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RESUMO

matodWpara a quantificação d* cortnol • atdottarona plasmaticof por

radioimunoansaio. utilizando^ sntt-iorot altamama «pacíficos.^

'-Com a matodologia laboratorial «tabalacida foi poHÍval o «nudo fisiológico da (acraçis dt eortiMl •

aMotwrona, am wit indivlduof normais, mantidot am uma ditu basal, dt arroz « l O m E q Na*-dia~') + 100 mEq

K^dia'1. <«<MEMÈtaito»'<» attudot dt postura a dot afaitot da cortrotina a angiotamlna It axogmaa am o>r*c6a»

da diata batal a com aumanto prograttlvo da Na* a 120 a 180 mEqdia'1. ~ \

*• Os nfvait batait dl aldoatarona cairam prograttlvamanta com o aumanto do contando do tédio in diata.

Entretanto, nlo houv» diferença significativa not incramantot relativos aos batait dttancadaadoi pala pominx roa trás

nfvait da inytsiao da saL^,^

' O ineramanto da Most (nteee a da aktostarona pala açfc da ACTH foi similar, ejualquar qua foaaa 4 t**k batal

da aldoatarona índuiida pala variação diatatica do tal. At ratponat da tacracab da atdottarona ao fator et/ trotina • è

posiçfo arata foram ttmalhantas, indapandando da quantidada da sódio ingarida ~~>

A infusão dt Angiotantina II induziu a tacraçfc da aldottarona. tando qua na vlgtncia da diata • * ! am todlo,

o Ineramanto ralativo foi maior do qua na da arrot

O valor médio bata) do cortlsol am nfvait difarantat da togtttao da Na* foi tlgnificamamama üitrama. Apot

daambulaçfo, houva dacréteimo dot vatorat da eortitol nat trlt dMat am ralação ao valor bata), nto d'"mindo antro tL

Ç A intacto da ACTH attimulou a tacraçfo da eortitol indapandando do nftal da tnaMtiu da Na*, tando a

ratpotta do corta» similar nat trét diatat. t^^

r A Infusão da angiotantina II mn dosas nto hipartansivat provocou uma quwi» anômala r»» f.ívait da eortitol

qua ia diva provavalmanta ao dttyio do substrato para a btottfntata da aldonarona, «Am do p< *,*<o afalto do ritmo

nictamafal do eortitol.

Nota aaplieativa: A ortografia a a acantuacfo dot tormot tmpragadoi no pratan',a trttwirto obadaeam ao Novo

Oieionirio Bratilairo da Língua Portuguata, da Aurélio Buarqua da Hollanda Farraita, 1* adição (quarta Imprualo),

1976.

Aprovadt para publicação am Favaralro/1078,



1 - INTRODUÇÃO E PROPÓSITO

O radioimunoensaio de tiorntoimis «íMi^òMiirs tornmi v I K K M ' W I com a síntese de conjuçiados

nntiyênicos proteína-esleróides . Com a prepaiacão de anti-soros espec'ficos para jsses compostos e a

ut i l i zação da metodologia básica desenvolvida por Yalow • Berson14 '51, «urgiram técnicas

radioimunolõgicas capazes de quantificar adreno-hormônios em materiais biológicos.

A dosagem de hormônios esteróides que existem em concentrações relativamente baixas, em

líquidos biológicos, apresentava sérias dificuldades. Os métodos analíticos até então utilizados, embora

específicos, careciam de precisão, sensibilidade, exigindo muito tempo para sua feitura, além de envolver

técnicas complexas para isolar os hormônios de outras substancias com reatividade cruzada significativa.

Os princípios básicos do ensaio radioimunolôgico baseiam-se em reação de competição entre

hormônio radiomarcado e o de referência, para os sítios de fixação da proteína específica e o resultado

dependerá somente da interação dos reagentes, de acordo com a lei da ação das massas. São requisitos

necessários de um radioimunoensaio: a substância a ser dosada nas formas marcada e não marcada

("fria"), um Itgante específico e recursos para a separação das frações livre e conjugada do hormônio

marcado.

Resolvidos os aspectos térmicos da dosagem de cortisol e aktosterona do plasma, foi possível

estudar os fatores que regulam sua produção endôgena e, em particular, a da interrelaçãb entre estes

esteróides e o equilíbrio eletrolftico.

No indivíduo normal, a secreção de aldosterona é automaticamente regulada ao nível necessário

para conservar o volume do fluido extracelular, mantendo-se concentrações de sódio adequadas. Para

tanto, a velocidade de secreção de aldosterona responde ãs alterações do volume extracelular e dos níveis

de potássio sérico que afetam de modo antagônico a secreção de aldosterona pela sua interferência com

teor de sódio do corpo.

A alteração do volume* circulante efetivo, provavelmente captada pelos baroreceptores, de-

termina a secreçãü de renina pelo aparelho juxtaglomerular. A renina induz a hidrólise do angio-

tensinogènio que d i origem a um decapeptídeo, angiotendina I e a outra fração peptídica. Uma

enzima plasmática conversora por sua vez hidroliza a angiotensina I , liberando um octapeptídeo, a

angiotensina I I . A angiotensina I I exerce um efeito direto na zona glomcrulosa do córtex da supre-renal,

determinando síntese de aldosterona que, por sua vez, vai determinar retenção de sódio e perda de

potássio por sua ação sobre o tubulo renal. 0 ACTH e Corn de potássio, por ação direta no córtex

supra-renal (zona glomerulosa), também induzem a secreção de aldosterona.

Com efeito, os glicocorticóides contribuem sensivelmente na retenção de sódio. Embora tuas

atividades sejam 100 a 200 vezes menores do que a da aldosterona, suas secreçôes diárias atingem valores

mais elevados do que a desta última (25mg.dia~' para o cortisol • 5mg.dia"' para corticosterona

contra 0,25 mg,dia~' para a aldosterona). Em condições basais, a retenção da sódio 4 efetuada por efeito

da ação do cortisol1161 . Quando há redução da volume circulante atividade mineralocortícóide adicional

é determinada pela secreçio da aldosterona induzida paio sistema renina-angiotensina. Acredita-se, no

arrumo, que o mecanismo responsável pala secreção da aldosterona n lo seja exclusivamente regulado

pelo sistema renina-angiotensina, devendo haver outros componentes n l o bem esclarecidos.

Faca ás duvidas ainda reinantes, julgou-se oportuno colher, em indivíduos normais, dados

esclarecedores quanto á regulação da secrecão de aldosterona a cortisol na dependência da restriçfo a da

sobrecarga alimentam de sódio, ns de estímulos posturais a na da administração da ACTH a

angiotensina I I . Para tanto era mister ensaiar « estabelecer alguns critérios da controla da qualidade de

métodos de dosagem de aldosterona a cortisol plasmáticos por técnicas da redíoimunoemaio.

Esses serio, pots, os diferentes *tp*cto« $ terem estudados nesta trabalho



2 - PROGRAMAÇÃO EXPERIMENTAI

Para alcançar nossa proposição faz-se necessário:

1) ensaia' e estabelecer alguns critérios de controle de qualidade de métodos da dosagem de
aldosterona e cortisol plasmáticos por radk>imunoensak>;

2) determinaçio das variações dos níveis plasmátioos da aldosterona e cortisol em indivíduos
normais submetidos a restriçio a sobrecarga aiimentares de sódio, a estímulos pocturais e
i administração de ACTH e angiotensina I I .

2.1 ~ RadioffviMfioeftseio

Em contraste com o radioimunoensaio de hormônios peptídicos em que técnicas da purif ícaçSo
dt amostras biológicas sao relativamente pouco necessárias, nas de esteróides sempre se dew recorrer ao
menos algum grau de purificação do material, antes do ensaio propriamente dito.

Com efeito, os hormônios esteróides, em virtude da seus níveis plasmáticos baixos, tomam o
sistema da dosagem sensível a interferentes a que se acresce a ausência de anti-soros com especificidade
completa. Em atenção aos propósitos deste trabalho, a remoçio destes inteifeienies é feita por extraçlo
com solventes orgânicos que os Ifeeram das proteínas carreadoras, seguinde-se extração seletiva exaustiva
ou por cromatografia em papal ou em coluna de ceüte ou gel de Sephadex lipofílico111.

Os esteróides sao adsorvidos pelo Sephadex lipofílico com diferentes afinidades devido a vários
efeitos físico-químicos entre os quais a exdusio por peso molecular, interações do gel com funções
químicas do soluto. polaridade da fase móvel, efeito adsortivo a partição18'23'.

Utilizam-se várias técnicas para a obtenção da anti-soros contra esteróides, todas basicamente
empregando técnicas da acoplar astaróidas a proteínas carrearioras como descritas por Erlangar a outros a
revisada por Abraham11'.

A completa especificidade do anti-soro é difícil da ser obtida a a reatividade cruzada ocorre
com outras moléculas de «steróides com estrutura similar i do esteróide utilizado como hapteno.

Parece que o anti-soro possui especificidade principalmente contra radicais específicos do
esteróide distais i porçio fixada I proteína carreadora118'. Isso levou a acoplar proteínas a átom:» de
carbono do núcleo cidopentano-fenantreno numa tentativa da melhorar a especificidade.

Os hormônios astaróidas uma vez acoplados adequadamente è proteína carraadora têm mostrado
ser potencialmente antígtnicos em animais da laboratório, sendo suficiente • imunitacfo repetida com
adjuvante da Freund associado a bacilos do tuberculose'11'36'3". Existe porém, uma considerável
variabilidade no grau da antígenicidade faca a animais da mesma espécie a lota.

0 requisito anencial para um radioimunoansaio sensível é c obtencio da anti-soro qua nag»
com o hormônio com energia da ligação apreciável a constante de afinidade média próxima o#
concantraçfo da substância no maio biológico, ao redor de 10*'mole.litro">, refletlndc-se
essencialmente na queda inicial da curva dose-resposta.

A natureza hidrofóbica da ligsçlo anticorpo-esteróMe tom* suscetível sistemas d»
radfofmunoensaio a substâncias nlo polares. As modificações da resposta analítica, comumente
encontrada na presença de resíduos sect, de solventes ("branco" da solventes) ou de extratos
plasmáticos ("branco" da extratos plasmáticos) pode ser induzida por substancias de origem nfo
«pacificai deixadas pelos próprios solventes ou por molecules lípofílicas coextrefdas dos fluidos
biológicos*18*.



Por fim. uma importante fase «m qualquer imunoensaio é a separação das frações livres e
conjugadas. Há uma variedade de técnicas, e a mais comumente utilizada consiste em um adsorvente
seletivo, carvão ativado recoberto com dextrana, adsorvendo o esterôide livre e deixando a fração ligada
em solução. Por outro lado, a alta velocidade de dissociação, característica dos imunocomplexos de
esteroide, resultando numa mudança rápida da fração de esterôide conjugada em relaçio i forma livre,
faz com que o carvão passe a causar dissociação do esteroide ligado ao anticorpo, atem de poder
adsorver a fração ligada, rompendo o equilíbrio dinâmico estabelecido entre os reagentes e o imu-
nocomplexo'18).

Nesta pesquisa, o uso do carvão recoberto com dextrana em concentrações relativamente baixas,
da ordem de 10:1, e o controle do tempo de contado hormônio-adsorvente, revelaram-se satisfatórios
para uma seoaraçio eficiente do hormônio livre do imunocomplexo.

Para a waliaçio das diferentes fases técnicas da dosagem de aMosterona • cortisol instituíranvse
controles de qualidade que estimam a pureza do traçador e dos reagtntes, a sensibilidade do método, a
precisão interensaio das curvas de. dibraçSo e a reprodutibilidade do ensaio (entre ensaios).

A pureza do facador e dos reagwites foram controladas pelas ligações nèo específicas causadas
por impurezas do traçador e dos próprios solventes ou coextrafdas durante o processamento do plasma
e, ainda, mercê dos valores de "brancos" dos extratos plasmáticos simulados por "brancos" de água
bidostilada.

Avaliou-se a sensibilidade do método a partir do relacionamento da dispersio dos valores de
replicatas do "branco" de água bidestilada com o recuperável porcentual da estimativa da perdas durante
o processamento da água bidestilada e pela fraçio do volume do txtrato utilizado para a determinaçiò
do deslocamento da formação do imunocomplexo.

A precisão inter-ensaio das curvas dose-retposta foi examinada a partir da análise de dispersio
de cada ponto da curva feitas com a mesma partida de anti-soro e mgentes, no decurso da seis meses.

A reprodutibilidade interensaio dos métodos foi avaliada partinde-se da análise de dispersio de
três misturas de plasma de indivíduos normais com concentrações hormonais diferentes, aceitando
coeficientes de variação menor ou igual a 10% (20).

U - F i t M o g i a

Uma vez estabelecidas as condições para o redioímunoensaio de aMostarona e cortisol no
plasma, eles foram aplicados para • elucidação da stcrecfc dos dois esteroides, em indivíduos adultos
normais, perante ingestões variáveis de sódio e constantes da potássio. Avaliaran>se as interferências
agudas determinadas por alterações de postura e por hormônios que estimulam o cortex supra-renal
(ACTH e angiotensina II) fornecidos exogenamente.

3 -MATERIAL E MÉTODOS

Agitador eletromagnético e imff (Megne-Mttic Stirrer, Modelo 15, Arthur H. Thomas Co.,
Filadélfia, Estados Unidos da América).

Balança analítica (Mettler H20T, Zurique,



Bomba de vácuo (Vactorr-S35. Precision Scientific Co., Chicago, Estados Unidos da América).

Evaporador analítico de nitrogênio N-Evap (Orgsnomation Associates Inc. Mass, Estados Unidos
da América).

Frascos de vidro de teor baixo de potássio (Value Vial I I . 161650, Beckman. Estada Unidos da
América).

Minicolunas cromatográficas de vidro com 1,0cm de diâmetro interno a filtro de capilares
(Instituto de Energia Atômica, São Paulo, Brasil).

Papel de filtro de vidro (Whatman GF/A).

Pipetadores semi-automáticos e ponteiras descartáveis (Schwarz/Mann, Nova York. Estados
Unidos da América):

a) "Biopette" de 0,2 ml (0010-19) e adaptador (0010-18) para volumes de 25, 75 a 150 pi e
"Biotips" de 0.2 ml (0010-20).

b) "Biopette" e "Biotips" de 1,0 ml (0010-29 e 0010-30).

