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ENSAIO E PADRONIZACAO DE METODO RADIOMETRICO PARA DOSAGEM Df TES
TOSTERONA LIVRE EM MATERIAIS BIOLOGICOS.

RESUMO

A autora faz uma ani%iQe do'prin:ipio do metodo da dia-
lise, mostrando as vantagens da modificagao introduzida nos calcu
los, em comparacao a tecnica classica de dialise de equilibrio, a
qual necessita da pesagem dos segmentos'de celulose. Mostra os
principios técnicos analisando a variagao de peso, comparando -0s
resultados do plasma rao dilufdo com os resultados para uma unica
diluigao e para diluigoes seriadas e comparando, ainda, os resul-
tados em soro e plasma. Os resultados obtidos por extrapolagao
das diluigoes seriadas foram iguais aos obtidos em plasma nao di-
luido, enquanto que aqueles obtidos com apenas uma diluigao foram
significativamente diferentes. As caracteristicas operacionais ana
lisadas mostraram que o metodo & especifico, pelo menos, pela téc
nica da diluicao alem de preciso, tendo uma boa reprodutibilidade
tanto intra como inter-ensajo. Apos a padronizagao do metodo, a
autora determinou é&mo valores percentuais médios de testostero-
na livre para homens e mulheres higidas na fase folicular do ci-

clo menstrual, 2,57 : 0,45% e 1,67 : 0,30%, respectivamente.



ASSAY AND STANDARDIZATION OF A RADIOMETRIC METHOD FOR THE

MEASUREMENT OF FREE TESTOSTERONE CONCENTRATION IN BIOLOGICAL
FLUIDS

AN

ABSTRA( T

The principles of equilibrjum dialysis technique wusing
semi-permeable cellulose membranes were analysed and a modification
was presented for the calculation of the unbound or free frgction
of plésma steroids. The fesults were compared with those from the
classical way of calculation used in the equilibrium dialysis
techniqu: i1 which it is necessary to include the change in weight
of the ¢’ ,lysis bags. Technical aspects of the method were studied
such a:. w2ight variation of the dialysis bags during dialysis,
compari-¢a of the results obtained using multiple plasma dilutions
or one Yilution only and comparing serum and pliasma. The results
obtaircd with the multiple dilutions technique were similar to those
with ;on-diluted plasma while significantly different from those
using cne dilution only. The operational characteristics of‘the
method were evaluated showing its spec1f1city' at 1least by the
dilution test, besides being precise considering intra and inter-
-assay reproductibility. The mean T s.d. of the percent free
testasterone levéls were 2.57 ¥ 0.45% and 1.67 ¥ 0.30% for males

and females at the mid-follicular phase respectively.
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1 - INTRODUCKO

1.1 - Generalidades

Na circulagao sanguinea, a maior parte dos hormonios es-
teroides nao conjugados se encontra ligada, com maior ou menor afi

nidade,a proteinascarreadoras(?:13:33,36)

Esta associagao inibe
a atividade biologica dos hormonios esteroides, pois, o hormonio 1i-
gado a esta proteina no sangue constitue uma reserva inativa que
protege o hormonio de alteragoes quTmicas'e metabolicas e, prova -
velmente, por dissociagao reversivel, se constitue em tampdo. coh;
tra subitas alteragGes na concentragao do hormonio ativo(5:34) g
afinidades de esteroides fiﬁiologicamente importantes, por protei-
nas carreadoras tais como -globulina de ligag3ao dos hormonios se-
xuais (SHBG) e globulina de ligag3ao dos corticosteroides (CBG),sdo
da ordem de 2 a 3 vezes maiores do que a afinidade destes hormo-
nios pela albumina, proteina que tambem se liga aos hormonios es-
teroides. Entretanto a ligacao destes cdm a albumina torna-se im-
portante, uma vez que esta se encontra presente em grandes concen-

tracoes na circulagio sanguinea e devido a sua rapida dissociagao

do: esteroide, pode suplementar a reserva de hormonios livres dentro

T e L e |
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dos tecidos(34).

Sabendo-se que somente a fricio nao ligada e metabolica
mente ativa, pode-se inferir que a quantificagao da fragao 1livre
perm;te uma avaliagao mais precisa da atividade bioldgica do este
roide do que a simples determinagao de sua concentragio'tota1(1]'
16,29.45)_

0s hormonios esterdides tem diferentes fungdes no orga-
nismo, como por exemplo, 0S estrogenos e 0s androgenos que S3ao
chamados hormonios sexuais. 0s estrogenos sio hormonios que agem
fundamentalmente no desenvolvimento e maturagao dos genitais femi
ninos internos e externos e estimulam o crescimento mamario. Os
androgenos sdo substancias capazes de estimular, especificamente,
o desenvolvimento das caracteristicas sexuais secundarias, tipo
masculino, apresentando, pois, atividade androgenica. Estas subs-
tancias afetam, também, outros sistemas do corpo e em alguns ca-
sos o efeito pode ser de maior significancia do que a agao sobre
a estrutura sexual. '

Dentre os androgenos podemos citar a testosterona como
um dos hormonios mais importantes e que vem despertando particu-
lar interesse.

