10 minutos, à velocidade de 1500 rpm. À fase aquosa acrescentam-se novamente, 4 ml
de éter etflico e repete-se a operação acima. Despreza-se por fim a fase aquosa final e conserva-se a
orgânica, adicionada à obtida inicialmente. Esta é evaporada sob corrente de nitrogênio, em banho-maria,
i temperatura de aproximadamente 4S°C, sendo o resíduo seco dissolvido em tampio fosfato (a, b ou c)
1,0 mL No caso de necessitar-se de purificação cromatográfica, 0,5 ml devem ser dissolvidos em ehiente
específico, a ser descrito adiante.

3.3 - Purificação da Testosterona e Dihidrotestostarona

3.3.1 - Preparo da Coluna de Sephadex LH-20

2,5 g de Sephadex LH-20 (33) são previamente entumescidos com 10 ml do solvente I
(Benzemmetanol 85:15: V:V) durante 12-18 horas. A seguir este material é colocado em uma coluna
de vidro de 15 x 1 cm. A coluna assim preparada é lavada com o solvente I até completar um volume
final de eluição de 100 ml. Em seguida, percolam-se cerca de 50 ml do solvente II (isooctanoábenzeno:
metanol 905:5 V:V:V) para saturar o Sephadex.

3 . & 2 - Catibraçab da Coluna

Adicionamos lOQul de DHT radioativo, de atividade específica conhecida, ao topo do Sephadex.
Em seguida fizemos ehiiçâo da DHT com solvente D, coletando-» fraçSes de 1,5 ml em frasco de
cintilaçao líquida, que eram evaporadas em placa aquecedora, aaescentando-se, a seguir, 5 ml de soluçfo
ántfladora e levadas ao cintüador líquido paia a identificação do pico de radioatividade. Posteriormente,
lavamos a coluna com 100 ml de solvente II e a seguir adicionamos lOQul de T radioativa de atividade
específica conhecida e procedemos da maneira idêntica à DHT (Figura 4).

3L4 - Purificação d* DaMdroapJandrasterona

3.4.1 — Prtparo da Coluna de Alumina

Pesamos 2,0 g de alumina e colocamos em coluna de vidro de 15X1 cm, procedendo da
seguinte maneira:

Lavagem com os solventes orgânicos na ordem seguinte:

a) 2 vezes com 25 ml de metanol a 95%

b) 2 vezes com 25 ml de metanol a 100%

c) 2 vezes com 25 ml de metanoldiclorometano (1:1)

d) 5 vezes com 25 ml de diclorometano

e) 2 ou mais vezes com 25 ml 10% de acetato de etflt em hexano

0 Finalmente, lavamos com 50 ml do solvente do uso 0,75% de etanol absoluto em bxan>.

14.2 - Calibraçlo da Cokina

A caljbraçfo é feita de maneira idêntica pan T e DHT em Sephadex LH-20 (Figura 5).
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cpa

10001

Elulçiot IsooctanoiBanzeno(Metanol 90i5i5: ViVtV

900 4 Eluatoat 1,5 nl/tubo

700

600 J

500

400 J

3001

200

100-

^ ml/tuboDHT
rt

Fi«urt4 - Sepiraçío dâ Tertoiteroiw-'H e Dihidrote»toilerona-JH em coium de Sephadex LH 20
(2,5 g).
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oi»

iooo4

800 4

700

600

500

4Q0

300

200

100

Elulçãoi 0,75 % etanol absoluto em hexano

Eluatoat 1,5 ml/tubo

DHEA ml/tubo

Figura 6 - Identificação da DHEA-'H apó> cromatognfia em coluna de alumina (2,0 g)
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1 5 — Separação Cromatogrifica

Os extratos secos do plasma T e 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
nitrogênio, em banho-maria, à temperatura de 45°C.

O perfil ile eluiçâo da T e DHT está indicado no Quadro 1 e Figura 4.

Quadro 1

Solvente II
adicionado

(ml)

22,5
10,5
40,5
13,5

Total solvente
adicionado

(ml)

22,5
33,0
40,5
54,0

Fraçáo

desprezar
DHT

desprezar
T

3.6 - Eluiçao da Dehidroepiandrosttrona

Aos extratos secos do plasma adicionamos 0,5 ml do solvente de eluiçao apropriada e colocamos
no topo da coluna de ahimina. Os eluatos foram coletados en» tubo de ensaio e evaporados em conente
de nitrogênio, à temperatura de 45°C, segundo o Quadro 2 e Figura S.

Quadro 2

Solvente
adicionado

(ml)

Total solvente
adicionado

(ml)
Fração

9,0
10,5

9,0
19,5

desprezar
DHEA

Com efeito, os 9 ml iniciais da ehiiçío da coluna Ho desprezados, recolhendo* os 10,5 ml
seguintes onde se coloca o pico da DHEA, conforme se observa na Figura 5.

3.7 - Diluição do Anti-Soro a Cálculo da Poitantaaaw da Ligação do HormAnto Radioativo na Ausfncia
da Massa Fria

Reconstituímos os anti-soros lioãlizados, para T e A, com 5 ml de tampão (a e b) e 1,0 ml do
tainpfo (c) para anti-soro de DHEA, constituindo-se aatím as sohiçOes concentradas.
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Destas soluções concentradas fizemos as váiias diluições, com a finalidade de chegar a uma
porcentagem de ligação em torno de 50%, com uma massa fixa do "hormônio marcado".

O protocolo para a determinação da diluição do- anti-soros utilizados para a obtenção da
porcentagem de ligaçlo aproriada com o hormônio marcado, está no Quadro 3.

onde:

RT = radioatividade total

C* = anticorpo concentrado

a.*, b* e c* = diluições utilizadas

Usamos as seguintes diluições:

T - 1:1,1:2, 1:3

A - 1:10, 1:12, 1:14

DHEA - 1:10.000, 1:12.000, 1:15.000

A todos os tubos adicionamos lOOjil do hormônio marcado, com 4000 cpm e seguimos como
indicado no parágrafo 3.11.

O cálculo da porcentagem de ligação do anti-soro está indicado a seguir

C* cpm na presença do anticorpo concentrado ligado ao hormônio marcado

RT Radioatividade total

a*, b* e c* cpm na presença do anticorpo diluído

RT Radioatividade total

Escolhemos a diluição do anticorpo em que a relação com Radioatividade total fosse em torno
de 50%.