Refrigerador (Frigidaire, S3o Paulo, Brasil).

SifSes de vidro de 0,1 ml de capacidade (Siphon 3408-1/2, LKB-Produkter AB, Suécia).

Sistema de detecção com cintilador dotado de espectròmetro e troca automática de amostras
(modelo LS-150, Beckman, Estados Urvdos da América).

Tubos de ensaio da vidro 10 x 75 mm (Vidrolabor, Sío Paulo, Brasil).

Tubos cònicos da vidro com rolha esmerilhada de capacidade 5,0 e 15,0 ml (Quimex, SSo Paulo,
Brasil).

1 2 - Substancias Químicas a Biológicas

12.1 - Reagent***

Acetone PA

Ácido acético glacial - SOIJCJO 0,1 N.

Ácido boríco PA.

AcMo clorídrico fumegante - soluclo 2N.

Ácido tricloroecético PA - soluclo a 10%

Álcool etílico absoluto (Merck).

Álcool meiflteo PA.

Azida «ddlca PA.

(*) df Cario Erba, Marek ou Brter quando • procedência nto é cilada.



Benz<mo PA.

CarvSo Norit "A" (Sigma).

Ciclohexano PA (Merck).

Cloreto de metileno PA (Merck).

Cloreto de sódio PA.

Cromatoplacas da silica gel F J 6 4 (Merck».

Oextrana T-70 (Phfrmacia-Upsalla, Suécia).

Dimetil-POPOP, pureza dntilacio (Sigma) *.

EDTA dissôdk» dihidratado P A " .

EDTA tetrassodico dihidratado PA**.

Éter etílico PA (Merck).

Fosfato de sódio monobásico, monohidratado PA.

Fosfato de sódio dibasico, anidro PA.

Gama globulina, Cohn fração II (Sigma).

Gelatina (Merck).

Hidróxido de sódio PA - soluções de 0.1 N, 0.25N e 1,0N.

PPO, pureza cintilaçiò (Sigma)***.

Sephadex LH-20, lote n91077 (Pharmacia-Upsalla. Suécia).

Tolueno PA.

Triton X-100 PA (Sigma)"" .

32.2 - Anti-tora

12.2.1 - Anti-soro Liofilizado Contra Aldostarona, Obtido da Firma 'Diagnostic Products Corporation",
Califórnia, Estados Unido* da América.

' DHnetll-POPOP - p*l»[2-(4-»n«ll-6-ftAttoxatolUf] beniano. Pico d* fluorncênela mfalma 4 300 A. Pomo de

fiNfe " 231 a 23*°C.

** EOTA m Eitl«f>o-<ll«mino-i«triK«uto.

" * PPO • 2-S-fmiHMMOt. Pko tf» nui*mcênc>Ê nénitr» 3 630 A . Pomo ri* fuato • W a 73nC.

* * • * Triton X-100 * Produto d» condanMçfo te oetU-fenoatpolletoiit-Manol.



3.2.2.2 - Airti-toro Liofilizado para Cortiaol Preparado am CoaUim eontra Conjugado 3-oxima-corti-
tol-toro Afeumina Bovina no Laboratório Fleury S/C Ltd»., Sio Paulo. Brasil, pelo Dr. José
H. Viaita • Dr. Ewaldo Rusw l2 t>

3.2.3 - Hormônios de Referência

0 padrSo de cortisol foi obtido da firma Schwarz/Mann, Nova York. Estados Unidos da
América e o de aldosterona da Ciba Pharmaceutical Co., Nova Jersey, Estados Unidos da América. Na
Tabela I, temos os nomes químicos de hormônios citados neste trabalho de acordo com IUPAC e
IUB1 1 2 ' .

3.2.4 - Hormônios Radioativos

Todos os hormônios marcados com tríck) c carbono-14 foram obtidos de firma New England
Nuclear, Mass., Estados Unidos da América.

312.5 - Casuística

Para os estudos de restrição e sobrecarga de sódio alimentar, mantendoie constante a ingestão
de potássio, foram selecionados seis voluntários adultos normais* cujos característicos biométricos
acham-se na Tabela I I , e que receberam uma dieta basal, constante e pobre em sódio preparada e
padronizada pelo Serviço da NutriçSo e Dietetic» do Hospital das Clínicas da Universidade de S3o Paulo
conforme a Tabela I I I . A dieta basal de arroz foram acrescidos 100 mEq de potássio por dia na forma de
uma solução contendo:

Acetato de potássio 100 g

Citrato de potássio 100 g

Bicarbonato de potássio 100 g

Glicerina 200 ml

Xarope de groselha q.s.p 1 litro

preparada sob a denominação de Triplex pelo Serviço de Fermecotécnici da Farmácia Hospitalar do
Hospital das Clínicas da Universidade de S3o Paulo, sendo cada ml da solução correspondendo a
2.5 mEq de potássio. Antes do uso, para cada lota da soluçSo preparada era determinada a quantidade
de potássio a a dose ajustada em funçlo de sua concentração.

A prova consistiu nas seguintes fases:

I a fase:

Dieta da arroz + 100 mEq de K*.dia~' (1,30 mEq da Na'-dia'')

2? fase:

Dieta de arroz + 120 mEq de Na'-dia'1 + 100 mEq de «'.dia'1

(*) Tendo conheclmtnto prévio do* MpwtoMmoi ót acordo com a D—ltrttlo * • HtMnejMS adorne* pt l i 18?
Autmbiela Medic* Mundial rMH»da «n HfiDnque, Finlândia, «m 1964.



Tabela I

Nomes Químicos de Hormônios Esteróides Citados neste Trabalho

Nome comum

Aldosterona

Corticosterona

Cortisol

Cortisona

Desoxicorticosterona

170-Estradk>l

11-desoxicortisol

17-hidroxi-progesterona

Testosterone

Identificação completa de acordo com as

Comissões da lUPAC'e da I U B " 1 1 2 1

d(+) 18,11-hemiacetal do 110,21-dihidro-
xi-20-oxopregn-4-en-18-al

110,21 -dihidroxi-4pregneno-3,20-diona

110,17a,21-trihidroxi-4-pregneno-3,20-diona

17a,21 -dihidroxi-4-pregneno-3.il,20-triona

21-hidroxi-4-pregneno-3,20-diona (ou seja,
o derivado 11-desoxi da corticosterona)

1,3.5(10)-estratrieno-3.170<iiol

17a,21,dihidroxi-4-pregneno-3,2u-diona

17a-hidroxi-4-pregneno-3,20-diona

170-hkJroxi-4androsten-3-ona

* International Union of Pure and Applied Chemistry.
* * International Union of Biochemistry.

Tabela II

Dados Biométricos dos Indivíduos Normais Estudados como Controls

Paciente

(iniciais)

S.F.N.
F.R.S.
J.P.S.
R.G.O.
Z.P.S.
W.P.S.

Sexo

M
M
M
M
M
M

Idade

(anos)

36
21
40
21
32
19

Peso

(Kg)

59,8
49.1
76,4
66,1
59,6
55,1

Altura

(cm)

163,5
165,0
168,0
167,0
166,6
161,0



CompoJiçfo:

Tabela I I I

Dieta Base de Arroz* e Tabela do Shermann

437,40 g

27,52 g

23,20 g

/ dor calórico total - 2068,48 cal

Na - 32mg ( 1,39 mEq)

Cl - 92mg ( 2,59 mEq)

K - 1313mg (33,66 mEq)

Refeições

Desjejum

e

14 horas

Almoço

a

Jantar

Maranda

Noturna

Alimento

Chi

Açúcar

Maça

Arroz

Tomate

Para

Suco Padrlo

óleo

Chá

Açúcar

Quantidade

em g

200

20

100

20

150

50

100

100

10

200

20

Substituições permitidas

Café

-

Ameixa fresca, abacaxi, figo,

uva, laranja, banana,

pera

-

Substituição proibida

Substituição proibida

Ameixa fresca, abacaxi, figo.

uva, laranja, banana.

maça

Suco da frutas acima

citadas

Algodlo, amendoim, oliva,

milho

Café

-

Nota: A quantidade da alimento nab poda ultrapassar a dettrminada, com exceçfo do

açúcar a mal.

A d lata tf preparada sem sal.

Preparada a padronizada paio Serviço da Nutrição a Dietetic» do Hospital das Clínicas da

Universidade da Sio Paulo.
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3» fase:

Dieta de arroz + 180 mEq de Na .dia'1 + 100 mEq da K d i a 1

Para obtermos dieta de 120 mEq de Na\dia~' e dieta, rica em sal (180 mEq de Na'.dia ' ) ,
foram adicionadas à dieta base de arroz, cápsulas gelatinosas de cloreto de sódio. A quantidade de sódio
em cada estudo foi controlada pela excreção urinaria medida por espectrometria de chama (Flame
Photometer 143, Instrumentation Laboratory Inc., Mass., Estados Unidos da América). Para cada uma
das fases, fizeram-se as provas a seguir discriminadas:

3L2.5.1 - Postura

Foi coletada amostra de sangue às 8h, basal, quando ainda em decúbito, após o repouso do
indivíduo a partir das 22h da noite anterior. Após 4 horas de deambulacao, foi colhida uma segunda
amostra de sangue, as 12h.

12.5.2 - reste do ACTH

(Cortrosina da firma Laboratórios Organon do Brasil Ltda., São Paulo, Brasil). Foi realizado
com o tetracosactfdeo sintético correspondente aos primeiros 24 amino-ácido* (0-1-24-ACTH) do
hormônio corticotrófico humana O hormônio foi administrado por via intramuscular (0,25 mg
dissolvidos em 2ml de solução cloreto de sódio 0,9%) colhendo amostras: Basal IT = O, (8h) I quando
ainda em decúbito, após pelo menos 10 horas de repouso do indivíduo, antes da injeção de ACTH e
80 minutos após a sua administração IT = 60, (9h) i.

32S.3 - Testa de Infusão de Angtotamina I I

(Hypertensin" do Laboratório Ciba). Foi administrada como uma infusio de 5 ng/kilo/minuto
(dote nlo hipertensiva) durante 60 minutos. A infusio foi preparada a partir de uma ampola de 600 ug
de angiotensina II sintética em soro glicosado a E%. Os tempos de colheita de amostras de sangue foram:
Basal lT = 0 (8h) I, imediatamente antes da infusio e a seguir 30 minutos lT=30m, (8h30m) I epos o
seu início e ao término de infusio aos 60 minutos IT«=60m, (9h) L Durante o período da prova
controlaram-se os valores da pressio arterial que nio se modificaram significativamente.

£2.6 - Amostras de Sangue

Logo após a colheita do sangue cm microgota de heparina, o plasma era separado por
centrifugtçfo e conservado a -20°C pelo prazo máximo de seii metes. Ho momento do uso,
descongelavam-se as amostras, centrifugando-», se necessário, para seperar fibrina, e em cada uma das
amostras nwá)tun*» o cortisol e • fldosterona por radíolmunoensaio.

3*3 — Prepereçio e CoMCfvaçlo des SducBet pere Ifiwnoenseio

3.3.1-SofcioSes-Tampab

313.1.1 - Par» Aldonerona

Templo boratc-cloreto de «ódio (pH * 8,010,1)
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Ácido borico PA (H,BO,. PM = 61,84) 6,20 g
Cloreto de sódio PA (NaCI, PM - 58) 8,50 g
EOTA dissódico hidratado PA
(NaiEDTA.2Ha), PM = 372,24) 1,86 g
Azida sódica PA (N i ,N , PM = 65) 0,50 g
Água destilada q.s.p 1000 ml

3.3.1.2 - Para Cortisol

Tampão fosfato-cloreto de sódio (PH = 7,0 + 0,1)

Fosfato monoMsico de sódio, monohidratado
PA (NaH1P04 .H,0, PM = 138) 5,40 g
Fosfato bibásico de sódio anidro PA
(Na,HPO4.H,O, PM = 141,96) 8,60 g
Azida sódica PA (Na,N, PM =65) 0,50 g
Cloreto de sódio PA (NaCI, PM = 58) 8,50 g
Água destilada q.s.p. 1000 ml

Estas soluções foram conservadas a 4°C demonstrando-se utilizáveis por um mês.

33.2 - Suspensões de Carvfo Norit "A" Recoberto com Dtxtrana T-70

3.3.2.1 - Para Cortisol

Carvfo Norit "A" 0,6250 g
Oextrana T-70 0,0626 g
TampeV» fosfato-cloreto da sódio
0,1% de gtma globulina. 100 ml

3.3.2.2 - Para Aldosterona

CarvJò Norit "A" \fl g
Oextrana T-70 0,1 g
Tampão borsto-cloreto de «ódio
0.1% de gelatina 100 ml

Antes do uso, as suspensões de carvlo foram agitadas por um minuto • conservadas a 4°C.
Foram usadas durante um mês.

3.3.3 - Medida de Radioatividade
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Utilizou-se para a contagem de amostras de hormônios marcados com trfcio, o sistema de
detecção para soluções cintiladoras, dotado de espectr&metro e troca automática de amostras (Beckman,
modelo LS-15O). As medições foram feitas em serie, segundo ciclo automático preestabelecido.

Para a preparação da solução cintiiadora, utilizou-se como soluto primário PPO, com pico
máximo de fluorescência em 3 630 A. Para que o comprimento de onda coincidisse com a faixa de
maior sensibilidade da fotomultiplicadora (4000 a 4 500 A) foi adicionado um soluto secundário,
dimetil-POPOP, com pico máximo de fluorescência em 4 180 A.

Para emulsificar soluções de amostras polares, utilizou-se Triton X-100.

13.3.1 - Solução Cintiiadora Estoque

PPO 80 g
Dimetil-POPOP 1 g
Tolueno PA q.s.p 1000 ml

3.3.3.2 - Solução Cintiiadora de Usa

Diluir 50 ml de solução cintiiadora estoque para um volume de 666 ml com tolueno PA e
completar até um litro com Triton X-100. Dez ml desta solução incorporavam de 0,6 a 1,4 ml de fase
aquosa acidificada com 0,1 ml de ácido clorídrico 2N.