Muitos autores tem estudado variagoes da testosterona 1i

(38)

vre em patologias tais como: ovarios policisticos hirsutis-

mo(27’33’41'45), hipogonadismo(45). cancer da préstatatzg); em pa

cientes usdndo drogas: tratamento de recém-nascidos com fenobar-

(12)

bital , antiepilepticos em mulheres com epi]epsia(3), exposi -

¢ao ao Iev0norgestre1(4°); e outras alteragoes como efeitos gene-

(20) (39) (18)

ticos obesidade e acne

A testosterona tem como proteinas carreadoras:



a) SHBG, uma g-globulina com peso molecular de -100.000(5). que
tem uma alta afinidade e uma baixa capacidade de ligagao ,

~ tanto com a testosterona como com outro hormonio sexual que

€ 0 17 g-estradiol;

b) Albumina, que tem uma baixa afinidade, porem uma alta capa

cidade de ligacgao;
C) uma pequena quantidade ligada a CBG(]’4’]0’]]’26’35)=

Nenhum dos metodos convencionais para a determinagao de
hormonios esteroides, inclusive o radioimunoensaio, & suficiente=
mente sensivel para uma determinagao quantitativa de esteroides
livres no sangue humano. Na busca de ensaios mais sensiveis tem
sido desenvolvidas varias tecnicas como a dialise de equilibrio

que utiliza uma membrana semfpermeavel para separar o hormonio 1i

vre daquele 1igado a proteina carheadora(lo’ll’]3’]7’20’22’28729’

30'32’33’38’39’43’44’45’47); dialise de fluxo, que tambem wutili-

za uma membrana semipermeavel porem adaptada a uma celula espe-

cial(21'23’24); ultrafiltracao, utilizando uma membrana semiper -

(6,13,15,30)

meavel e centrifugagao ; gel filtragao que separa o

(7,31,44),

hormonio ligado daquele l1ivre com Sephadex 5 radioimunoeg

sato em salival'?); analisador semi-automatico (Centria Radioimmu

noassay Centrifugal Analyser)(35); metodo do carvao-dextran, que

utiliza uma suspensao de carvao como mejo de separagio(]2’23’24 ’

33’41); precipitacao proteica com sulfato de zinco e hidroxido de

birio(4o’42); ou, indiretimente, medindo a capacidade de ligagao

a SHBG(3’18’27), todos utilizando tecnicas radiometricas. Embora



tenha sido demonstrado que resu1tados similares podem ser obtidos
com a maioria das tecnicas citadas, cada uma delas apresenta van-
tagen; e desvantagens. Alguﬁs metodos tem a vantagem de utilizar
pequena quantidade de material biologico ou de serem efetuados em
curto espago de tempo, porem tem a desvantagem de necessitarem de
Aanticorpos altamente sensTveis ou aparelhagem especial; outros mé?
todos apresentam valores muito discrepantes de um autor para ou-
tro e outros, ainda, medem somente o hormonio livre de uma protei-

na especifica como, por exemplo, da globulina de ligagao do% hor-

monios sexuais (SHBG).

1.2 - Objetivo

Devido aos motivos expostos propuzemo-nos padronizar um
metodo de determinag3o de esteroides livres em materiais bioldogi-
cos, gque pudesse ser usado rotineiramente em laboratirios de dosa-
gens hormonais. Dentre as tecnicas descritas, ; dialise de equi-
1ibrio foi a que mais se ajustou a esta finalidade; principalmen-
te, em termos de custo e aparelhagem utilizada. Propuzemo-nos, en
tdo, desenvolver essa técnica para determinagao de testosterona

livre, esteroide cujo estudo vem despertando particular interesse.
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2 - MATERIAIS

2.1 - Reagentes, Sais e Solucoes

2.1.1 -

2.1

2.1

.2

.3

LY

Hormonio Radioativo: Testosterona 1,2, 3H(N), 40
Ci/mmol, cat. NET-187 obtido da New England Nuclear
Corp, Boston, Massachusetts, E.E.U.U.,em solugio de

benzeno-etanol (9:1).

Solventes Organicos Acido cloridrico, grau labora-
torio, alcool metilico, benzeno e isooctano para
cromatografia e tolueno da firma Merck Darmstadt ,

Republica Federal da Alemanha.

.2.1 - Solugao I (solugao de intumescimento): benze-

no: metanol (85:15 v:v).

.2.2 - Solugao II (solug3o de eluigao): isooctano :

benzeno: metanol (90:5:5 v:v:v).

Sephadex LH-20 (25-100 mesh): Pharmacia Fine Chemi-

cals, Uppsala, Suecia.

.3.1 - Intumescimento do Sephadex: 15 g de Sephadex fo
ram intumescidos com 10 m1 de solugao I duran-

te aproximadamente 18 horas.