18 - Protocolo da Curva-Padrfo de Testostorona (T) (Tabela 1) (Figura 6)

afl - Protocolo da Cura Padrão dt Andrestanadiona (A) (Tabela I I) (Figura 7)

3.10 - Protocolo da Curva Padrão da DahidroapiandroMBrone (DHEA) (Tabela ID) (Figura 8)

111 - Preparação do Hormônio Mareado Livra do Hormônio Ligado ao Antttoro

Faz-se a separação após repouso do tubo de reação por uma noite a 4°C, com a adição de
1,0 ml (T, DHT) ou 0,2 ml (A e DHEA) da suspensão de carvão dextiaru em todos os tubos, com
exceção dos de nvi 1 e 2. Agita-se cada tubo por 15 segundos e deixa-se em repouso por 15 minutos.
Centrifuga-se a 2500 rpm, por 10 minutos a 4°C, e separa-se o sobrenadante, por decantação, em frasco
de cintilação líquida. \diclonam-»e lOQuI de HC1 0,1 M e 10 ml de tohicfo dntiladon, contendo



Quadro 3

Tubo

n»

1

2

3

Código

RT

C#

Tampto

Ml

1000

200

<D

Anti-soro

Ail

100

Ttmpío

Ml

1000

200

(A)

Anti-soro

Ml

soo

(DHEA)

Tampfc Anti-soro

Ml Ml

1000

200 200

200 100 200 soo 200 200

6

7

200 100 200 soo 200 200

8

9

200 100 200 500 200 200
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Tubo

n9

I

3

5
6

8

9
10

11
. 13

14

li

\l

If

a

Código

RT

N

Bo

Ponto 1

Ponto 2

Ponte 3

Ponto 4

Ponto 5

Ponto 6

Ponto 7

Ponto 8

Padrio

esteroide

(0,lng/2<td)

M» pg

- —

- —

- —

1 5

2 10

5 25

10 50

20 100

30 150

50 250

100 500

Tampfo(i)

M>

1000

300

200

199

198

195

190

180

170

150

100

Anticorpo

Ml

100

100

100

100

100

100

100

100

100

Homònio3H

Mi

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100



K 100

100

Diluição do anticorpo 1>1

Porcantagaa da- ligação * 43 t

N - 2 t

da ligação

la da «asaa frla

RT - cpa> total (- 4000 cpa)

N - cpn lnaapaclflca na m la do anticorpo

5- x 100 * porcantaga» da ligação da horao
nlo frlo ""

na praaança da horaônlo frio

40

30

20

10

Cum ptdrio p m o ttwúo de TertoMcrom (T), •• MiidnMcstfMtrrona (DHT)



Tabela II
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Tubo

n9

J

i

6

8

9
10

11
12

H

1*

\l

V

:!

Código

RT

N

Bo

Ponto 1

Ponto 2

Ponto 3

Ponto 4

Ponto 5

Ponto 6

Ponto 7

Ponto 8

Padrão

esteroide

(Sng/ml)

Ml pg

- —

_ —

- —

1 5

2 10

5 25

10 SO

20 100

30 150

50 250

100 500

Tampão (a)

Ml

1000

700

200

199

198

195

190

180

170

150

100

Anticorpo

—

—

500

500

500

500

500

500

500

500

500

Hormônio 3H

Ml

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100
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íoo

100
Diluição do anticorpo - 1:14

Porcentagem de ligaçãox 45 I

N - 2 %

l* (Ver Figura 6)

pg/tubo

Figura 7 - Curva padrão para o ensaio de Androitenediona (A)



Tabela III
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Tubo

n°

1
2

4

5
6

l
9

10

11
12

13
14

15
16

B

ss

Código

RT

N

Bo

Ponto 1

Ponto 2

Ponto 3

Ponto 4

Ponto 5

Ponto 6

Ponto 7

Ponto 8

Padrão

esteróide

(0,lng/20/xl)

Ml

—

—

—

1

2

5

20

50

60

80

100

PS

—

—

—

5

10

25

100

250

300

400

SOO

Tampffo

1000

400

200

199

198

195

180

150

140

120

100

Anti-soro

—

—

200

200

200

200

200

200

200

200

200

Hormônio 3H

Ml

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100



look » s IM

Diluição 4o anticorpo - lilS

3%

S 1 * 15 IM 2S*

Figura 8 - Curva padrfo para o ensaio de Dehidroepiandrotteroni (DHEA.)
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Triton X-lOa. As contagens foram realizadas após a homogeneização do conteúdo dos frascos, as
atividades :endo determinadas com detector de cintilaçXo líquida, com trocas automáticas de amostras,
com efíciência de 55% para trítio, durante 10 minutos, com erro teórico de 1,5%.

3.12 - Protocolo do Radioiiminoansaio das Amostras Plasmáticas

O extrato seco com ou sem purificação, dependendo do esteróide a ser medido, foi dissolvido
em 1,0 ml de tamp5o(a, b, ou c), agitando-se intensament por um minuto em "Vortex" e continuando
em agitação contínua lentamente a 37°C, por 4 horas, para a completa dissolução do extrato preparado,
como indicado na Figura 3.

3 . 1 3 - O Protocolo Gorai do Radioimunoamaio de X Amostra* de Plasmas e um Controto(BI)
"Branco", está indicado no Quadro 4

Quadro 4

Amostra

a

b

c

Extrato

dissolvido

100
200

100
200

100
200

Tampão

/d

100

100

100

Anti-soro

Ml

100(200)
U 44

100(200)
4* 4*

100(200)
44 44

Hormônio 3H

100
44

100
• 4

100
• 4

Como se poderá observar no Quadro 4, nos tubos de ensaio colocamos lOQul e 20tyl do
extrato dissolvida Apenas ao tubo contendo lOQul do tamplo, para um volume final de reação igual
para todos o* tubos; lOQul do anticorpo (T) e 20Qul para (DHEA) e lOOjil de hormônio trítiado
(14000 com). Agitamos em "Vortex" durante 15 segundos e incubamos por 12 a 16 horas, l
tempeiaturura de 4'C. A seguir adicionamos o carvio-dextrana, nas proporções de acordo com o
hormônio a ser medida Centrifugamos e decantamos para um frasco de dntilaçao, conforme está
indicado em 3.11.

Para androstemdiona procedemos da maneira seguinte:

1 - Apesar de utilizarmos anti-soros específicos fizemos n a purificaçSo prévia em cohina de
Alumina, procedendo de maneira idêntica I da DHEA.