3.3.4 - Esterôides Triciados

As especificações da esterótdes triciados foram:

(1,2-*H)-cortisol

Peso molecular = 362,5
Atividade específica = 52 Ci/mmol
Atividade total = 0,25 mCi/025 ml de toluçio benzenostanol (9:1, v/v).
Massa fria total associada «= 0,0017 mo/0,25 mCi.

(1,2-JH)eldoiterona

Peso molecular = 360,4
Atividade específica = 57 Ci/mmol
Atividade total = 0,25 mCi/0,25 ml de solução benzenoatanol (0:1, v/v).
Massa fria total associada = 0,0016 mg/0,25 mCi.

13.4.1 - Sohielo-Estoque de Traçado»*

Evaporando-se de 60pCi (SOjil) do material original até secura em corrente de nitrogênio.
Dissolver em 6 ml de etanol absoluto e conservar a solução a -20°C,
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3.3.4.2 - Estabilidade • Purificação d* AMosterona • Cortisol Radioativos

Como a estabilidade dos esterôides Jtanissores depende primordialmente da auto-radiôlise
provocada durante o armazenamento110', a pureza e a atividade específica dos hormônios triciados
foram examinados antes do uso. O controle da pureza era feita a cada 3 meses, recromatografando os
hormônios radioativos em minicolunas de gel de Sephadex LH-20.

Se a quantidade de impurezas fosse acima do desejado (5% da radioatividade total aplica-
da) no perfil da eluicao cromatográfica, processava-se a purificação em camada delgada para
(1.2-3H)-cortisol(2r e em minicolunas de Sephadex LH-20 para <1,2-JH)-alòosterona(23-2S\

3.3.4.2.1 - Determinação da Puma dos Hormônios Tridado* Através de Coluna da Gel d* Sephadn
LH-20

Tendo em vista a estrutura similar das diversas moléculas de esterôides, utilizou-se para o teste
de pureza a coluna de gel de Sephadex liofílico LH-20, por sua rapidez • simplicidade12329', sendo
adotado como um dos requisitos prévios do ensaio.

Para a separação de 3-oxo-A4-ester6ides, utilizou-se como etuente uma mistura da solventes
(ciclohexanotenzenometanol) que proporcionou uma resolução adequada, obtendo uma recuperação
acima de 95% da atividade total aplicada, no pico correspondente ao hormônio puro.

Técnica.

Uma grama para aktosterona, e 850 mg para cortisol de gel de Sephadex lipof ílíco LH-20 eram
intunvscídos em aproximadamente 5 ml da mistura de solventes, benzeno:metanol (85:15, v/v), durante
12 a 16 horas. A seguir, foram "empacotados" em minicolunas de vidro de 1,0 cm de diâmetro interno,
sendo o gel retido por filtro de capilares de vidro recoberto com disco de papel Whatman GF/A.
Colocou-se outro disco na superfície do gel para evitar sua dispersão.

A coluna de Sephadex era inicialmente lavada com 300 a 400 ml da mistura de
benzeno:metanol (85:15, v/v) para eliminar as impurezas do gel e a seguir lavada com 100 ml do sistema
d» eluiçSo, ciclohexanofcenzenocmetanol na proporção de 70:40:10, v/v/v, fluxo de 1,0 ml.min"1 para
aWosterona e de 60:40:10, v/v/v, fluxo de 0,5 ml.mirT1 para o cortisol.

Aplicou-se uma atividade correspondente a 4 000 ± 500 cpm para 0,2 ml do solvente empregado
na eluíçJo do wteroide marcado a ser testado, à coluna para a verificação de pureza. Quando o
hormônio era puro, obtinha-se uma recuperação acima de 95% da radioatividade total aplicada, no pico
correspondente ao hormônio pura

Se impuro, processava-se a purificação. 0 cortisol triciado era purificado por cromatografia em
camada delgada como já descrito anteriormente121'.

Para a aldosterona, cerca de bnO de esterôide triciado eram evaporados até secura em corrente
de nitrogênio. Dissolviam-se em 0,2 ml do eluente e aplicava-se no topo da coluna de Sephadex.
Selecionavam-se as frações correspondentes ao hormônio puro, através do perfil crometografico. As
frações correspondentes ao pico eram misturadas e evaporadas até secura e retomada! em eteool
absoluto, para o ensaio.

3.3.4.2.2 - Determinação da Atividade Específica e Preparo do Eiteróide Radioativo para o Radio-
imunoensaio
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Determinaram-se as atividades específicas do (1,2-'H)-cortisol e de (1,2-'H) aldosterona por
radioimunoensaio. utilizando o princípio de autodeslocamento, isto é, celculando-se a quantidade do
hormônio marcado necessária para causar uma queda da fração ligada ao anti-soro, na ausência do
hormônio frio, numa curva de referência' .

Fazia-se uma curva habitual. Em seauida, adicionavam-se a quadruplicates do tubo de massa
igual a zero (sem hormônio da curva padrão, atividade correspondente a 1,5 a 2 vezes a empregada
comumente e os demais reagentes. Ao fazer-se a adição de hormônio marcado estava-se acrescentando a
massa fria nos tubos.

A diferença entre o ponto 0 da curva-padrão convencional e o ponto 0 do ensaio enriquecido
em atividade, lida na abeis» da curva-padrão, fornecerá a massa do hormônio da amostra enriquecida, o
que permite o cálculo da atividade específica.

Apôs a verificação da pureza e da atividade específica preparou-se a solução para
radioimunoensaio, transferindo-se cerca de 0,1 nC\ a um frasco de contagem. Evaporou-se até secura, em
corrente de nitrogênio. Adicionaram-se 10 ml de tampão e agitou-se até dissolução completa em
"Vortex", deixando por uma hora à temperatura ambiente para atingir o equilíbrio.

Para a determinação de estimativas de perdas durante o processamento de plasma empregando-se
1000±200cpm para 10/ul de tampão para cortisol e 1000± 200 cpm para SOftl de tampão para
aldosterona e no ensaio propriamente dito, utilizou-se uma atividade correspondent» a cerca de 50 pg de
massa do esteróide triciado para 100/il de tampão correspondente a cada um dos hormônios.

3.3.5 - Anti-Soros

Dado o tempo prolongado que exige um programa de imunização para a obtenção de anti-soros
adequados, utilizou-se para o desenvolvimento deste trabalho, um anti-soro contra cortisol produzido em
coelhos com a injeefo de um conjugado de cortisol-3-oxima-soro albumira bovina1281. 0 coeficiente de
afinidade média foi da 0,9x 10~* Mole''.litro a 4°C e especificidade medida em função da reecJo
cruzada a 60% de deslocamento do (1,2-3H)-cortisol foi de:

Cortisol 100 %
Cortisona 26 %
11-desoxicortisol 14 %
Corticosterona 3 %
Desoxicorticosterona 0,4%
17-OH-Progerterona < 0,1%
Progesterone < 0,1%
Aldosterona < 0,1%
Testosterone < 0,1%
17-0-Estradiol < 0,1%

O anti-soro contra aldosterona foi obtido da firma "Diagnostic Products Corporation",
Califórnia, Estados Unidos da América e as porcentagens da reatividade cruzada medida a 50% de
deslocamento de (1,2-3H)-aldosterona foram:
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Aldosttrona 100 %
Corti$ona 10"2%
Corticosterona 10"4%
Dcsoxicorticosterona 10"4%
Cortisol 10'*%
Testosterona ; . . 10'*%
Progesterona 10"5%
17 0Estradiol 10"5%

A título dos anti-soros foi padronizado da modo a dar 50% de imunorreatividade com cerca de
!i0 pg de massa do hormônio triciado, quando o volume total de incubaçao utilizado era 0,9 ml para
.«rtisol13-161 e 1,2 ml para aldosterona117-19-25-26'27».

Os anti-soros diluídos foram conservados a 4°C, demonstrando-se utilizáveis por um mês, como
verificado previamente.

3.3.6 - Hormônios de Referência

A pureza dos hormônios de referência deve ser levada em consideração, uma vez que o
resultado da reação depende somente da reatividade irminoqufmica dos reagentes puros, de acordo com a
lei da ação das massas'4'13'.

A partir das sokioSes-estoque de 1 mg de cortisol para 1 ml de etanol a 1 mg de aldosterona
para 1 ml de etanol, prepararam-se soluções de 100 ng de hormônio para 1 ml de tampão. A partir destas
soluções fizeram-se as diluições em série que foram utilizadas para as curvas dose-resposta, nos
• Kfioimunoensaios, de conformidade com a Tabela IV.

Tabela IV

Preparo das Soluçôes-Padrào para o Radioimunoensaio
de Cortisol e Aldosterona

Solução

A
e
c
0

. E
F
G
H

Alíquota

(Xml)

0,1 da soiucfo 100 ng,ml''
0,5 da solução A
0,5 da solução B
0,4 di solução C
0,5 d» soiucfo D
0,5 di solução E
0,4 da soiucfo F
0,5 da soiucfo G

Tampão

<Yml)

0,9
0,5
0.5
0.6
0,5
0,5
0,6
0,5

Concentração Final
<X + Y)

pgmi"1

10000
5000
2500
1000

600
250
100
50

3,4-Técnica a Seqüência Operacional 4a Dosagem de Cortisol a Aldostarona Plasmitícoa para
Radioimunoensaio

Todas as análises foram efetuadas em duplicata, tomando-se como resultado a média aritmética
das duas dosagem a actitando-se as somente que nSo difeiissesn em mais de 10%.
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&4.1 - Preparação da Amostrai da Plasma

Logo apôs a colhaita do sangue em microgota de heparina. o plasma era separado por
centrifugaçio e conservado a -20°C No momento do uso, descongelavam-se as amostras,
centrifugando-», se necessário, para separar fibrina.

Com as amostras de plasma aram sempre quantificadas três misturas de plasma da indivíduos
normais ("carrying-over") com níveis baixo, médio e alto de conteúdo hormonal, e quatro testemunhas
("brancos") de água bidestilada, sendo que duas serviriam para avaliação da sensibilidade do método'21 e
as demais para controle de pureza dos reagentes'1 .

3.4.1.1 - Cortisol

O método foi adaptado para 100 pi de plasma cujos est*r6ides eram extraídos com 400 pi da
etanol absoluto a 4°C em agitação em "Vortex" por 60 segundos. Para o ensaio, utilizaram-se 5 pi d*
extrato etanólko, pipetados diretamente em 600 pi de tampio.

Para a determinação de perdas durante o processo de plasma, utilizou-se um padrio interno de
(1,2-3H)-cortisol, em quantidades suficientemente reduzida, para nao interferir na fase da
imunocompetiefo.

A Figura 1 representa, esquematicamente, a preparação de plasma para a quantificação de
cortisol plasmática

3.4.1.2 - Aldosterona

O método foi adaptado para 2 ml de plasma cujos esteróides eram extraídos exaustivamente
com 3 ml (2 ml + 1 ml) de etanol absoluto a 4°C. A extracio era feita por agitação em "Vortex" por
60 segundos. A seguir, precipitavam-se as proteínas sérkas do extrato etanóico com 0,5 ml da Ácido
tricloroecético a 10% a processava-se a extracio seletiva com cloreto de metileno a 4°C. A fase aquosa
(camada superior) era desprezada por aspiraçSo em vácuo. Alcalinizava-s* a seguir o extrato de cloreto de
metileno com soda 0,1 N para eliminar traços de impurezas carreadas duram* a extracio e lavava-se a
seguir com tampio.

O extrato lavado era evaporado em corrente de nitrogênio em banho de égua a 40°C
Dissolve-se o extrato saco com 0,1 ml da tampio. Utilizavam-** 200 pi para o ensaio a 200 pi para a
estimativa de perdas durante o processamento de plasma.

A Figura 2 representa, esquematicemente, a seqüência da preparação de plasma para a
mensuraçfo d* aldosterona.

3.4.2 - Radíoimunosmeío

O ensaio propriamente dito foi realizado conforme Tabela V para o cortisol e Tabela VI para
aldosterona.

3.4.3 — Separação do Hormônio Lhrre do Ligado ao Anticorpo

Terminado o período de incubeçlo, para o equilíbrio da reação antígeno-antícorpo, adicionava' se
a cada tubo uma suspensão d* carvio com o pipetador semi-automético. Ouram* a pipetagem, a homogenci-
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100 ul Plasma + 750-1 000 cpn (1,2- H)-cortiaol en lOyl

deixar equilibrar a temperatura

ambiente durante 2 h

Extrair con 400 yl de etanol absoluto a 4 C*

Sobrenadante

200 |il para fraaco de contagem

(para determinação de recupera*

çio)

5 ul para tubo da enaaio com

500 lil de tampão (em duplica

ta)

* Agitar em "Vortex" por 60 segundos e centrifugar a 1 OOOg durante

3 minutos.

Flevre 1 - Raprestntaçfo Mquamttiea da praparaçfo da piam» para radioimunosmaio á» oortitol
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2 ai riam* * 750-1 000 cpa U,2-3H)-aldoetarona • • 50 vi
de taapao

deixar equilibrar a temperatura aabiente
dur.w.í 2 h

Extrair coai 2 ai de atanol abeolut» • 4 C*

I '
I

Precipitado

I
Extrair COB 1 «1 da atanol abaoluto

a *°C*

Sobrenadante (1) Sobrenadante (2) Precipitado

Adicionar 0,5 ai de TCA 10Z

4
Agitar

I
Adicionar 6 ai CH.C1 •

4
Separar a faae aquoea do extrato CH.C12 por aapirac.â*o a s vícuo

I
Extrato de CHjCl

Extrato da

2) 1 ai taapio borato*

lavado

1) evaporar atá aecura aa banho (40 C aob cdrranta

da N2)

2) adicionar 1 •! da taapão souto*

v l
200 Ml para íraaco da conta* 200 pi para tubo da anaalo (es dupll-
ge« (para dataralnacão da cata)
recuperarão)

Agitar aa> "Vortax" por 60 aagundoa a centrifugar a 1 000 g durante
3 minutoa.

RaprMantaeloai«iamMlcadapraparaçlòdaplaamapararadleimunoafwato
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Tabela V

Protocolo para o Radioimunoensaio da Cortiwl

Tampfo Padrio ou extrato Traçador'

da amostra*

(ml) in) (ml)

Anti-soro* *

(ml)

Carvío*

(ml)

Radioatívidada total

Controla do traçador

"Zero" da curva

Padrões da "A" a "G

Extratos plasmaticos

Controla dos reegentet

Controla da sensibilidade

("branco")

0,8

0.6

0.5

0.4

0,6

0.6

0.5

_

-

-

100

5

5

5

0.1

0,1

0,1

0,1

0,1

0.1

0,1

_

-

0.1

0,1

0,1

-

0,1

_

0,2

0,2

0,2

0,2.