2 - 0 extrato, após disaoruçio em tampio (b), foi distribuído nas quantidades de 100 e
20Qul para tubos dr ensaio. Em seguida adicionamos 0,5 ml de anti-soro, esceto para ps
tubos I, 2, 3 e 4, aos quais acrescentamos o tampfo. Incubamos por 30minuto», i
temperatura ambiente e adicionamos 0,1 ml de hormônio marcado aproximadamente
(4000 cpm) para todos os tubos. Incubamos por 90 minutos, I temperatura de 37°C,
seguidos de 15 minutos a 4°C. Adicionamos 0,2 ml de carvlo-dextrsna, com exceçlo doa
tubos 1 e 2. Agitamos os tubos por 15 segundos em Vortex e incubamos a 4°C por
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ID minutos, e seguido de centrifugaçab a 2500 rpm, por 15 minutos D sohrcnadante é
scp.irado por dccantaçSo, em frasco de cintilação, e em sepuida pro. e«lc %»• h leitura.

a 14 - Avaliação das Perdas de Esteróides no Processamento do Platina (Recuperação)

Mediu-se a recuperação colocando-se 200^1 do "extrato dissolvido" em frasco de cintilaçSo e
adicionando-se lOtyl de HC10,1 M, 800/11 do tampão (a, b ou c) e 10,0 ml de solução cintiladora para a
estimativa das contagens por meio das quais se fará a correção para o número de contagens adicionadas
inicialmente ao plasma.

A Tabela IV mostra a recuperação no processamento do plasma em porcentagens, sendo menor
quando a extração é seguida da purificação cromatográfica.

— Cálculo do Radioimunoensaio

Para o cálculo das porcentagens de ligaçffo do hormônio marcado, em cada tubo, as atividades
dos sobrenadantes obtidos dos tubos 3 e 4 (Tabelas I, II e III) representando as contagens náo
específicas*'32', foram subtraídas das contagens em cada tubo (curva e amostra) como segue:

B B - N
— = x 100

onde,

B - contagens por minuto do sobrenadante de cada tubo (curva-padrSo e amostra)

BQ - contagens por minuto do hormônio marcado ligado ao anticorpo

N - contagens nlo específicas.

* "ausência do anticorpo correspondentes a um branco da radioatividade no tampão de ensaio".

Para a construção da curva padrão projetamos as concentrações do padrão em abscissas e em
B

ordenadas a* relações — X 100.
Bo

As concentrações hormoniais do tubo de reação massa/tubo sfo determinadas peb comparação
direta das leituras (cpm) observadas nos frascos de cintilacío em comparação aquela obtida a partir das
soluçOes-padrfo. Da leitura direta da curva obtemos a massa da amostra ptosmática segundo a formula
seguinte:

pg* X — X Fator de diluição = pg/ml de plasma
cpmr

onde

pg* - massa da amostra lida diretancot* na curo

cpm - contagens por minuto do hormônio tritiado adicionado ao plasma (± 1000 cpm)

cpmr - contagens por minuto obtidas da recuperação de 0,2 ml do extrato dissolvido em
tampf o (a, b ou c).



Tabela IV

Recuperação Porcentual do Erteróide Radioativo

Esterókfe radioativo

T + DHT

T

DHT

A

DHEA

Recuperação após

extraçio do plasma

X Intervalo

92 87-97

94 84-98

91 83-97

Recuperação após

extração e purificação

cromatográfíca

X Intervalo

70 60 - 87

55 50 70

61 58 - 70

61 52 - 80
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116 - Avaliaçio da Seqüência Operacional para o Ensaio de "Androgonos" em Plasma

A — Especificidade

Avaliou-se a especificidade do radioimunoensaio de duas maneiras:

l) Reatividade Cruzada com outns Ett*r6iCtos:

Admitindo que o anticorpo submetido a exara é produzido contra o esterôide X e s e
deseja avaliar as porcentagens de reação cruzadas do esterôide Y, a porcentagem de reaçio
cruzada do esteróide<30) 6 definida pela relação:

dose de X necessário para deslocar 50% de X-3H
— — x 100

dose de Y necessário para deslocar 50% de Y- H

a) As reações da antitestosterona com outros esteróides foram determinadas pela incubaçffo
direta de diversas quantidades dos diferentes esteróides a estudar com o anticorpo e o
hormônio tritiado em proporções fixas (Tabela V). Dos compostos ensaiados, a DHT
apresentou reação análoga ao anticorpo, sendo para os demais esteróides pouco
significativos.

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

c) Reações do anti-soro contra DHEA com os outros esteróides (Tabela VII), verificando-se
apenas grau discreto de reatividade cruzada com pregninolona.

2) Reatividade Comparada do Estaróide Ptomitico e do Padrfo (ensaio da diluição).

Para provar que a reatividade do hormônio plasmático e a do padrfo sao análogas, fizemos uma
mistura plasmática com elevado teor de T, DHT, A e DHEA, conforme Quadro 5.

Quadro 5

Tubo
nP

1 e 2
3 e 4
5 e 6
7 e 8
9 e 10

Plasma
Ml

10
20
25
33
50

Tampto
fl

990
980
975
967
950

Diluição Final

1:100
1: 50
1: 40
1: 30
1: 20

B-SmtibiHdtd*

Definimo» a «ensibilidade com a menor quantidade de hormônio nlo marcado que pode m
distinguida do tracador e que foi avaliada pela inclinaçfo da curva padrflo. Avaliou-se esta propriedade



(«Ia análise de variance de cinco determinações do ponto zero sem massa fria, e do primeiro e segundo
pontos da curva padrão, correspondentes às menores massas de T, DHT. A e PUKA diferentes de zero.

C — Precisão

Avaliou-se a precisão do método por meio da reprodutibilidade da medida de uma mistura de
plasmas, com quantidades variáveis de esteróides ("pool"), quantificando os hormônios T, DHT, A e
DHEA, no mesmo ensaio-reprodutibilidade intra-ensaio, e em ensaios diferentes — reprodutibilidade
interensaio.

D-Exatidão

A exatidão foi avaliada através da recuperação de quantidades conhecidas dos hormônios T,
DHT, A e DHEA (2S0, SOO r 1000 pg) adicionadas a urr.i mistura de plasma (0,2 ml) com teor
conhecido, com valores baixos de T, DHT, A e DHEA, respectivamente.

4 - RESULTADOS DO ESTUDO ESTATÍSTICO DA METODOLOGIA

A— Especificidade

a) As Tabelas V, VI e VII mostram as reações cruzadas de vários esteróides com os
anti-soros utilizados para T, A e DHEA, indicando os resultados em porcentagens de
reaçfo cruzada ao nível de SOX de Ugaçfo.

b) As Tabelas VIII e IX reúnem as médias das concentrações obtidas em cinco diluições
diferentes, de uma mesma amostra* expressas em ng/mL Verificamos que a concentração
média do hormônio, multiplicada pelo fator de diluiçSò, permaneceu relativamente
constante'25', com um coeficiente de correlação r (entre a diluição e concentração final)
bem significativo.

Na Tabela X estfo indicadas cinco determinações do ponto zero (ausência de maisa fria), <k>
ponto 1 (5 pg)P1( do ponto 2(10pg)P2 das curvas padrão de T, A e DHEA. Por utüsar o mesmo
anti-soro e traçador da T para o radioimunoensaio de DHT, a sensibilidade da curva de T é aplicável para
a de DHT.

C

Na Tabela XI estfo reunidos os dados de reprodutibflklade intn e mterensaios de uma mesma
amostra, de plasma com as médias, coeficiente de variãçfo e desvtofrpadrfo, respectivos.

Estimou-se a precisão intra-ensaio no mesmo ensaio em 10 alíquotas para T, DHT, DHEA e seis
alíquotai para A. A precisfo interensaio foi avaliada pelas dosagem da mesma mistura de plasma
realizadas em diferentes ensaios, no período de doze meses.

*ExcMo «to Tibete IX (DHT) çim foram M M apn» tm trfc diluiçOm.
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Os coeficientes de variaçfo foram, como era de esperar, menores na rcprndutihtlidadr
intnvensaio do que interensaio, observando-se que para a DHT os coeficientes de variacin foram o*
maiores.

D-Emtfct to

A Tabela X I I mostra os valores porcentuais obtidos para recuperaçab de cada tonnônio (padrffo
adicionado a uma mistura de plasma), o desvio padrto, a média e o intervalo de valores extremos.

Na Tabela XI I I encontram-se as médias, variações e intervalos de valores extremes de
concentraçfles honnonais obtidos do plasma normal do sexo masculino e feminina

T a b * V

Reações Cruzadas de Vários Esteroides com Q Anti-Soro para Testosterona

1

Composto

Testosterona

Dihidrotestosterona

5-0-Androstan-3pM7-díol

5-a-AndroJtin-30.17íMJol

5-o-Androstan-3o-17a<liol

Androstenediona

AndrosUnediona

Pfogestcrona

Epitestosterona

DOC, DHEA

Awcnoate lona

Reaçio Cruzada

« ,

100

100

3,1

2$

U
M
o^
0.4

0,12

0,07

0,05



VI

Reações Cruzadai de Vários Etterôides com o

Antl-Sorc para Androttenedlona

Reaçlo Cruzada

Composto

<*)

Androüenedtona 100

Tmtoiterona 1

UHKA < 0.01

U-Üeoxlcortlcosterons < 0,01

Proteiterona < 0,01

Estrona < 0,01

Eitrsdtol < 0,01
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VI I

Rrifividade Cruzada doa Esteróidcs com o Anti-Soro N? D17-113

para DehidroepJandrorterona

Composto

Pregninnlnna

Epiandroiterona

5-o-Androitan.3i.17/Wlol

Tettotterona

Dihidrotestosterona

Androitenediona

Androsteiona

Etiocolanolona

11-OH-Ándroiteiom

17-OH-ProfBstffOM

Adnnoatcrona

Cortiiol

CorUoottcrona

Profeiterona

Reaçio cruzada

«

17

3 .

1.7

0,8

0,2

0,2

0^

0.1

< «

^ 0,1

< 01



Tateia VIII

Especificidade do Radiomninoensaio de A, T, T + DHT e DHEA. Avaliada pela Prova de Düuiçio

AndroatanacNona

Concantraçao Goncaniraçfo

da A diluida da A fator X

0.32

0.31

0*7

0.66

0 * 5

0*3

1.03

1 4 »

1.74

1.71

a diluição

ng/nri

32*0

31.00

33*0

33*0

34*0

33*0

31.50

30.60

34*0

34 JO

Tattottarona

Concarrt ração

da T di luía

0*63

0*59

0.114

O.11O

O.1SO

0.147

0.196

0.2O6

0.292

0.282

ConoantraçXo

da T fator X

a diluição

6 JO

5.90

5.70

5 * 0

6 * 0

5*8

5,88

6.18

5*4

5.72

Tanaatarona + Dihidrotaatottarona

Concent. »çjío da Coneantraçio da

T + DHT diluida T • DHT fator X

0.070

0.065

0.118

0.114

0.117

0.162

0,200

0,252

0^82

0^97

a diluiçto

ng/m»

7.00

6*0

5*0

5,70

7,08

8.48

6,00

7,66

5.72

5,94

Dahidroapiandrottarona

ConeantraeCo Concantracio

da DHEA

diluida

0.35

0.36

0.64

0.60

0.78

0,78

1.10

1.15

1.55

1,60

da DHEA

fator X

a diluição

ng/ml

35,00

35,00

32,00

30,00

31.20

30,40

33,00

34,00

31,00

32,00

X = 32.83

r = 0.986

X =

r = 0397

X = 6J9

r - 0.971

X = 32.36

r * 0,995



TatMia IX

Especificidade do RadiotanunDeueJo de DHT Awliada peU Provi de Diluiçfo

1

N?

1

2

3

4

S

6

7

8

9

Fiaana

a

1000

1000

1000

500

SOO

500

400

400

400

DOuenu

Ml

—_

—

—

SOO

soo
soo

«00

600

600

Düuiçlo

fim)

1:1

1:2

liiS

Conomtnçlo

de DHT diluída

(U80

0,283

0,278

0.145

0,135

0,147

0,115

0.120

0.125

Concentraçio de

DHT fator x a

düuiçlo

0.280

0,283

0.278

0,290

0,270

0.294

0412

0,288

0400

X - 0,288

r - 1.0



Tabala X

Sensibilidade da Curva Padrão dos Esteróides Andrógenos

n?

1

2

3

4

S

Bo(0pg>

2037

2060

2032

1975

1919

X = 2OO5

DP =57,17

CV= 2,85%

Aadrostenediona

P,(5pg)

cpm

1860

1820

1890

1870

1810

X-18S0

DP = 33,91

CV= 1,83%

P 2 O0pg)

1745

1772

1692

1688

1701

X=1719

DP = 37,07

CV= 2,16%

Dehidroepiandrosteiona

Bo(0pg)

1889

1933

1982

1936

19S6

X=1939

DP = 34,22

CV= 1,76%

P,(5pg)

cpm

1879

1735

1898

1975

1901

X=1878

DP=87,73

CV= 4,67%

P2(10pg)

1729

1750

1760

1730

1630

X=172O

DP = 51,92

CV= 3,02%

Bo(0pg)

1980

1853

1958

1831

1630

X = 1913

DP = 66,37

CV= 3,47%

Testosterona

P, (5 pg)

cpm

1727

1929

1728

1890

1823

X=1819

DP = 92,06

CV= 5,06%

P 2 d 0 p g )