0,2

0,2

Agitar am "Vortex" vigorosamente.

Incubar por 16 a 20 horas a 4°C.

'Incubar" por 10 min am banho da galo, cantrifugar a 2 000p durante 20 min a separar o sobrenadante,

* Vida Tabela IV.

' * Extrato da água bidestilada.



Tabela VI

Protocolo para o Radioimunoantaio da Aldottarona

Agitar am "Vortax" vigorosimanta

Incubar por 30 mta» a tamparatura ambianta, a a laguir por 25 min am banho da galo.

* "Incubar" por 10 min am banho da galo, cantrtfugar a 2000g duranta 20 min a «parar o lobranadanta.

** Vida Tabato IV.

' * * Extrato da água bidartilada.

Tubo

Radioatiwidadt total

Controla do traçador

"Zaro" da curva

Padrõw da "B" a "H *

Extrato» plaamáticoa

Controla da «raibilidada

(branco")

Tamplo

(ml)

1,10

0,60

0,50

0,40

0.30

0.40

0.30

Padrfo ou axtrato

da amostra*

W

_

-

-

100

200

200

200

Traçador*

(ml)

0,1

0,1

0,1

0.1

0,1

0,1

0,1

Anti-«oro**

(ml)

—

-

0,1

0,1

0,1

-

0,1

Carvlo"*

(ml)

—

0,5

0.6

0.6

0,5

0,5

0.5
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dade da suspensão era mantida po. agitação eletromagnética. Após a agitação, cada tubo era "incuba
do", por 10 min, em banho de gelo ( 0 -4 °C ) .

Após esse tempo, os tubos eram centrifugados a 2 000 g, durante 20 min a 4°C: o sobrenadante
era transferido para un. frasco de cintilação e o precipitado, contendo camão ligado ao hormônio livre,
era desprezada Adicionavam-se 10 ml de solução cintiladora ao frasco de cintilaçãb e após a
homogeneização do conteúdo, determinava-se sua atividade no detector de cintilaçio líquido. O tempo
de medição era prolongado o suficiente para o acúmulo de 10 000 contagens para garantir o erro
porcentual devido à aleatoriedade da desintegração radioativa, inferior a 2%.

3.4.4 - Calculo e Correção de Resultados

A atividade do sobrenadante (padrões e amostras de plasma) medida no detector da cintilaçio
líquido representa a fração do hormônio radiomarcado, complexada ao anticorpo, que nfo sofreu
deslocamento pelo esterôide introduzido no sistema.

Hi vários modelos teóricos estabelecidos para expressar a curva dose-resposta . Para a
facilidade de manuseio e controle de qualidade em condições de rotina, adotou-se a projeção da curva de
calibração em escala semilogarítmica.

A concentração hormonal no tubo de reação (pg/tubo) ora determinada pela imerpolacao direta
da razão porcentual da atividade correspondente a cada tubo da reação em reíaçab a atividade do tubo
de massa zero (%B/BO) observada na alíquota da fase líquida, em comparação as obtidas a partir das
soluções-padrão.

A leitura direta da curva permitiu um intervalo de medida 10 a 500 pg de cortisol/tubo e 5 a
250 pg de aldosterona/tubo. Corrigindo o resultado palas perdas durante o processamento do plasma
(recuperação), pela alíquota utilizada do extrato e peto volume inicial do plasma empregado na
quantificação do esterôide, pode-se obter uma concentração final de até 80 jig de cortisol Xd l * 1 de
plasma e 650 pg de aldosterona.mr1 de plasma (65 ng da aldosterona.dr1).

3L5 - Avaliação das Diferentes Fases dos Métodos de Dosavam de AMostarana a Cortisol Plasmáticos por

Para a avaliação das diferentes fases técnicas instituíram-se controles da qualidade que estimam
a pureza do traçador e dos reagentts, a sensibilidade do método, a precisão interensaio das curvas-pedrio
o a reprodutibilidade do ensaio (entre ensaios).

3J6.1 - Pureza do Traçador e doe Rcagentas

Foi estimada a partir da proporção de ligações neo específicas cauudas por impurezas do
traçador e dos próprios solventes ou por eles extraídas no decorrer do processamento do plasma e,
ainda, mere* dos valores de' "brancos" dos extratos plasmáticos.

As ligações nfo específicas por impurezas vacations a dos reagtntes foram apreciadas,
separadamente, pela alteração da edsorçab do traçador ao carvlo. Se a atividade remanescente for
superior a 10% da radioatividade total, traçador ou reegentes devem mt purificados ou substituídos. O
limite de eceiteçfo para estes controles foi fixado arbitrariamente em 5%.

Quanto aos "brancos" dos extratos plasméticot, foram eles simulados por "brancos" da água
bidestilada o avaliados pelo deslocamento d* formação de imunocomplexo, e forem menores do que o
primeiro ponto da curva resposta.



22

1 5 . 2 - Sensibilidade do Método

Foi estimada a partir do relacionamento da dispersão dos resultados de replicam (2a) do

"branco" de água bidestilada com o recuperável porcentual da estimativa de perdas durante o

processame..:o da água bidestilada (R) e pela fração do volume do extrato utilizado para a determinação

do deslocamento da formação do imunocomplexo ( F r

2a
Sensibilidade = . 100

R . F

Obviamente, a sensibilidade será tanto menor quanto menor for o desvio-padrâo da média das

replicata» a quanto maior for o produto R.F., que dependerá da eficiência da extração e da magnitude

da fração do extrato utilizado no ensaio.

3.5.3 - Precisão Interantaio das Curvas Dosa-Resposta

Foi avaliada a partir da dispersão dos valores correspondentes a cada um dos pontos de

10 curvas de cortisol e 4 de aldosterona, utilizando a mesma partida de anti-soros a reagentes

1 5 . 4 - Reprodutibilidade Interansaio dot Métodos

Foi controlada por meio da análise de dispersão de três misturas de plasmas de indivíduos

normais com concentrações hormonais diferentes (baixa, média e alta), aceitando coeficientes de variação

menor ou igual a 10% l 2 0 > .

3.6 - Avaliação dos Níveis da Aldosterona a Cortisol Platmáticot para at Dhars» Situaçfat Experimen-

tais Programadas para o Estudo: Postura, ACTH, Angiotansina I I • Dietas Diferentes

Os níveis de cortisol e aldosterona plasmáticos foram avaliados a partir da análise de dispersão

dos dados referentes a prova de estímulos posturais a na da administração de cortrosina em cada uma

das dietas programadas com o objetivo de ter uma idéia da distribuição dos dados obtidos.

Inicialmente, foi feito um teste da igualdade das variflneias (teste de Bartllet) por meio da

distribuição de X 1 . Como as variincias resultaram ser diferentes, fez-se uma transformação nos dados

(In y) para estabilizá-las.

A seguir, foram examinadas as seguintes hipóteses por meio de uma análise de variancia
(distribuição F):

3.6.1 - Aldostarona

Foi testada a igualdade em termos de aldosterona nos valores obtidos entra as provas de
estímulos posturais e de cortrosina a entre as três dietas nas situações experimentais programadas.

Hipôtev 1 : Igualdade em termos de aldosterona nas situtaçdes experimentais de estímulos posturais (A,)

e da administração da ACTH ( A ( | ) .

H o • A, = A , , = 0
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Hipótese 2: Igualdade em termo* de aldosterona entre as três diet*.

(B,, B2 e B3) para cada condição experimental ou seja postura (I) e cortrosina (II):

Ho:B,,(l) = Bj(l) = B3(I) = O, isto é, igualdade em termos de aldosterona e entre as três
dietas nas provas de postura e

Ho:B1(ll) = B2(ll) = B 3 ( l l )=0, isto é, igualdade em termos de aldosterona entre as tr«s
dietas nos testes de administração de ACTH.

3.6.2-Cortisol

16.2.1 - foi testada igualdade em termos de cortisol entre as três dietas programadas.

H_:Ai = A2 = A3 = 0 , sendo:

A , : Dieta de arroz + 100 mEq K*.dia~'

A 2 : Dieta de arroz + 120 mEq Na*.dia~' + 100 mEq K*.dia~'.

A 3 : Dieta de ano2 + 180 mEq Na*.dia~' + 100 mEq K\dia*'.

3.6.2.2 - foi testada igualdade em termos de cortisol nos valores basais entre postura e cortrosina e entre
três dietas nas situações experimentais programadas.

Hipótese 1: igualdade em termos de cortisol nas situações experimentais da estímulos posturais (A,) e da
administração da ACTH (A,,).

H0:A, = A,, - 0

Hipótese 2: igualdade entre termos de cortisol entre ai três dietas

(B,, B2 e B3) para condiçio experimental ou seja postura (I) e cortrosina (III):

HQ: B,!!) • B2(l) =0, isto é, igualdade em termos da cortisol entre as três dietas nas provai
de postura e

Ho: B, ( l l ) -B 3 ( l l ) = B3(ll) = 0, isto é, igualdade em termos de cortisol entre as três dieta*
nos testes de administração de ACTH.

Nos casos cm que houve a rejeiçlo da hipótese 2, fez-se uma particfo de soma de
quadrados (SQ) em duas somas da quadrados da forma SOB, para verificar te a diferença esta na postura
ou na cortrosina. Not casos em que a hipótese de igualdade em termos d* cortisol entre es três dietas foi
rejeitada, foram testados contrastes para localizar a diferença, a partir da construçlo da um intervalo de
confiança para o contraste de interesse, baseado na distribuição "t" de Student.
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Quanto ao testa de infusSo dt angiotensina II nio foi feita uma avaliação estatística do*
multados obtidos mas somente uma apreciação a partir dos nfveis médios de concentrações hormonais e
correspondentes desvios-pedrSo e desvios da média em virtude de haverem sido estudados apenas três
pacientes (S.F.N., W.P.S. e J.P.S.) nas dietas de arroz acrescidos de 120 e 180 mEq da Na*4ia~* com 100
mEq de K*.dia"'. Na condição de restrição de Na*, os dados obtidos de dois pacientes (S.F.N. e
W.P.S.) toram submetidos apenas aos estudos de incrementos, absoluto a relativo aos basais para
aldosterona e decremented absoluto e relativo aos basais para o cortisol.

4-RESULTADOS

4.1 - Controla de Qualidade dos Hormônios Mareados com Trick» Utilizados Neste Estudo

4.1.1 - Medida da Atividade Especifica

As atividades específicas do <1.2-JH)-corti«ol e (1,2-3H)-aldosterona foram medida» pela técnica
de auto-desiocamento descrita.

Sabendo-se que o título do anti-soro foi fixado para um deslocamento de 50% e de que se
adicionaram 50 pg de hormônio marcado, poder-se-á determinar a atividade específica do material
empregadoi

4.1.2 - Purificação da Esteroides Marcados

4.1.2.1 - Cromatografia am Minicohina da Saphadex Lipofflteo LH-20.

Às Figuras 3 a 4 mostram a separação das frações de aldostarona a cortisol nio danificadas, dos
demais esttrãides com polaridades diferentes.

41.2.2 - Cromatografia em Camada Delgada com Silica Gol F3 B 4

Para a purificação do cortisol utilizou-se, preferencialmente, a cromatografia am camada delgada
da silica gel F3 5 4

< 2 1 > , am virtude da cromatografia de Saphadex apresentar adsorçlo mais firma devido
a presença da duas hidroxilas na molécula, o que datarmina espalhamento maior como se pode observar
nas Figuras 3 a 4.

4 2 - Curva Dote-Rasposta para o Radioiiminoansaio da Aldostarona e Cortisol Plasméticos

A FiguraS raproduz a curva-padrlo média da 10 ensaios realizados am sei* matas para
dosesmento da cortisol. Para cada ponto da curva está registrado o valor do detvio-padrfo. Para
conwnMncia grafica utilizou-se uma escala linear para os valores percentuais da B/Bo a logarftmica para
as massas da cortisol. A curva revelou-se utilizável para fins práticos, entre massas da 10 a 500 pg.

A Figura 6 representa a curva-padrlo média da 4 ensaios para a aldostarona am liitema

ortogonal análogo ao da Figura 6. A dosagem da aldostarona revelou-se útil entra os limitas da 6 a

260 P»
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C*m • « •

10

Ciclohexano: benzeno:metanol

(«0 40 10)

" c
»M • "c

3 14
ldosterona H + Corticosterona C

Aldostefona H

14rticosterona C

Cortisol 14C

•« I» « U 1» •• 10 I I t t tS «•

F ÍQ I "R3 - Padrão de eluição de (1,2-3H)-aldosterona, C-14-corticosterona e C-14-cortisol em mini-
coluna cromatográfica de Sephadex LH-20.

Corticostero
na-

Ciclohexano:benzeno:metanul

(n>: «e: to)

»M
H6

Aldosterona- H • Corticosterona C

7H impureza
C impureza

Figura4 - Padrío (to eluicfo de (I^^HI-aldosterona, C-14-cortícosterona e C-14-cortiwl

coluna cromatoflfáfica de Sephadex LH-20.

em mini-
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to-

I - (T - o, n - 10)

B • cpm fixadas ao anti-soro na presença

de cortisol não marcado.

B - cpm fixadas ao anti-soro na ausência

do cortisol não marcado.

Título final do anti-soro - 1: 14 000

quantidade do traçador • 4 000cpm/0,1 ml

4 000cpm-50 pg

Tempo de incubação • 16-20 horas a 4°C.
-9Coeficiente de afinidade media-0,9x10

litro.mor1 a 4°C.

IO

pg cortisol.tubo-1

FiguraS - Curva-padrfò para o radioimunoaniaio da cortiwl plaimático. Projsçfo wmilogarftmica dn
ralacòn antre contagem por minuto (cpm) do cortiiol marcado fixado ao anti-wro na pr«-
Mnça a miténda do hormônio nfo marcado.
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IO

(X - o, n ••• 4)

B * cpm fixadas ao anti-soro na presença

de aldosterona nao marcada.