1497

1488

1450

1551

1582

X=1514

DP =52,57

CV= 3,47%

Fob-,vdo

pan a = 0,05 para a = 0,05

= 4 1 ' 7 7 signi

para a = 0,05



PrecBão — Avaliação da Reprodutibil>dade do Radioimunoensuo

Honnômo X±DP

Intra-enaio

CV(%)

Interensaio

X ± DP CV(%)

T + DHT

T

DHT

A

DHEA

ns/nol

4,21 ± 0 3

441±0^7

0,2010,02

6^6 ±0,40

5,65 ± 0,47

5,4

5 ^

ÍOJS

6,4

8,4

10

10

6

10

10

ng/aü

4,72 ± 0 ^ 6

4^1 ±0,42

0,22 ±0,04

5^2 ±0,60

7,48 ±1,06

11,9

10,0

16,0

1U

14^

10

10

6

10

10



Tatato XII

Exatidão - Recupençáo

Honnonio

T + DHT

T

DHT

A

DHEA

Média ± DP

m

98^2 ± 7,95

9634 ± 10,05

98,04 ± 8,74

10432 ± 9,41

103,66+ 5,71

Intervalo

<*>

88 - 115

72 - 109

86 - 11.7

77 ,7 - 1193

92 ,2 - 113

V

23

13

10

15

10

r

1.0

1,0

0.967

0,997

0,995



Tabtla XIII

Valores Normais de Andiógenos, Variações Etárias e Intervalos dos Valores Extremos Obtidos

em Plaana de Homens e Mulheres

Esteróides

T + DHT

T

DHT

A

DHEA

T + DtTT

T

DHT

A

DHEA

Idade (anos)

20-70

26-70

26-70

24-58

24-60

25-71

20-60

20-60

23-70

21-60

HOMENS

Número de amostras

26

13

15

13

10

MULHERES

24

14

22

12

10

Intervalos dos

valores extremos

ng/ml

3,09 9,77

3,24 736

0,12 0,72

0,4 1,9

2,8 7,5

0.21 033

0,20 0,88

0,07 043

0,2 2.1

2,6 7,2

Média ± DP

ng/ml

5$ ±2,0

5,2 ± U
0,26 ± 0,15

0,9 ±0,4

4,6 ±1,7

0,5 ±0,2

0,4 ±0,2

0,2 ±0,13

0,8 ±0,5

4,8 ±1,7
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6-APLICAÇÃO DA METODOLOGIA AO ESTUDO DAS ALTERAÇÕES DA FISIOLOGIA
ADRENAL

Foram submetidos • estudo cinco indivíduos com deficiência parcial da 21-hidroxilmse
(hiperplasi» congênita virilizante das supras renais) sendo um do sexo masculino e quatro do feminino,
com idades cronológicas entre 4 % e 28 anos (Tabela XIV).

Os pacientes ou seus familiares, quando os indivíduos eram menores, após explicação minuciosa
da prova a ser realizada (cateterismo nas veias adrenais), forneceram a autorização devida para sua feitura
que por mia vez era aprovada pel» Chefia do Departamento de Clínica Médica do Hospital das Clinicas,
seguindo os princípios de experimentarão humana estabelecidos em Helsinki.

Todos os indivíduos, em dieta geral (2000 calorias), permaneceram em jejum por 12 horas,
antes da realização do catclcrisino.

O estudo da dinâmica dos cslcróklcs foi efetuado mediante caictcríznc.So percutânca dns veias
admitais, colhcndo-.se amostras simultâneas das duas veias de uma periférica, anos fixnçüo dos ciitclcrcs,
sob controle nidinlogico. Eram colhidas duas amostras basais, 30 minutos após a injeefo endovenosa em
veia periférica, de 4 mg de dexarnct;isona. Fim seqüência, injetou-xc H1'24 ACTII (25tyg) através de veia
periférica, colhendo-se novas amostras de sangue, 5 minutos após.

Os resultados das concentrações plasrn.ilkas dos diversos vstcr6ides nas veias periféricas e
adrenais, cm condições basais, durante a prova de supressão c estímulo, sâo apresentados na Tabela XV.
Nesta tahcla também, csl.io indicados os resultados das dosagens de corlisol, nas amostras de plusma,
servindo de referência p;ira a localização dos aitclcrcs, por se tmlar de esteróide cxcliisívamen :
produzido no cortex adrenal.

Os valores plasm.iticos do cortisol nas veias periféricas na"o sofrem variaçSo significativa, quer em
resposta As provas de supressão, quer após estímulo. Contudo, as concentrações nas veias adrenals, muito
mais elevadas do que na periferia, caíram significativamente com a supressão, voltando aos valores hasaii
após o estímulo.

• Os níveis plasm.1 ticos periféricos dos andrógenos (T, IMIT, A c IMIEA) nío te alteraram
signifkativamcnlc durante as provas de supremo e de estímulo. Os valores basais encontrados nas velai
adrenais, mais altos do que os do sangue pt.. -rico, reduziram-se com a supressão c aumentaram com o
estímulo, sendo que A c DHRA chegaram a valores mais elevados do que o basal.

Ao contrário dos andrógenos, os níveis periféricos de Pr e 17OH-Pr diminuíram
significativamente, 30 minutos após dexametasona, aumentando apôs a tdministraçlo de ACTH • níveis
m i s elevados do que os valores basais.

6 - DISCUSSÃO

Antes de avaliarmos a aplicação da tecnologia a urn defeito de síntese adrenocortical,
discutiremos o radioünunoensaio e mas características operacionais.

A determinação dos hormônios androgênicos: T, DHT, A e DHEA, após sua extraçfo com o
éter etflico, com o método proposto, oferece sensibilidade, precisfo e exatidfo (Tabelas X t XII).

O principal fator que isoladamente condiciona as qualidades de especificidade, sensibilidade e
simplicidade de um radioímunoensaio é representado pelas características do anti-soro.



CNA#

MJPS<

ACA1

Tatato XIV

Dados Clima» dos Cinco Indivíduos com a Deficiência Parcial de 21-Hidroxilase

Indivíduos

MLF*

PR*

Sexo

F

F

Idade cronológica

(•*»)

4»

9

Altura

(cm)

106

131,6

Peso

(kt)

13,9

36,2

Idade óssea

(anos)

10-11

1 5 - 1 6

14

28

12

148

1S1

143

56,4

51.6

47,5

18

adulto

adulto

'Catstensmo veia»
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Tabela XV

Cortisoi e Andrógenos Plasmiiicos dos Cinco Indivfduos cum Deficiência Parcial de 21-Hidroxilase

Adrenal, Colhidas Simultaneamente das Veias Adrenais Direita IVAD), Esquerda (VAE) e

Periférica (P), em Situaçio Basal ÍB), Após Supressão (DEXAI e Estímulo (ACTH)

NofiM ArnottfN

p

PR VAD

VAE

p

CNA VAD

VAE

P

MJP8 AVD

AVE

Parfodo

B

Dax.

ACTH

B

D»*.

ACTH

B

Dax.

ACTH

B

Dan.

ACTH

B

Dm.

ACTH

B

D*».

ACTH

B

Dan.

ACTH

B

0»K.

ACTH

B

D M .

ACTH

F

6.0

4.4

6.4

15,8

7,4

16.6

17.6

9,0

223

3,3

2.6

3.2

113

43

103

12,7

2 4

113

6.1

43

6,4

263

4 3

223

36,7

93

233

T

130

1,09

2,28

8,33

M 7

6,41

732

2,86

7,71

137

0.98

133

4/W

2,08

7.28

2,72

1,77

2.90

0,98

0,60

3.68

6,66

2,17

8.11

7,14

433

12,23

DHT

0,62

0.46

0.96

3,62

0,60

I/W

2,96

1,03

2,62

0,89

1,30

1,06

2,30

0,77

2.38

2,40

031

136

0,66

030

0,64

1.19

036

2,90

137

036

2,21

A

5.4

4,8

BA

1663

19,6

148,9

160,9

323

1263

6,7

4/«

63

202,1

1M

2673

220,1

10,2

120,1

73

13

4 3

167,2

4,6

161,2

103,7

123

116,7

DHEA

8,0

7,7

6,7

3243

14,6

241,7

322,9

13,2

266,7

6,2

6,7

7,9

62,2

7,3

160,2

60,4

6,9

1643

6,7

4,4

8,9

63,9

63

1263

46,3

14/1

248,7

continua...
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continuacid

NonM AmMtrM

P

ACA VAD

VAE

P

MLE VAD

VAE

P

Mtdla 1OPM VAO

VAE

P»rfodo

B

D M .

ACTH

B

D M .

ACTH

B

D M .

ACTH

B

DM.

ACTH

B

D M .

ACTH

8

D M .

ACTH

B

DM.

ACTH

B

D M .

ACTH

B

DM.

ACTH

F

4.2

3.8

S.9

7.7

7,4

10.2

84

64

104

3,1

14

2.2

94

2,7

10,4

74

2.4

9»

4.1*0,4

3,3*0,7

4/4*0.7

14 * S

6 * 1

13 * 2

14 * 3

6 * 1

16 * 3

T

7.91

6.22

7,00

18.61

9.67

12.26

18.80

16.09

20/»

2.0

1.3

14

7.4

2A

6.2

7.0

2 *

74

2^*1

14*8

3,2*1

9,1 *2A

4,1*1,4

8,1 * M

8,7*2,7

6,2*24

104*2,8

DMT

1.16

1.02

1.20

3.78

348

742

2,41

2.77

3.28

_ „

040*1

0,77*0.2

048*0

2,7 ±04

M *0,7

34 * M

U *04

U *04

2 A * 0 ^

A

40.3

32.1

44.3

478.1

123.4

8144

6034

2384

687,6

64

4.2

84

134,2

2448

1604

84,1

18,2

1314

13* 7

9 * 6

13* 8

241* 62

3 6 * 21

304*129

212* 78

6 2 * 44

216* 92

DHEA

22.2

13*

184

1764

264

746.1

944

38.2

4097

10* 4

7 * 2

10* 6

164* 63

13* 4

318 * 144

163* 66

19* 6

289* 60
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O uso de antMoros nab totahawntr especifico» para
puiiucaçao croaMograisca do esterosat a set aacamo, coaasoo, se o nonaotuo a ser
biológico apreseatar aívais muito atatores do que o dos iamfsnaai i , é possível

BO c a » da T, foi necessário finer uma purificação iaacsal do extrato,
{ iwatopáf i ra . usMdo ffiuaailn LH-2O, em vartedc de aati-soro usado apwietar u
100% com a DHT (TabthVX Eatretaato, M I ckcaaatiacias normaat de rotiaa, áowmoa a T saaa a
purificação prévia (T+DHT) pois sua coacentoaçlo comparada com o da DHT é m n l o elevada, a
havendo, portanto, pouca taterferênda desta ultima. Eatretaato, como aa awmer a proporeto da DHT
chega a ser de 35% em rehçfo i coaccatmçfo de testoaterom, como descrito por Auletta*1 , t o n » »
eatfo necesafria uma purifkaçfo prévia cromatogrifica pan menor avabaçfo doa níveis de T .

A extraçfo com éter etlbco oferece uma recupencfo considerada ótima, sempre acima de 84%
(Tabela IV) . A recuperação após a purificaçfo variou em torno de 50 a 80% considerando as perdas
durante a extraçSò e purificação.

Tentamos, inicialmente, utilizar outros solventes, como a hexana mas a recuperação foi muito
baixa, por ser o coefk-iente de partição entre o plasma e o solvente, melhor para o éter do que para oa
demab solventes relativamente aos androgenos.

A extraçio dos estcioides é de importância fundamental porque apesar do anti-soro poder ser
específico haverá sempre interferentes naturais, que alteram a medida das concentrações do hormônio a
ser dosado1131.

Assim, no caso de A, tentamos fazer a dosagem direta sem a extraçio do plasma, por se utilizar
um anti-soro específico, a semelhança do que é feito para radioimunoensaio de hormônios protekos, mas
os resultados obtidos foram baixos, quando comparados aos ensaios realizados com extração prévia, o
que indica existir fatores interferentes. Além disso, a especificidade nab tornou obrigatória a purificaçfo
do extrato em coluna, como se verificou cem amostras de plasma de valores variáveis dosadas com e sem
purificaçfo em coluna. Entretanto, a observação dos dados (Tabela X V I ) indica a necessidade de
purificação cromatográfica quando os valores de A sflo muito elevados e nab quando os valores sfo
normais ou pouco elevados.

Por outro lado, para a DHFA, embora o anti-soro seja também específico torna-se necessária a
purificação cromatografica pelos interferentes, provavelmente nfo esteróidicos (Tabela X V I I ) .

Quanto à avaliação do método em rdaçlo 1 especificidade vemos (Tabelas V I I I e I X ) que ai
concentrações dos hormônios T, DHT, A e DHEA, medidas em cinco dihiiçOes diferentes, form
mesmos resultados quando utilizamos fator de düuiçfo ou seja cairam ao longo da curva padrfo
indicando que o padrab utilizado tem a mesma reatMdade com o anti-soro e o esteróide que se está
medindo no plasma.