- . • • • ^

B " cpm fixadas ao anti-soro na ausência

de aldosterona não marcada.

Título final do anti-soro - 1:12 000.

Quantidade do traçador • 4 000 cpm/0,lml
4 000 cpm * 50 pg

Tempo de incubação » 30min ã temperatura

ambiente.

l
25min a 4°C

te so 100 tSO

pg «1dosterona.tubo

900

-1

Figura 6 - Curva-padrfo para o radioímunoennio da aldottarona plasmática. Proiaçio tamilogarftmi-
ea dai ralaçoat antra eontagani por minuto (cpm) da aldottarona marcada fl' ada ao antl-
toro na pratanca a auténcia do hormônio nfo-marcado.
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4.3 - Sensibilidade do Método da AMostarona • Cortisol

A sensibilidade do método avaliada através da equação:

2o
Sensibilidade = x 100

R . F

sendo

o = desvio-padrlo das replicas da "branco" da égua bidestilada.

R = porcentagem da atividade recuperada em relaçlo i total introduzida na fase da
processamento de amostra de plasma.

F = fração do volume do extrato utilizado no ensaio foi de (5,2± 1,3) pg para dez ensaios
de cortisol e (7,3 ± 3,1) pg para quatro de aldosterona.

4.4 - Reprodutibilidade Intarensaio da Cortisol a AMostarona Platmaticos

Nas Tabelas VII e VIII estlo reunidos os resultados médios, os correspondentes desvios-padrio e
os intervalos de confiança para p = 0,05 das determinações de cortisol e aldosterona realizadas no
intervalo de seis meses em três misturas de plasmas de indivíduos normais com três níveis médios de
concentração hormonal.

4.5 - Determinações de Cortisol P'asmeticos por Radioímunoansaio • por Técnica da Competição i
Proteína Transportadora (Traracortina)

Na Tabela IX encontram-se os resultados das dosagens de cortisol plasmitico em dois indivíduos
normais (R.G.O. t F.R.S.) determinados por radioimunoensaio a por técnica da competiçlo I proteína
transportadora (plasma obtido de indivíduos com insuficiência supra-renal priméría ou fecundaria). A
diferença entra as médias respectivas (12,6215,62pg-dl'1 e 8,76±3,63m.ú\~ l) resultou em uma
superestimaçlo da 30,11% nos dados obtidos por competiçlo, significativa ao nível d« p <0 ,01 .

4.6 - Estudos Fisiológicos

46.1 - Observações Panadas nos Indivíduos Normais: Efeito da Potttir»

4.6.1.1 - Dieta 6» A r m + 100 mEq K^disT1 (Tabela X)

A concentraçiò da aldosterona plasmática em nível basal, na restrição alimentar da sal, partiu
da um valor médio 44,64 ng.dl"' e se elevou, apôs deambulacao para 86,65 ng.dl'1 ou seja incrementos
absoluto a porcentual médios da 41,01 ngdl"1 e 98,40, respectivamente.

O nível basal da cortisol plasmético, na mesma condição experimental, sofrnu um decréscimo
médio de 9,78jig.dl~' para 7,34«•<""' correspondent» a uma queda de 2,42pg.dl'' a relativa «o basal
da 25 ,32*

4.6.1.2 - Dieta d» Arroz • 120 mEq N a ^ i a ' 1 + 100 mEq K'.dia"1 (Tabela XI)

O valor basal médio da aldosterona plasmética, com dieta da arroz acrescida da 120 mEq
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Tabela VII

Analise da Reprodutibilidade Interensaio de Determinações de Cortisol
Efetuadas em Três Misturas de Plasma ("Pools") cem Concentrações

Hormonais Baixa, Média, Alta, Respectivamente em pg.dr'

Ensaio
N?

1
2
3
4
5
6
7

X
s

«X
%cv

± t 0 ^ ) 6 -
± * 0 , 0 6 í

X = média; s
ç4b;X±t005

= intervalo de

"Pool"
baixo

4,10
3.20
3,96
3,38
3,68
3,80
3.95

3.72
0,33
0.12
8.84

s ±0,81
>X ±0,29

= desvío-padrffo; t£ = desvio da

. s = intervalo de confiança para

"Pool"
médio

7,47
6,79
6.35
6,93
6,18
6,80
6,08

6,66
0,49
0,18
7,33

±1.20
±0,44

média; CV = coefic

valores individuais;

confiança da média de cada amostra. <

"Pool"
alto I

14,41 /
15,54 "
14,32 ,
16.70 /
15,71
13.60
14.1f>

14/8
r,86
0,32

f 2.11
}• 0.78

tte de varia-

± t 0 ^ B - * x

Tabela VI I I

Análise da Reprodutibilidade Interensaio de Determinações de AMostarona
Efetuada em Três Misturas de Pasma ("Pools") com Concentrações

Hormonais Baixa, Média, Alta, Respectivamente em nf,' >Jl"'

Ensaio
N?

1
2
3
4
5

X
s

KCV

^ O . O S »

"Pool"
baixo

7,53
7,54
8,23
8,55
7,90

7,95
0,44
0,20
6,67

±1,22
±0,56

"Pod"
médio

15,16
16,78
13,62
13,02
14,30

14,58
1,48
0,66
9,99

± 4,06
± 1,81

c

• "Pod"
' alto

, 26,58
24,25

í 25,26
28,81
27,36

26,45
1.78
0,79
8,73

± 4,95
± 2,20

X - média; s > desvio-padrlo; s j = desvio da média; CV » coeficiente da varia-

cio; X ± tg^ j j . i *> Intervalo da confiança para valoras índivkfuaís; X ± ^ 0 B . s j
m Intervalo ú$ confiança da média da cada amostra.



Tabela IX

Determinação de Cortisol Plasmitioo por Radioimunoensaio e por Técnica de Competição á Proteína Transportadora (CBG), nas Diversas
Situações Experimentais Programadas para os Estudos: Postura, A C T H e Dietas Diferentes, nos Pacientes R . G . O, e F . R . S .

Dieta 1 - Dieta de Arroz + 100mEq K * . d i a ~ ' ;
Dieta 2 - Dieta de Arroz + 120 mEq N a * . dia" ' + 100 meq K * . d i a ~ ' ;
Dieta 3 - Dieta de Arroz + 180 mEq N a * . dia" 1 + 100 meq K * . d i a ' 1 .

Paciente

R. G. O.

F.R.S.

R. G. O.

Postura

Deitado

De pé

Deitado

De pé

Co rt rotina

8h (basal)

Dieta

CPB*

9,89

10,30

12,55

13,55

8,08

1

R I E "

9,52

6,32

8,83

6,86

7,32

Dieta

CEP*

9,82

8,67

8,75

9,75

8,18

2

R I E "

9,90

7,32

8,49

6,1 P

5,44

Dieta

CPB*

7,34

5,99

9,55

9,72

6,69

3 !

RIE**

6,69

6,17

4,95

3,26

6,62

9h 18,79 17,89 14,82 11,98 15,03 15,44

F. R. S.
8h (basal)

9h

12,38

25,50

9,02

13,28

14,23

24,41

5,70

13,18

11,48

24.93

6,66

13,10

CPB = técnica de competição a proteína transportadora (CBG) (21). X ± » = 12,52 ± 5,62, N = 24
' radioimunoensaio. X i s = 8,75 ± 3,63; N = 24.
105 23 = 5 > 8 8 ' d i f e r e n c a <*t m*dia significativa para p < 0,01.



Tabela X

S. F. N.

F. R. S.

J.P.S.

R.G.O.

Z.P.S.

WPS.

X

s

*x

Efeito da Postura

Normais

AkJosteroni

Postura

Deitado

48.62

55.25

21.26

33.13

69.03

40.56

44,64

16.85

8.88

Da pi

113.56

89,55

42.59

75.59

106.85

85.78

85.65

25.29

10,32

sobre os Níveis de

<N=6>, Mantidos <

am n^dl

Incramanto

&

64.94

34,30

21.33

42,46

37.82

45.22

41,01

14,39

5.87

Aldoiterona

im Dieta de

Incramanto

relativo

to

133,57

62,08

100.33

128.16

54.79

111.49

98,40

33,22

13,56

a Cortisol Plasmiticos, em Indivíduos

Arrot • 100 mEoj

Postura

Deitado

9.41

8.38

11.62

9,52

9,05

10,15

9,76

1.02

0.41

K*.dta"!

Cortisol

Da pé

5.41

6,86

10.18

6.32

6,98

8.30

7.34

1,68

0,69

em W)dl"'

Decr emento

7

4,00

1.97

1.44

3,20

2,07

1.85

2,42

0,97

0,40

Decr emento

relativo

7*

42,50

22,31

12,39

33,61

22,87

18,22

25,32

10,92

4,46

X = média: s » dasvio-padrlo; s j > desvio da média.
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Tabela XI

Eftito d» Postura sobra os Níveis da AMosterona a Cortisol Plasmiticos, am Indivíduo» Normais

(N = 6). Mantidos am Oiata da Arros + 120 mEq Na* .dia"1 + 100 mEq K* . d i a 1

Pacianta

S.F. N.

F. R. S.

J. P. S.

R. G. O.

2.P.S.

W.P.S.

_
X

s

«x
1

Postura

Deitado

7,00

7.06

8.66

S.74

7.81

7.80

7.35

0.99

0,40

Aldostarona am ng.dl'1

Da pé

20.37

13.19

16.28

15.15

16,26

17,53

16.48

2.41

0.98

Incramanto

A

13.37

6,03

7,62

9.41

8.41

9,83

7.45

2.41

0,99

Incramanto

relativo

A%

191.00

85,41

87.99

163.94

108,19

126,03

127,09

42,58

17,38

Postura

Deitado

8,26

8,49

13,40

9,90

10,71

10,32

10,18

1,86

0,76

Cortisol

De pé

4,72

6,16

6,39

7,32

7,97

8,45

6.84

1.36

0,56

am Wi-dl'1

Dacrvmento

7

3,54

2,33

7,01

2,58

2,74

1,87

3,35

1.88

0,77

Deer emento

relativo

7%

42,85

27,44

52,31

26,08

25,58

18,12

32,01

12,81

5,23

X - média; s = desvio-padrio; 17 - desvio da madia.
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Na*.dia~' +100 mEq K*.dia~'. foi 7.35 ng.dC1 se elevou, apte deambulacão para 16.48 ng.dC1 com urn
incremento médio de 7,45 ng.dC1, correspondente ao porcentual de 127,07.

A concentração média de cortisol plasmático. na mesma situação experimental, passou de
10.18jig.dT1 para 6,48/ig.dC1 ou seja um decremento de 3,35/ig.dC1. correspondente ao valor
porcentual de 32.01.

4.6.1.3 - Dieta de Am» + 180 mEq Na\día ' + 100 mEq K*Jia"' (Tabela XII)

A concentração media de «Wosterona, na diet» com sobrecarga de cloreto de sódio, foi de
4,11 ng.dC1 para 7,99 ng.dl"' apôs deambulaçio correspondendo a um incremento médio de 3,89
nq-dC1 ou seja um aumento relativamente ao basal de 110,43%.

O nfvet plasmático da cortisol na mesma condição experimentei sofreu um decréscimo de
7,48jig.dr l para 6,24*ig.dl~' correspondente ao decremento de 1,25MM*'"1 ou seja ao porcentual de
1/.13.

4.6.1.4 - Interações Entre a Postura e as Diferentes Dietas ( Tabelas XII I . XIV, XV. XVI , XVII .VXII I ,
XIX e XX).

Os níveis médios de aktosterona plasmática em relação á concentração de sódio na dieta,
mostraram-se progressivamente menores com o conteúdo do cation, sendo a queda estatisticamente
significativa para cada dieta. Do mesmo modo, e elevação postural foi significativamente menor com o
aumento da ingestão de sal, em valor absoluto e incrementei. Todavia o» incrementos corrigidos peto
valor médio basal nfo foram estatisticamente diferentes nas diversas dietas consideradas.

A concentração de cortisol plasmático as 8h mostrou um nível significativamente diferente para
as três dietas consideradas. Porém, os valores apôs a deambulaçfo não foram significativamente diferentes
entre si. Entretanto, como seria de esperar, o decréscimo dos valores de cortisol plasmático observado is
12b não foi o mesmo para as três dietas, A partir dos testes de contrastes, verificou-se que a diferença
está na dieta mais rica em sal. Todavia, o decremento corrigido pelos basais (7 %) foi o mesmo para as
ires dietas.

4&2 - Observações Panadas me Indivíduos Normais: Efeito da Cortrosina

4.6.2.1 - Dieta de Arroí +100 mEq K'-die'1 (Tabela XXI)

0 nível plasmático médio de aktosterone às 8h foi 41,99 ng.dC1 e 60 minutos ap6s a
administração de cortrosina passou para 82,70 ng.dC1, correspondendo a um incremento de
40,72 ng.dl~' e relativamente ao basal de 112,40%.

A concentraefo plesmática média de cortisol, na mesma condição experimental, em nível basti
da 9,70ji9.dl"' se elevou a 18,93/ig.dC1 após a in|eção de cortrosina, ou seja um incremento de
9,23ng.dl~' correspondente a um valor porcentual de 97,27.

46.2.2 - Diets de Arras + 120 mEq Na'-dMT1 + 100 mEq iCdía'1 (Tabela XXII)

A concentração de ddosterone plasmática em nível basal partiu de um valor rradio d*
8,17 ng.dC1 e se elevou, epos o estímulo com ACTH ptrê 21,11 ng.dC1 correspondendo ao hicrfmento
de 52,93 ng.dC1 ou seja, porcentual de 167,04.
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Tabala XII I

Analisa da Variânci* Ralativa i Comparaçio dot Valorw Basais da AkJostaroua Plasmatica, nat Divarsas Situacõ*»

Exparimantals Propinada* para wta Estudo- Postura, Cortroiina a Difarantas Diatas

F.V. G.L. SQ QM "F" obtido

Nível da

0,102

108,99

97,33

103,226

2,962

significincia

p > 0,06

p < 0,001

p < 0,001

P < 0,001

0,01<p«;0,OR

A

B(D

Bill)

tf

C

ratfduo

total

1

2

2

4

5

25

35

0.0084

17,94

16,02

33,98

1,218

2.057

37 264

0,0084

8,97

8,01

8,49

0,24

0,082

F.V. • Font* da variaçôas; G. L. " Graus da libardada; SQ * Soma da quadrados; QM • Quad.-ado médio; A * tnv lituaçdas

axparímamais: postura « oortrosina; 8(1) « antre diatas (portun); B<ll) u entra distas (cortrosina); B - BID 4 Bill); C u tntrc

indivíduo».

NOTA EXPLICATIVA: A dlfarançs nlo foi significativa nos valorai brais da aidostarona olasmétici

arttra « provas d« astfmulos poxturais a na da rJminlmaçlo à9 oortrosina.

No antanto, anas vatoraa foram difaranttt nas dMat dantro da cada situacfo

axparlmantal. Í9l



Tabela XIV

Análise de Varilncia Relativa i ComparaçSo dos Níveis Médios de-Aldosterona Plasmética Após

4 horas de Deambulação • Após Administração da Cortrosina nas Diferentes Dietas

F.V G.L. SQ QM "F" obtido

Nível de

significa nc ia

A

B(l)

B (II)

B

C

resi'duo

TO tal

1

2

2

4

5

25

35

0.206

17.16

13,40

30,74

0,5748

1,148

32,673

0,206

8,58

6,70

7,686

0,115

0,0459

4,49

186,93

145,97

167,37

2.503

0 , 0 1 < p < 0 , 0 5

p < 0,001

p < 0,001

p < 0,001

p>0 ,05

F.V. = Fonte de variações; G.L. = Graus de liberdade; SQ - Soma de quadrados; QM = Quadrado médio; A = entre situações

experimentais: postura e cortrosina; B(l) = entre dietas (postura); B(ll) = entre dietas (cortrosina); B = B(l) + B<11); C * entre

indivíduos.

NOTA EXPLICATIVA: Houve diferença significativa nos valores médios de aldosterona plasmética

entre situações •xperimanuis: postura a cortrosina. Além disso esses valo-

res foram diferentes para cada tipo de dieta dentro das condições.



Tabela XV

Análise de Varüncia Relativa i Comparação dos Valores Incrementais de Aldosterona Plasmatica nas Diversas Situações

Experimentais Programadas para este Estudo: Postura, Cortrosina e Diferentes Dietas

1

F.V.

A

B(U

8(11)

B

C

resíduo

total

G.L.

1

2

2

4

5

25

35

SQ

0.627

17,97

11,62

29,585

2,281

2.650

35.144

QM

0,6277

8,99

7,81

7,396

0.456

0,106

"F" obtido

5,922

84^1

54^1

69,77

4,34

Nfvel de

significincia

0,01 <p<0,05

p < 0,001

p < 0,001

p < 0.001

0,001 < p < 0,01

F.V. = Font* da variações; G.L. - Graus de Itoerdade; SQ = Soma de quadrados; QM = Quadrado médio; A. = entre situações

experimentais: postura a cortrosina; B(l) = entre dietas (postura); B(ll) = entre dietas (cortrosina); B = 8(1) + 8(11); C = entre

indivíduos.

NOTA EXPLICATIVA: Houve diferença significativa nos valores incrementais médios de aldosterona plasmatica

entre as situações experimentais: postura e cortrosina. Além disso esses valores foram

diferentes para cada tipo d? diet» dentro das condições.



Tabela XVI

Analisa de Variancia Relativa i Comparação dos Valora* Incrementais aos Basais de Aldosterona Plasmática, nas Diversas

Situações Experimentais Programadas para este Estudo: Postura, Cortrosina e Diferentes Dietas

F.V.

A

B

C

resíduo

total

G.L.

1

4

S

25

35

SQ

0.4909

0,8827

4.5420

4,6994

10,615

QM

0,4909

0,2207

0.9084

0,1880

"F" obtido

2,611

1,174

4,833

Nível de

significância

p > 0,0t

p>0,05

p < 0,001

F.V. = Fonte de variações; G.L. = Graus de liberdade; SQ = Soma de quadrados; QM = Quadrado médio; A

experimentais; postura: postura e cortrosina; B = entra dietas (postura e cortrosina); C = entre indivíduos.

entre situações

NOTA EXPLICATIVA: A diferença nio foi significativa nos incrementos relativos aos basais de aldosterona

plasmática entre as provas de estímulos posturais e na da administração de cortrosi-

na, t esses valore* forem oonstantas nas dietas dentro das condições estudadas.



Tabela XVII

Análise de Variância Relativa à Comparação dos Valores Basais de Cortisol Plasmãtico. nas Diversas Situações Experimentais

Programadas para este Estudo: Postura, Cortrosina a Diferentes Dietas

F.V.

t

A

B( l )

BOI)

B

C

resfduo

total

G.L.

1

2

2

4

5

25

35

SQ

0,1651

0,40

0.42

0,8259

0.5421

0.4910

2,0241

QM

0.1615

0,20

0,21

0,2065

0,1084

0,0196

"F" obtido

8,405

10.20

10,71

10.513

5,521

Nível de

significa ncia

0 . 0 0 1 < p < 0 , 0 1

p <0,001

p < 0,001

p < 0,001 !

p<0,001 . l

F.V. = Fonte de variações; G.L. = Graus de liberdade; SQ = Soma de quadrados: QM = Quadrado médio; A = entre situações

experimentais: postura e cortrosina; B(l) = entre dietas (postura); Bill) entre dietas (cortrosina); B = 8(1) + B(ll); C = entre in-

divíduos.

NOTA EXPLICATIVA: Houve diferença significativa nos valores basais de cortisot plasmático entre as provas de

estímulos posturais e na da administracfo de cortrosina. Além disso, esses valore» forem

diferentes para cada tipo de dieta dentro das condições experimentais: postura e cortro-

sina. Essa diferença foi devido aos três tipos de dietas, na situação postura e também ne

situacfto cortrosina. ou seja a diferença foi devido as duas condições programadas para

este estuda



Tabela XVIII

Análise de Variância Relativa è Comparação dos Níveis Médios de Cortisol Plasmarico

Apôs 4 horas de Deambulaçfo nas Diferentes Dietas

F.V.

A

B

resíduo

total

G.L.

2

S

10

17

SQ

0.1123

0.7385

0.3700

1,2208

QM

0,0562

0,1477

0.0370

"F" obtido

1,518

3,992

Nível de

significa ncia

p > 0 , 0 5

0,01 < p < 0 , 0 5

F.V. = Fonte de variações; G.L. = Graus de liberdade; SQ = Soma de quadrados; QM = Quadrado médio; A = dietas com 3

níveis de concentração de cloreto de sódio; B = Bloco com 6 níveis de dosagens.

NOTA EXPLICATIVA: O valor médio da cortisol plasmático após 4 horas de deambulacSo foi o

mesmo para os três tipos de dietas.



Tabela XIX

Analisa da Variância Relativa à Comparação dos Valore* de Decramantoi do Cortisol r

na Prova de Estímulos Posturais, nas Diferentes Dietas

F.V.

A

B

resi'duo

total

G.L.

2

S

10

17

SQ

3,2362

0,4365

3,0049

6,6776

QM

1,6181

0,0873

0,3005

"F • obtido

5,385

0.291

Nível de

significa ncia

0,01<p<0,05
p>0,05

F.V. = Fonte dá variações; G.L. = Graus de liberdade; SQ = Soma de quadrados; QM = Quadrado médio; A = dietas com 3

níveis de concentração de cloreto de sódio; B = Bloco com 6 níveis de dosagem.

Contrastas provados:

H o :C , :A1 = A , (não rejeitada). Intervalo da confiança para C, : 1-1,00; 0,42 I

A 1 + A 2
H o '^2 : A 3 = (rejeitada). Intervalo de confiança para C2 :1-1,47; -0,27 I

NOTA EXPLICATIVA: O valor médio de decremento do cortisol plasmático nao foi o mesmo para as

três dietas. Partindo dos testes de contrastes, verificou-se que a diferença está

na dieta mais rica em sal (dieta A



Tabela XX

Análise d* Variancia Relativa è ComparaçSo dos Valores da Decremeiiio Relativo aos Basais de Cortisol

Plasmático na Prova de Estímulos Posturais, nas Diferentes Dietas

F.V.

A

B

resíduo

total

G.L.

2

5

10

17

SQ

1.4000

0,5742

2.4560

4.4301

QM

0.7000

0.1148

0,2456

"F" obtido

2.850

0.468

Nível de

significéncia

p>0,05

p>0 ,05

F.V. = Fonte d* variações; G.L = Graus da liberdade; SQ = Soma de quadrados; QM = Quadrado médio; A = dietas com 3

nfveis de cloreto da sódio; B = Bloco com 6 níveis de dosagens.

NOTA EXPLICATIVA: O valor médio do decremento relativo aos basais do cortisol plasma"tico

foi o mesmo para as três dietas consideradas.



Tabela XXI

Efeito d» Cortresma «obra os Níveis da Aldorterona a Cortisol Plasmáticos, am Indivíduo* Normais

(N=6) Mantidos em Dieta da Arroz * 1 0 0 m E q K * . d i a 1

Paciente

S. F. N.

F. R. S.

J.P.S.

R. G. O.

Z.P.S.

W.P.S.

X

s

«X

8 0 0

49.88

59.05

19.05

32,65

51.96

39.33

41.99

14,65

5.98

Aldottarona

Tampo

9 0 0

107.78

81.92

59.99

70.53

95,11

80,88

82.70

17.03

6.95

am ng.dl'1

Incremanto

A

57.90

22.87

40,94

37.88

43,15

41,55

40,72

11,21

4,58

Incremento

à%

116,08

38.73

214.91

116,02

83,04

105,64

112,40

58,09

23,71

800

10,05

9,02

10,05

7.3i

11,37

10,39

9,70

1,39

0,57

Cortisol

Tempo

9 DO

17,40

13,18

26.92

17,89

18,74

19,46

18,93

4,49

1,83

em pg.dl*'

Inc ren into

A

7.35

4,16

1637

10,57

7.37

9.07

9,23

4,31

1.76

Incremento

A%

73,13

46,11

167^6

144,39

64,81

87,29

97,27

48,08

19,62

X = média; t = desvio-padrao; s j = desvio da média.



Tabela XXII

Eftito da Cortrojina sobre oi Níveis d* Aldotterona a Cortisol Plasmiticos, am Indivíduoi Normais

(N=6). Mantidos am Oiata d* Arras + 120 mEq Na* . dia"1 + 100 mEq K* . dia"'

Paciant*

S. F. N.

F. R. S.

J. P.S.

R.G.O.

Z.P.S.

W.P.S.

X

*

8 1 »

7.85

7.07

9.75

5.76

10,93

7.69

a.17

1.87

0.76

Aldosterona am ng.dl~l

Tempo

9300

34.32

19.86

20.20

15.49

18.29

18.48

21.11

6.68

2.73

Incremento

á

26,27

12,80

10.45

9,73

7,36

10.79

12.93

6.86

2.80

Incremento

relativo

&%

337,20

181,30

107,18

168,92

67,34

140,31

167.04

93,17

38.03

8 0 0

5,86

5.70

8,72

5,44

7,17

8,22

6,85

1,40

0,57

Cortisol

Tempo

9 0 0

12,84

13,16

22,18

11,98

14,77

18,01

15,49

3,91

1,59

em MO-dl"1

Incremento

A

6,98

7,48

13,46

6.54

7,60

9,79

8,64

2,61

1,07

Incremento

relativo

A%

119,11

131,22

154,36

120,22

105,99

119,09

126,00

16,46

6,72

X = média: s = desvio-oadrio; s j = desvio da média.
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O nível médio de cortisol plasmático, às 8h foi de 6.85fig.dr' e, uma hora após a
administração de cortrosina passou para 15,49 fig.d\~*. O incremento observado foi 8,64pg.dl"1 e o
porcentual 125.0a

4.6.2.3 - Diata da Arroi + 180 mEq Na\dia ' + 100 mEq K'-dia1 (Tabela XXIII)

A concentração média o* Mdosaarona plasmatica. após a administração de cortroaina. apresentou
uma elevação de 4,42 ngdl"1 para 10.27 ng-dl"1 correspondendo a um incremento de 5,85ng.dl"' ou
seja ao porcentual de 150,52.

A concentração de cortisol plasmático na mesma condição experimental, com valor basal médio
da 7,28fig.dr' passou para 16.32pg.dr1. correspondendo a um incremento de 9,34 Mgdl"1 ou seja
relativo ao basal de 129.74%.

4.6.2.4 - Interaçoat antra o Efeito da Cortrosina a as Diferentes Dieta* (Tabelas XIII , XIV, XV. XVI,
XVII, XXIV, XXV e XXV»

Após administraçio de cortrosina, as respostas de aldosterona plasmatica foram
significativamente diferentes para as três dietas consideradas, sendo progressivamente menores em relação
ao aumento de saL Os incrementos analisados pela distribuição "F" , foram significativamente diferentes
para cada tipo de dieta considerada. No entanto, nfo houve diferença significante nos incrementos
relativos aos basais entre as dietas dentro da condição experimental considerada.

Os níveis médios basais de aldosterona plasmatica foram significativamente diferentes,
decrescendo de depleçao è sobrecarga de sal.

A concentração média de cortisol plasmático após administraçio de cortrosina nfb foi a mesma
para as três dietas estudadas. A partir dos testes de contrastes, verificou-se que a diferença está na dieta
com restrição de sódio. No entanto, o valor médio incrementai relativo ao basal do cortisol plasmático
mostraram uma diferença significativa para as três dietas consideradas.

4.6^2.5 - interações Entra os Efeitos da Postura, a Cortrosina a as Diferentes Dietas (Tabelas XII I , XIV,
XV, XVI, XVII , XVII I , XIX, XX, XXIV, XXV a XXVI)

Os valores basais médios de aldosterona plasmatica entre as provas da estímulos posturais a na
da administração de cortrosina nao foram significativamente diferentes quando se compararam os níveis
das 8h entra si. No entanto, esses valores seb diferentes para cada situacio experimental

As concentraçoas plasmáticas de aldosterona ao término da deembulaçtb e após o estímulo de
ACTH foram diferentes e esses valores foram diferentes para cada tipo de dieta dentro das condições
consideradas.