Avaliando a reatMdade cruzada dos antHoros utilizados para os ensaios com dafercntM
esterfides (Tabelas V , V I e V I I ) , concluímos que há necessidade de cromatografie pan medida apenas d l
T, pois o anti-soro empregado apresentou reathidade igual a DHT. Além dia»», para DHEA, embora o
anti-soro seja específico, foi necessário o emprego de coluna de ahimsne como Já •—"—*»

Quanto i sensMUdade, esta foi de 5 pg para A e DHEA e 6 pg para T e DHT. Estes resultados
sfo análogos aos descritos por Abraham'1 '.

A análise de reprodutibflidade (Tabela X I ) permitiu avaliar a precisão do método empregado que
mostrou ser boa (5-10%), com coeficiente de variaçfo de 5,4% para (T+DHT), 5,9% para (T ) , 10,6% para
(DHT), 6,4% para A e 8,4% para DHEA, relativamente i reprodutibilidade íntra-ensaio. sendo que para a
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XVII

Comparaçio do Radtoirnunoeuiaio de Dehidroepiandrotterofia com e sem

Purificação do Extrato em Coluna Cromatogrifica de Alumina

Com coluna

ng/ml

678,00

17,47

10,15

9,54

243

6,14

3,60

3,54

144,76

5,54

5,27

Sem coluna

738,52

188,94

72,38

101,85

8,86

9.62

14,04

20,44

372,37

11,04

7,68

X = 80,59 X = 140,52

..lc. > «cr,,.

Houve diferença tignificativa ao nível de ligniflcancla a 0,05 entre

M médias das dougeni feitas sem e com coluna cromatográfica.
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Para efeito de comparaçSo, nossos dados e os correspondentes (com extração e coluna
ciomatográfiea) estão indicados na Tabela XVIII.

A exatidão do método pode ser considerada excelente pois o coeficiente de correlação (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 específica, comparável â descrita pelos autores mais
experientes no campo, apresentando reprodutibilidade boa (intra-ensaio), adequada (interensaio), com
exatidão excelente. Nestas condições, os valores obtidos em indivíduos normais (Tabela XIII) foram
comparáveis aos descritos por outros autores para métodos equivalentes (Tabela XIX).

A hipcrplasia congênita virilizante da suprarenal que utilizamos como modelo para aplicaçSo da
metodologia desenvolvida nesta pesquisa, resulta de um defeito enzimático na biossfntesc dos esteróides
da cortex ^drenai126'.

De todos os tipos de defeito, o mais freqüente é o da deficiência parcial da 21-hidroxilase
responsável pela entrada do grupo OH nu carbono 21 da cadeia lateral do anel D do núcleo do esteróide,
transformando a 17 OH-Pr em 21-deoxicortisol (composto S). Nestas condições, resultará em queda de
secreção do S c do seu produto o cortisol, com elevação subseqüente de ACHT (mecanismo da regulaçSò
retrógrada), e assim excesso de produção dos substratos, em particular 17 OH-Pr, tentando vencer o
bloqueio resultando em produção normal ou quase do cortisol. Esta hipersecreção de ACTH pelo seu
efeito trófiro adrenal, levará à sua hipcrplaiia e como subproduto o aumento de síntese e produçio dos
andrógenos levando ao aspecto clínico de virílizaçâo.

O aumento da concentração dos andrõgenos e de seus precursores, na deficiência parcial de
21-hidroxilase, encontra-se relatada na literatura. Assim, o nível plasmático dos precursores do cortisol
em crianças com deficiência de 21-hidroxilase, tem sido mencionado estar aumentada de 50-200 vezes
para 17 OH-Pr e 6-10 vezes para Pr, em relação ao homem normal' '.

No que diz respeito aos andrógenos, Horton e Frazicr'16', estudando sete crianças com
deficiência parcial de 21-hidioxilase, mostraram que a concentração plasmática e a velocidade de
produção sangüínea de A e T eram muitas vezes mais elevadas do que em indivíduos nab tratados pelo
ACHT. Considerando suas taxas de conversão, esses Autores sugeriram que a origem mais importante de
T é a partir da conversão periférica de A, secretada pelo cortex adrenal Resultados semelhantes foram
apresentados por Rivarola e outros'31'.

Analisando os resultados dos estudos dinâmicos, realizados nos cinco indivíduos com deficiência
parcial de 21-hidroxilase, verificamos que as glândulas adrenais responderam tanto à supressão aguda por
corticóide como estímulo exôgemvcorticotrófico, como era de esperar.

Embora estes efeitos fossem intensos nos efluentes venosos adrenais, com variações significativas
na concentração dos diversos esteróides, as alterações nas veias periféricas foram menos aparentes.

A média do valor bani de cortisol, na veia periférica, nos limites inferiores do intervalo da
normalidade, diminuiu, porém não significativamente, com a dexametasona voltando ao valor basal após
o estímulo com ACTH. Estes resultados sao semelhantes aos descritos por Spark e outros'34' em
pacientes sem alteração da secreçto dos glicocorticóides, com a diferença de que o nível de cortisol foi
muito mais baixe em nossos indivíduo»'15|.

A concentraçflo basal de cortisol nas veias adrenais em nossos indivíduos foi também mais baixa
do que a descrita por Spark e outros'341 bem como as respostas ao B1"24 ACTH. Em nossos casos, com
o estímulo, a concentração do cortisol voltou aos valores basais, diferindo dos indivíduos estudados por
Spark t outros'34', cujos níveis estimulados de cortisol, nas veias adrenais, aumentou muitas vezes em
relação ao basal Nossos valores estão provavelmente relacionados com a deficiência da 21-hidroxilase,
sugerindo que as glândulas adrenais, estavam em sua máxima capacidade para a produçio do cortisoL



Tateia XVIII

Ptetidb - Avaliação da Reprodutibüidade do Radioimunoensaio Comparada com os outros Autores
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« 4
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12,0-17,0

11.0
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VaioiM Nomuit da Andrógenoi Plasnitico* Comparada cam outros Autorei
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Em relação aos precursores, Pr e 17 OH-Pr, os níveis basais, periféricos confirmam a observaçlo
prévia de valores aumentados em casos de indivíduos com deficiência de 21-hidroxilase n3o tratados e n
relação aos normais para a idade e o se"T dos indivíduos135'17 " 1 8 ' .

Ê interessante observar que, diferentemente do cortisol, ocorreu diminuição significar.te da
concentração periférica destes dois esteróides, após dexametasona. Como a supressão da produçSo
adrenal pareceu ter sido drástica, pela diminuição acentuada de sua concentração nos efluentes adrenais,
apôs o glicoccrticóide exógeno e estes por serem a única fonte significativa dos esteróides mencionados,
a queda da progesterona em sangue periférico poderia estar relacionada a sua taxa de depuraçSo muito
mais alta (aproximadamente 15 vezes) quando comparada à do cortisol116'.