Os incrementos de aldosterona antra as situações programadas para esta estudo, isto é, postura e
cortrosina foram diferentes e os valora* obtidos diferentes para cada tipo de dieta dentro das condições
experimentais. Todavia, nfo foi verificada qualquer diferença significativa nos incrementos relativos aos
betais entra n duas provas • os dados obtidos foram constantes nas dietas dentro das condições

0 valor médio dos basais do cortisol plesmático das duas provas, postural a efeito do ACTH,
foram significativamente diferentes • os valores obtidos foram diferentes para cada tipo da dieta dentro
das condições experimentais. No entanto, a concentração média da cortisol plasmático após deambulaçeb



Tabela XXII I

Efeito da Cortrojina sobre os Níveis de Aldosterona e Cortisol Plasmáticos, em Indivíduos Normais

(N=6 ) , Mantidos em Dieta da Ar ro i • 180 mEq Na* .dia"1 + 100 mEq K* . d i a 1

_
X

s

*i

4.42

1.55

0.63

10.27

2.44

1.00

5.85

1.73

0.71

150.52

83.23

33,97

7.28

0.78

0,32

16,62

3,08

1.26

9,34

3,07

1,25

129,74

43,59

17,79

Paciente

S. F.N.

F.R. S.

J. P. S.

R. G. 0.

2.P.S.

W.P.S.

81X)

4.08

44.61

6.47

2.35

5.78

3,21

Aldosterona

Tempo

9 0 0

8.11

7,88

13,60

9,21

12.92

9.88

em ng.dl~'

Incremento

A

4.03

3,27

7.13

6.86

7,14

6,67

Incremento

relativo

A%

98,77

70,93

110,20

291,91

123,53

207.79

800

8,67

6,66

7,17

6,62

6,88

7,65

Cort'SOl

Tempo

900

15,07

13.10

21,44

15,44

15,47

19,19

em wj.dr1

Incremento

A

6,40

6,44

14,27

8,82

8,59

11,54

Incremento

relativo

A%

73,81

96,69

199,02

133,23

124,85

150,84

X - média; « = desvio-padrfo; i r = desvio da média.



Tabela XXIV

Análise de Variincia Relativa i Comparação dos Níveis ftMdioe de Cortisol Plasmático

Após AdministraçSo de Cortrosina nas Diferentes Dietas

F.V.

A

B

resíduo

total

G.L.

2

5

10

17

SQ

0.1245

0,6327

0.0694

0.8267

QM

0.0623

0,1265

0,0069

"F" obtido

8,967

18,224

Nível de

significincia

0 ,001<p<0 ,01

p < 0,001

F.V. = Font* d* variações; G.L = Graus de liberdade; SQ = Soma de quadrados; QM = Quadrado médio;

A = diatas oom 3 níveis de cloreto de sódio; B = Bloco com 6 níveis de dosagem.

Ho :C , :A 2 = A 3 (não rejeitada). Intervalo de confiança para C, : I-0.187; 0.027 i

"~ : < V A T 2 * 3 Uejeitada). Intervalo de confiança para C, : 10.068; 0,252 I

NOTA EXPLICATIVA: O nível médio de cortisol plasmatico após administração de cortrosina

nio foi o mesmo para as três dietas. Partindo dos testes de contrastes,

verificou-se que a diferença está na dieta com restriçlo de sódio (die-

ta A , ) .



Tabala XXV

Análise da Variincla Relativa i Comparaçfo dos Valora* Ineramantais de Cortisol Plasmético

Após Adminirtraçfo da Cortrosina nas Diferente* Dieta»

F.V.

A

B

resíduo

total

G.L.

2

S

10

17

SQ

0.0161

1.5763

0.3881

1.9605

QM

0,0080

0.3153

0,03668

"F" obtido

0,218

8,565

Nível de

significance

p>0,06

p < 0,001

F.V. = Fonta da variacôe*; G.L. = Grau* da liberdade; SQ = Soma de quadrado*; QM = Quadrado médio;

A = dieta* com 3 níveis da cloreto da sódio; B = Bloco com 6 níveis de dosagem.

NOTA EXPLICATIVA: O valor mad» incremental da cortisol plasmatico foi o mesmo

para as trás dieta* consideradas.



Tabala XXVI

Análla da Varüneia Ralatlva i Comparaçio dot Vatoraa IK aos lotais da Cortisol

Ptasmttico Após a Adminlttraçfo da Cortroslna, nat DIfarantai Diattt

F.V.

A

B

rotfduo

toal

G.L.

2

5

10

17

SO

0.4696

1.1879

0.6984

2.3568

QM

0.2348

0,2376

0,0898

"F" obtido

3,362

3,402

Ni'vvl dt

lignificincia

p>O,OS

0,01<p<0 ,06

F.V. » Fomo da

A * QMCM com 3

0 . L • Graus da llbardada; SQ • Soma da quadrados; QM • Quadrado médio;

• sódio; B - Bloco oom 6 nfvalt d

NOTA EXF1KATIVA: O valor ircramantal n>*hto sot batais da cortisol plawnático

•oi o masmo para at três dlatas eontMaradas.
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foi o mesmo para os três tipos da dietas programadas. Todavia, o valor mMio do decremento do cortisoi
plasmético, na prova de estímulo postural nfo foi o mesmo para as três dietas. Partindo dos testes de
contrastes, verificou-se que a diferença está na dieta com sobrecarga de sal (180 mEq Na*.dia"1)
Entretanto, o valor médio do decremento relativo aos basais Foi o mesmo para as três dietas.

Após administração de cortrosina, as respostas de cortisoi plasmatico nfo foram as mesmas para
as três dietas. Através dos testes de contrastes, verificou-se que a diferença estava na dieta com restrição
de sódio. Todavia, os incrementos absoluto e relativo aos basais foram os mesmos para as três dietas
consideradas,

4.6.3 - Teste de Infusio de Angiotensina II

4.6.3.1 - Dieta de Anos + 100 mEq K*.dia"' (Tabela XXVII)

Em virtude de hav?rem sido estudados apenas dois pacientes, nlo foi feita a análise estatística,
mas observa-se que para a aldosterona plasmática, de um valor basal elevado houve aumento desta
esteróide, particularmente no paciente W.P.S.

Por outro lado, foi evidente o decréscimo dos níveis plasmatico» de cortisoi, atingindo valores
similares desse hormônio ao término da prova, nos dois pacientes estudados.

44 .32 - Dieta de Arroz +120 mEq Na'.dia"1 +100 mEq K'-dia"1 (Tabela XXVIII)

0 valor médio de aldosterona plasmática estudado nos 3 casos se elevou de 7,63 a 13,80 e
19,32 ng.dr' aos 30 e 60 minutos respectivamente, após a infusão de angiotensina I I , sendo os
decrementos absoluto e reiativo aos basais de 6,17ng.dr' e 88,72% aos 30 minutos e 11,68 ng.dr' e
161,72% aos 60 minutos.

0 valor basal médio de cortisoi plasmatico, na mesma condição experimental, foi 6,58 ^g-dl'1,
sofrendo decréscimos progressivos, a partir do valor basal médio de 6,58 a 6,32 a 4,28/jg.dl'1 aos 30 a
60 minutos, sendo os decrementos absoluto e relativo aos basais da 1,25jig-dr' a 18,15% e 2,30 e
33,30%, respectivamente.

4.6.3.3 - Dieta de Arroz +180 mEq Na'.dia'1 +100 mEq K'-dia"1 (Tabela XXIX)

A concentração média de aldosterom plasmática avaliada nos três casos se elevou da 4,52 a
10,14 a 13,57 ng.dl*', $p6$ 30 a 60 minutos, respectivamente, eqüivalendo aos incrementos absoluto e
relativo aos basais de 6,62 ng.dC1 e 140,63% e 0,05 e 226,53%.

Na mesma condiçlo experimental, a infusio da angiotensina provocou a queda do valor médio
basal do cortisoi plasmatico da 6,78 a 6,08 a 4,44Mg.dl"\ apôs 30 a 60 minutos respectivamente,
correspondendo a um decremento absoluto da 0,70 a 2,34 Mfl-dl"1 ou se)a, relativo aos basais de 10,66 a
32,96%.

6-DISCUSSÃO

A técnica da quantif icaçfo por radioimunoensaio tem por princípio fundamental as reações de
inibiçfo competitiva entre os hormônios marcado a nlo mareado ("frio") para os locais de fixação do



Tabela XXVII

Efeito da Angiotensina II sobra os Níveis de Aldosterona e Cortisol Plasmáticos, nos Indivíduos

Normais (N = 2), Mantidos em Dieta d * Arroz + 100 mEq K* .dia*1

1

i
a

•o.

s?
i

1

i

Paciente

S. N. F.

W.P.S.

S. F.N.

W.P.S.

8h

36.24

43.84

10.11

9.58

Tempo

8h3Om

60.35

69.97

7.43

8.54

9h

63,10

99.97

6.24

6,20

Incremento

A

T8h30m ~ ' 8h

24.11

26,13

Oecremento

nV2

T8h ~ T8h30m

2,68

1.04

Incremento

relativo

66,52

59.60

Oecremento

relativo

26.50

10,85

Incremento

T9h ~ T 8h

26.86

56,13

Decremento

' 2

T8h-T9h

3,87

3,38

Incremento

relativo

74,11

128,03

Oecremento

relativo

38,27

35,28



Tabela XXVII I

Efeito da Angiotansina II sobra os Níveis da Aldosterona a Cortisol Plasmáticos, nos Indivíduos Norma.s
IN =3) , Mantidos em Dieta da Arroz + 120mEq Na* .dia. 1 + 100mEq K* .dia"1

if 5

Pacienta

S.F. N.
VH.P.S.
J. P. S.

X
s

S.F.N.
W. P. S.
J. P.S.

X
s

*x

8h

6.60
6.98
9.32

7.63
1.47
0.85

4.57
7.44
7.72

6.58
1.74
1.01

Tempo

8h30m

16.56
13.55
11.29

13.80
2.64
1.52

4.01
5.92
6.04

5.32
1.14
0.66

9h

21.79
19,41
16,77

19,32
2.51
1.45

3.51
4.97
4.36

4.28
0.73
0.42

Incremento

T8h30m ~ T 8 h

9.96
6,57
1.97

6.17
4,01
2,32

D «: -emento

T9h ~ T8h30m

0.56
1,52
1.68

1,25
0,61
0,35

Incremento
relativo

150,90
94,12
21,13

88.72
65,05
37.60

DecrementD
relativo

V %

12.25
20,43
21,76

18,15
5,15
2,98

Incremento

T9h ~T8h

15,19
12,43
7,45

11,69
3,92
2,27

Decremento

T 8 h - T 9 h

1,06
2.47
3,36

2,30
1,16
0,67

Increment -
relativo i

A2%

230,15
178,08
79,93

162,72
76,28
44,09

Decremento
relativo

V2%

23,19
33,19
43,52

33.30
10,17
5.88

X = média; s = detvio-padrab; s j = desvio da média.



Tabela XXIX

Efeito da Angiotensina II sobre os Níveis de Aldosterona e Cortisol PlasmSticos, nos Indivíduos Normais
(N=3) . Mantidos em Dieta de Arro* + 180 mEq Na* . d i a 1 + 100 mEq K* . d i a 1

n
1 i

Paciente

S. F.N.
W. P.S.
J. P. S.

X
s

*x

8h

3.74
3.56
6.26

4.52
1.50
0.87

Tempo

8h3Om

11.56
9.22
9.63

10.14
U5
0.72

9h

13.70
14,76
12.25

13.57
1.26
0.73

Incremento

T8h30m ~ T8h

7,82
5,66
3.37

5.62
2,23
1.29

Oecremento

Incremento
relativo

A,%

140.63
29.40
16.99

Decr emento
relativo

V.%

Incremento

T9h "" T8h

9.96
11.20
5.99

9,05
2,72
1,57

Oecremento

Incremento
relativo

266,31
314,60
95,68

225,53
115.02
66.48

Decr emento
relativo

X = média; t = desvio-padrão; s^ = desvio da média.
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anticorpo específica Com efeito, pondo-se em contacto hormônio marcado e anti-soro, estabelecer-se-á

um equilíbrio dinâmico entre o hormônio marcado-anticorpo e seus elementos constituintes. Se o

hormônio nSo marcado é introduzido no sistema, este competirá com a forma livre do hormônio para os

sítios de fixação do anti-soro, passando a formar complexo hormônio "frio" anticorpo. Se a

concentração do anticorpo e do hormônio marcado forem constantes, a fraçio do hormônio

marcado-anticorpo, no equilíbrio, corresponde a um nível de radioatividade que é inversamente

proporcionai à concentração do hormônio de referência, introduzido no meio de incubaçSo, conforme a

Figura 7 1 4 1 .

Os hormônios esteróides, em virtude de seus níveis plasmáticos baixos e similaridade estrutural

entre si, apresentam sérias dificuldades de caracterização, tomando o sistema sensível a interferentes nfo

específicos e a reatividade cruzada de esteróides afins. Para melhorar a especificidade do anti-soro e

sensibilidade do método, estes interferentes devem ser removidos do meio de incubação.

Muitos métodos foram descritos para a quantificação do cortisol plasmático. Os de uso habitual

sffo o fluorimétrico de Mattingly1 1 4 ' e por competição a proteína' 2 1 ' .

Neste trabalho, a quantificação de cortisol plasmático utilizando transcortina não foi utilizado

para as diversas situações experimentais programadas para este estudo, devido ao coeficiente de afinidade

média de CBG*ser cerca de 1/100 menor em relação ao anti-soro de cortisol16 '. A sensibilidade do

método é limitada a 3,81 /xfl-dl'1 « existindo esteróides com reatividade cruzada, conforme foi

demonstrado anteriormente' . Além disso, a faixa útil da curva dose-resposta era de 1 a 15 ng

enquanto no imunoensaio foi de 10 a 500 pg (Figura 5) e a curva obtida sendo mais sensível e precisa.

Neste estudo, foram analisados resultados de cortisol plasmático de duas séries de amostras de

plasma (R.G.O. e F.R.S.) por radioimunoensaio e por competição à proteína transportadora

(transcortina) mostrando uma superestimação dos dados medidos por técnica de competição em 30,11%

em relação aos dados obtidos por radioimunoensaio, pelos motivos citados anteriormente.

Garza, R. & Abraham, G. E. fizeram o mesmo estudo obtendo uma superestimação dos

resultados das amostras de plasma em cerca de 50% quando dosados por técnica de competição à

transcortina.

Utilizando anti-soro de cortisol produzido em coelhos a partir de um conjugado 3-oxima-soro

albumina bovina , foi possível desenvolver radioimunoensaio de cortisol em 100^1 de amostra de

plasma após a precipitação de proteínas séricas com etanol absoluto sem necessidade de isolamento

cromatográfico, devido à concentração relativamente alta de cortisol em relação a outros esteróides afins

com reatividade cruzada ao anti-soro e i diluição pelo tampão, minimizando assim os interferentes não

específicos de origem protéiu e lipídica'1 ' .

Quanto à aldosterona plasmática, devido á alta especificidade do anti-soro, foi necessário apenas

uma extração exaustiva e seletiva do esteróide, para alcançar uma sensibilidade e precisão desejadas.

Quanto i precisão interensaio das curvas-padrío de aldosterona e cortisol, a reduzida dispersão

dos resultados (Figuras 5 a 6) referente a cada ponto atestam a boa reprodutíbílidade dot métodos e •

estabilidade dos reagentes utilizados para o ensaio.

Neste estudo, a análise da reprodutibilidade interensaio de determinações do cortisol efetuadas

em três misturas de plasmas de indivíduos normais com concentrações hormonais diferentes (baixa,

média a alta) mostrou coeficiente de variação de 8,84, 7,33 e 6 ,81% respectivamente (Tabela V I I ) ,

permitindo classificar a precisão do método como boa segundo o critério proposto por M e l o ' 3 0 ' .

(•) CBG = CortleoMwoid binding globulin.
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Hormônio

marcado

Anticorpo

especifico

Complexo hormônio

marcado-anticorpo

H* Ac H* - Ac

H Hormônio não-marcado em

soluções-padrão ou amo£

tra desconhecida.

H -AC

Complexo hormônio não-marcado-Anticorpo

Figura 7 - Princípio geral da técnica da radioimunoantaio
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Do mesmo modo. os coeficientes de variação das determinações interensaio de aldoslerona,

realizadas em três misturas de plasmas de indivíduos normais com níveis hormonais diferentes (baixo,

médio e alto) foram respectivamente 5,57, 9,99 e 6,73%, permitindo também classificar como boa a

precisão da técnica (Tabela V I I I ) l 2 0 > .

Pela análise da avaliação das diferentes fases técnicas para a dosagem de aldosterona e cortisol

plasmáticos institufdas por controles de qualidade que estimam a pureza do tracador e dos reagentes, a

sensibilidade dos métodos, as precisões interensaio das curvas de referência e a reprodutibilidade do

ensaio (entre ensaios), pode-se concluir que a medição dos dois hormônios esteróides pela técnica de

imunoensaio foi um método específico e dotado de reprodutibilidade excelente.

Resolvidos os problemas técnicos da dosagem de aldosterona e cortisol por radioimunoensaio.

estes métodos foram utilizados para o estudo da regulação da secreção de aldosterona e cortisol,

variando a quantidade de sódio na dieta e mantendo fixa a de potássio, em relação à postura e

administração de corticotropina e de angiotensina I I .

Os fatores da regulação dô secreção de aldosterona não estão totalmente esclarecidos, mas entre

os mais importantes estão o sistema renina-angiotensina, um efeito estimulante direto adrenocortical da

elevação do.potássio plasmático, a ação do potássio sobre a renina, em sentido oposto ao seu efeito no

cortex1 2 4 1 , o ACTH hipofisário e, possivelmente, uma queda dos níveis de sódio, atuando diretamente

sobre o cortex adrenal

Admite-se, atualmente que o ACTH estimula a produção de aldosterona bem como de

glicocorticóides e dos esteróides sexuais.

Em indivíduos normais, o sistema renina-angiotensina e o potássio sérico regulam a secreção de

aldosterona através de circuitos de retroação inibitória ("feedback" negativo) e, sob condições normais, é

provável que os dois sistemas desempenhem papel similar para a manutenção da homeostase.

O potássio tem um efeito estimulatório indireto na secreção de aldosterona, por meio de

alterações no balanço de sódio e consequentemente alteração do volume intra-vascular. 0 controle da

secreção de aldosterona em decorrência da concentração plasmática de potássio, funciona em paralelo

com o sistema renina-angiotensina. Quando este último sistema está bloqueado, como no estádio final de

uma insuficiência renal crônica, o sistema potássio-aldosterona assume papel predominante na regulação

do balanço eletrolítico.

0 evento principal do controle pelo sistema renina-angiotensina é a estimulação da secreção de

renina pelo aparelho juxta-glomerular, quando há diminuição de volume arterial efetivo como na posição

ereta. A renina age como uma protease específica, desdobrando o angiotensinogènio, da fração

aj-globulina do plasma de peso molecular 30 000, em um decapeptídeo, a angiotensina I e outra porção.

Uma enzima conversor do plasma hidroliza a angiotensina I, transformando-a em um octapeptídeo, a

angiotensina I I . Esta última estimula o córtex adrenal induzindo a secreção de aldosterona, tendo seu

efeito potenciado pela presença de ACTH e K*, em concentrações que, de outra forma, seriam

ineficientes.

A posição ereta, reduzindo o volume intra-vascular total induz alterações na hemodinlmica renal

diminuindo a pressão ao nível do aparelho juxta-glomerular e determinando a liberação de renina e

conseqüente produção de angiotensina II e secreção de aldosterona.

Aceita-se, atualmente que o* fatores estimulantes da aldosterona $tu»m em dois sítios de sua via

bíossíntética'301. Os estímulos agudos, como a infusão de angiotensina, a administração de ACTH e a

postura agiriam na conversão do colesterol em pregnenolona (via metabólica inicial - "early pathway")

enquanto os estímulos crônicos, por exemplo, alterações crônicas da concentração da sódio na dieta,

afetam primariamente a conversão da corticosterona em aldosttrona pelo aumento da ativfdad* da

18-hídroxf-desfdrogenase (via metabólica tardia - "late pathway").
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Quanto à resposta de aldosterona em relação à quantidade de sódio na dieta, menor a ingestão

de sódio mais elevado é o valor basal médio de aldosterona por aumento da atividade rio sistema

renina-angiotensina induzido pela queda do volume extracelular (ativação da via metabólica tardia). Nas

Tabelas X, XI e X I I , pode-se observar que com o aumento do teor de sódio na dieta, há diminuição da

secreçSo de aldosterona por redução da atividade do sistema renina-angiotensina (dados nio publicados).

A posição ereta afetaria também a secrecão de aldosterona elevado em cerca de 1,5 a 2 vezes o

nível de aldosterona plasmática em relação ao valor basal, pela já referida redução do volume circulante

efetivo e ativação da via metabólica precoce.

A análise comparativa das Tabelas X I I I , X I V , X V e X V I pode-se observar que a resposta de

aldosterona ao estímulo agudo foi a mesma nas três dietas quando os incrementos corrigidos pelos

valores basais foram analisados pela distribuição " F " , apesar dot valores basais e incrementos absolutos

distintos, evidenciando eficiência do sistema em diferentes níveis de ativação da via metabólica tardia

pela alteração do conteúdo de sódio na dieta.

Quanto ao efeito do ACTH, qualquer que fosse a taxa basal de secrecão de aldosterona induzida

pela variação dietética do sal, houve estímulo da produção de aldosterona elevando-se de maneira

análoga, nas 3 dietas, mostrando resposta semelhante do cortex ao ACTH, a diversos níveis de

estimulação da via metabólica tardia (Tabelas X X I , X X I I e X X I I I ) .

Entretanto, pela análise de variância, pode-se notar que a secreçSo de aldosterona ao fator

ACTH exógeno foi semelhante ao da postura e independente da quantidade de sódio ingerido, sendo os

incrementos relativos aos basais entre as duas provas os mesmos dentro das condições estudadas

(Tabela XV I ) .

Por outro lado, a diferença significante obtida em relação aos valores basais de cortisol

plasmático entre as provas de postura e cortrosina e para cada tipo de dieta (Tabela XV I I ) poderia ser

atribuída à variação biológica da secrecão de glicocorticóides no mesmo indivíduo.

A queda do nível plasmático de cortisol, após deambulacão, deve-se ao ritmo nictemeral

mostrando que a ativação da produção de aldosterona induzida pelos estímulos posturais não aceleraria a

biossíntese de cortisol (Tabelas X , X I e X I I ) .

Como se pode observar nas Tabelas X X I , X X I I e X X I I I , o ACTH estimula a secreçfc iz cortisol

independentemente da ingestão de sódio. 0 conjunto dos dados do efeito da injeção de cortrosina

poderia indicar que a secreção de aldosterona • cortisol determinada pelo ACTH seria independente do

nível de ingestão de Na4.

A infusão de angiotensina I I , em doses não hipertensivas (Tabelas X X V I I , X X V I I I • X X I X )

elevou os níveis de aldosterona, e não influindo da maneira paralela na secrecão de cortisol nas três

dietas estudadas. Com efeito, provocou uma diminuição acentuada nos valores d* cortisol, mais do que

stria esperado paio ritmo nictemeral. Esta queda anômala verificada durante a infusão da angiotensina I I ,

m dava provavelmente a um bloqueio da biossíntese da cortisol, com o desvio da substrato para a da

aldosterona, além do próprio efeito do ritmo nictemeral do cortisol endógeno.

6 - C O N C L U S Õ E S

& 1 - As técnicas empregadas para o radioimunoansaio da aldosterona a cortisol plasmétlcos controladas

pala estimativa da pureza do tracador a dos reagentes, a sensibilidade dos métodos, a* precisoas

interensaio das curvei dose-resposta a as reprodutibilídades entra os ensaios foram adequadas para
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quantificar níveis de aidosterona e cortiml nas condições basais e níveis elevados, após estímu-

lo? programados.

6.2 - A secreção de aidosterona plasmática em nível basal apresentou diferença significant» nas três

dietas, elevando-se progressivamente com a restrição de sódio mostrando a dependência prová-

vel da redução do volume extracelular como só acontece nesta situação metabólica (ativação da

via metabólica tardia).

6.3 - Quatro horas de deambulação provocaram um aumento dos níveis de aidosterona em relação ao

valor basal por fatores hemodinâmicos, dependentes da postura (ativação da via metabólica pre-

coce), sem haver diferença significativa no incremento relativo ao basal, dos níveis plasmáticos

de aidosterona em função das dietas estudadas.

6.4 - A administração do ACTH exógeno provocou um estímulo na secreção de aidosterona (ativa-

ção da via metabólica tardia) independente de sua taxa basal induzida pela ativação dietética sa-

lina. A resposta do córtex avaliada pelo incremento relativo aos basais foi a mama para as três

dietas consideradas.

6.5 — A resposta da secreção de aidosterona ao ACTH e è posição ereta foi similar e não dependeu da

quantidade de sódio dietético.

6.6 - A infusão de angiotensina II exógena provocou incremento na secreção de aidosterona nas três

dietas (ativação da via metabólica precoce) sendo o incremento relativo aos basais maior na die-

ta rica em relação à pobre em sal.

6.7 - Nas mesmas condições experimentais de estímulos posturais e da injeção da cortrosina o nível

basal de cortisol plasmático variou com a concentração de sódio nas dietas, sendo significante

a diferença detectada entre diversas dietas. Essa diferença poderia ser atribuída è variação bio-

lógica da secreção de hormônios, no mesmo indivíduo.

6.8 - A ' secreçfo de cortisol plasmático não sofreu alteração similar a da aidosterona com os estímu-

los posturais, observando-se um decréscimo nos valores paralelo ao esperado do ritmo nkrteme-

ral do esteróide.

6.9 - A injeção de ACTH estimulou a secreção de cortisol independentemente do nível de ingestão

de Na*, sendo • resposta similar nas três dietas estudadas.

6.10 - A infusão de angiotensina II em doses não hipertensivas provocou um decréscimo anômalo nos

valores de cortisol e se deve provavelmente ao desvio do substrato para a biossíntese de aidos-

terona associado ao próprio ritmo nictemeral do cortisol.

INFERÊNCIA: Na presença de níveis variados de ingestão de sal, estímulos agudos de postura e cor-

ticotrófico e angiotensina II induziram respostas similares de aidosterona plasmética

devido è provável ativação da via metabólica tardia.

ABSTRACT

Methods for th» determination of piam* aidonerone ind cortliol, by ridlolmmunoMMy, wtre performed
utlliilng highly «ptclfie »ntH»r».-

With thff rrmboàology n WH« pottibl» to «value» cnrtHol and ttdoêtêton» Mention, In $>n normal Mfcject*,



submitted to a basal rica dial t <fD+ía*"mê%day^Í7+,iÒfrw»EtWav"Von Handing and recumbent position*, tna

aHactt of exogenous cortroiyn (01-24 ACTH) and angiotafwln , | l ,md tha «ma manoavra* with •W'prograiiJvety

Increased Na* contant of tha diat 1130 endJl»iritQ.day~ l )* -•

Aldottarona basal l*val> dacrassad with tha increase of Na* contant in {ha diat. Howavar. thara war* n*

significant diffarancat batwaan tha relativa incramantt observed on tha recurobant position, at the three lavai* of

aodkim intake.-v.

relative increase of plasma ektosterone aftar ACTH wai tbnHar for aaçh baatl (aval of ekJosterone induoad

by diffarant todium intekes. Tha mporaivanan of eldostarone secretion to cortrotyn and standing position was ihnHar,

with no relation to the sodium intake. •

' • Angiotmsin II inducad an/ incraaaa in plaima aldottarona. and tha ralativa Incramant In tha law* of tha

hormona wara highar with high «odium."than on tha rica diat. "x

• Tha avaraga bwai cortitol «alua at tha diffarant lavais of todiutn intaka waa tignifteamry d^ffarant baing graatar

on tha batal. rica diat. and thara was a dacraata in cortitol laval aftar racumbancy, with tha thraa diatt. ~>

Tha injection of ACTH inducad similar cortitol tacration with no relation to tha sodium intaka. •

•'' Tb» infusion of noo-hypartansiva dosas of angiotantin II resulted hi an anomalous faN In cortitol laval,

probably because of "shunt" of substrates to biosynthesis with tha addad effect of cortitol diurnal rhythmycity.
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