Durante o estímulo com ACHT, as concentrações destes esteróides se elevaram a valores acima
do basal, tanto na veia periférica como nas adrenais, sugerindo que as glândulas adrenais, embora estejam
em sua nrfxlma capacidade de produzir cortisol, ainda nío lograram esta condição em relaçüo aos seus
precursores. Isso poderia sugerir, também que os níveis do ACHT endógeno, em nossos indivíduos, ainda
nao estavam em nível máximo.

Confrontando a concentração periférica de T e DHT das quatro mulheres com deficiência
parcial de 2i-hidroxilase, com os valores normais obtidos por métodos semelhantes aos nossos'131,
podemos dizer que, para T, os resultados estavam dentro e um acima de 95% do intervalo de confiança
para valores isolados normais de meninos acima de Manos. Se compararmos estes resultados com os de
mulheres normais adultas (Tabela XIII), todos dos valores estavam aumentados, acima do valor mais alto
de 95% do limite de confiança. No paciente do sexo masculino, AC A, os valores de T nas mesmas
condições, estavam acima do intervalo da normalidade para adultos do sexo masculino.

Considerações semelhantes se aplicam para a DHT. Estas observações confirmam a elevação
destes andrógenos na deficiência de 21-hidroxilase. Embora a concentração periférica destes esteróides
iiáf : JSX alterada significativamente pela supressão, provavelmente refletindo uma taxa metabólica de
depura o mais baixa quando comparada à progesterona'15', as concentrações nos efluentes venosos
diminuíram com a dexametasona, retornando aos níveis basais após o ACHT sugerindo que a produçSo
de T e DHT pelas adrenais, nesta patologia, são influenciadas pelos níveis de ACTH circulante.

Em relação a A e DHEA, podem ser feitas considerações semelhantes. Os níveis periféricos
elevados de A são várias vezes maiores do que os valores encontrados em adultos normais de ambos os
sexos (Tabela XIII). P m DHEA os valores observados estavam dentro do intervalo de normalidade para
adultos normais de ambos os sexos, exceto para o indivíduo ACA que estavam bem mais acentuados.

No sangue periférico também nSo houve variaç5o expressiva dos valores de A e DHEA após
dexametasona, ao contrário dos observados nos efluentes adrenais, onde os efeitos de estímulo e de
depresslo toram evidentes.

Como todos os esteróides medidos apresentaram concentrações mais elevadas nas veias adrenais
em relação à periferia, tal atuação prova sua secreçSò pelo cortex adrenal, no défice de 21-hidroxilase.

Confrontando estes resultados com os valores descritos por Kirschener e outros'21', no
hirsutismo idiopático, verificamos que, enquanto o gradiente de cortisol 6 mais baixo na hiperplasia, os
gradientes de A e T eram mais altos nos indivíduos por nós estudados, caracterizando o defeito
enzimático observado.

Embora nossas observações em indivíduos com defeito da 21-hidroxilase sejam sugestivas de
secreçío adrenal dos andrógenos analisados: A, DHEA, T e DHT, tais fatos nío implicam em se negar a
interconvsnçâo periférica destes esteróides, que já fora descrita na condiçfo em estudo'16'.

Nossas observações sobre a deficiência da 21-hidroxilase confirmam e ampliam os estudos de
outros pesquisadores com a vantagem de que estudamos a dinâmica dos esteróides pela medida destes
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hormônios em sangue coietado diretamente das veias adrenais. Este método permitiu a klentifkaçfo
direta dos hormônios produzidos na glândula, diferentemente dos estudos anteriores baseados na colheita
do sangue periférico, em que as evidências de produção adrenal eram sempie iiidüeus.

7 - CONCLUSÕES

1 - Padronizamos os nwtodos para as dosagens dos andrógenos (T, DHT, A e DHRA) no
plasma humano pela técnica do radioimunoensaio: extração com éter etílico, purtticaçfo
em coluna cromatográfica para DHEA e separação da T e DHT em coluna de
Sephadex LH-20: separação das formas livres e ligadas ao anti-soro específico com carvão
dextrana T-70, as atividades determinadas em cintiladur líquido, com eficiência de 55%
para o Uitio.

2 - As técnicas empregadas, avaliadas a partir de suas características: especificidade,
sensibilidade, precisão e exatidão, permitiram quantificar níveis dos andrógeno* em
condições normais e patológicas.

3 - As técnicas foram utilizadas para estudo da secreçlo adrenal da deficiência da
21-hidroxilase, mostrando que o cortex adrenal produz todos os andrógenos medidos: T,
DHT, A e DHEA.

Tabela XX

Nomes Comuns de Esteróides Usados no Presente Estudo e seus

Nomes Sistemáticos Correspondentes

Nome comum

Cortisol

Progesterona

Testosterona

17-OH-Progesterona

Dihidrotestosterona

Dehidroepiandrosterona

Androstenedione

Nome sistemático

Pregn4-ene-l 10, 17a 21-triol-3, 20-dione

Pregn-4-ene-3, 20-dione

Androst4-ene-l 70-O8-3a-one

Pregns-4-ene-17a-0í-3, 20-dione

5a-androstan-17a-08-3-one

Androst-5-ene-30-O£-17-one

Androst-4-one-3, 17-dione



51

ABSTRACT

Radioimmunoassay methods have been developed for plasma T, DHT, A and DHEA. Plasma volumes usually

employed mere: 0.2 ml and 0,5 ml for men and women, respectively for T: 1,0 ml from DHT and 0,5 ml to A and

OHEA.

After preliminary extraction with diethyl ether, the extracts were applied to Sephadax LH-20 microcolumns to

separate T from DHT and to AI 2 Oj microcolumns purification of OHEA.

Following elution, the dried, purified extracts were incubated with specific antisera at temperature 4 C

overnight, the separation of antibody bound and free fractions being done on activated charcoal-dextrana T-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 10-15%.

The accuracy was satisfactory with a recovery 98,5 ±7,95% for T and DHT, 96,34 110,05% for T. 98,04 ±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 ,2 ng/ml ± 1,3, DHT: 0.26 ±0.18, A: 0,9 ±0 .4 and DHEA: 4,6 ± 1 7 and in

females: T: 0,5 ng/ml ±0,2 , DHT: 0,4 ±0 .2 . A: 0.8 ±0 ,5 and DHEA: 4,8 ± 1.7.

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

secretion (presence of a steroid gradient Peripheral/Adrenal vein) of the androgens studied in congenital deficiency of

cortical 21-OH'aw.
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