2.1.3.2 - Empacotamento do Sephadex: Sephadex, previa
mente intuhscido,foi empacotado em uma colu-

" na éromatogrifica de 15 cm x 1 cm com uma pla
ca de vidéo poroso adaptada na sua base e es-

ta recoberta com um disco de fibra de vidro .

2.1.3.3 - Saturagao do Sephadex: ApOs o empacotamento
percolaram-se cerca de 50 ml da solugao II .
Saturado o Sephadex, aplicou-se outro disco .

de fibra de vidro no topo do mesmo.

2.1.4 - P.P.0, (2,5 difeniloxazole): Amersham/Searle, 111i-
nois, E.E.U.U.

2.1.5 - Dimetil P.0.P.0.P. (1,4-bis (2(4-metil-5 feniloxazo

191)- benzenc) - Amersham/Searle, I1linois, E.E.U.U.

2.1.6 - Triton X-100 (iso-octil-fenoxipoletoxietanol) Rohn

and Haas, Filadelfia, Pensilvania, E.E.U.U.

2.1.7 - Liquido de Cintilagao:

2.1.7.1 - Solugao A (solugao concentrada): 40g de P.P.O.
e 0,50 g de dimetil P.0.P.0.P., dissolvidos em
1000 m1 de tolueno. A ‘ '

2.1.7.2 - Solugao B: mistura de Triton X-100: Tolueno
(1:2 viv).



2.1.

2.1.8 -

2.1.9 -

2.1.10

2.1.11

2.1.12 -

7.3 - Solugao de uso: 100 m) da solugao A diluidos em
900 m1 da solugao B; 9 ml desta solucao fo-
ram suficientes para solubilizar aproximada -
mente 1 m]l da amostra aquosa acidificada com

0,1 ml de acido cloridrico 2 N.

Azida sodica (AzNa): Merck, Darmstadt, Republica Fe

deral da Alemanha.

Fosfato monobasico (Na H, P 0,-H,0): Merck, Darms -
tadt, Republica Federal da Alemanha.

Hidroxido de Sodio (NaOH): Merck Darmstadt, Republi

ca Federal da Alemanha.

Solugao tampao (tampao fosfato 0,05 M, pH 7,4): A
8,9g de NaH2P04.H20 adicionou-se 1,09 de AzNa, aos

quais foram dissolvidos em 1000 m)] de agua destila-

da e mantidos sob agitagao magnética ate a dissdhmso
completa dos sais. O pH foi ajustado para 7,4 com

o auxTlio de pastilhas de NaOH.

Solugao tampao contendo hormonio triciado: adicio -
nou-se a solugao tampao uma quantidade suficiente de
1,2, 3H(N)-testosterona para obter-se uma SO1ugao con-
tendo aproximadamente 8000 cpm / 10 m} da solugao

tampao.



2.1.13 - Membrana de dialise: tubo de celulose Spectrapor cat.

\
~

n? 8667A, Fisher Scientific Co, Pittsburgh, E.E.U.A.

. 2.7.14 - Fio revestido com parafina: fio dental Johnson's, da

Johnson § Johnson S.A. Ind. e Com.,S. J. dos Campos,

Sao Paulo.

2 - Material Bioldgico

2.2.1 - Mistura de soro e de plasma (pool): de individuos nor-

20202 -

2.2.3 -

mais, do sexo masculino e do sexo feminino, foram ob-

tidos de banco de sangue.

Soro humano: obtido por colheita venosa, de homens e
mulheres higidos entre 20 e 40 anos, no horario com -
preendido entre 8 e 10 horas, sendo todas as coletas

feitas quando os voluntarios encontravamése em jejum.

0 sangue foi mantido em banho-maria por aproximadamen

te uma hora e posteriormente centrifugado a 1500 rpm
por 5 minutos, para possibilitar a retirada do soro .
ApOs a separagao, o soro foi estocado a -20%¢c ate a

sua utilizagdo.

Plasma humano: Parte do sangue, dos mesmos voluntarios
acima citados, foi recolhidoem tubos contendo aproxi-
madamente 1 microgota de heparina sodica e centrifuga

da imediatamente. O plasma foi separado e estocado



ate o momento do uso, quando foi novamente centrifu-

gado a 1500 rpm por 5 minutos para separar a fibrina.

2.3 - Equipamentos

2.3.1

2.3.2

2.3.3

2.3.4

2.3.5

2.3.6

2.3.7

2.3.8

Agitador magnetico modelo 18: Fisher Scientific Cor-

poration, E.E.U.U.
Balanga analitica: Mettler H 20 T - Zurique, Suiga .

Banho com aquecimento e agitagao: Dubnoff Metabolic
Shaking Incubator, Precision Scientific, Chicago,

I111inois, E.E.VU.VU.

Centrifuga refrigerada: Damon IEC tipo PR-600, Inter
national Equipment Company, Boston, Massachusetts ,

EOE.U.UI
Congelador

Detector de cintilagoes beta: Beckman LS-150, Beckman

Instruments, Inc., E.E.U.U.

PotenciOmetro para determinagao de pH: Prédzisions -

pH Meter ES 10, Metrohm Herisau Suiga.

Placa de Aquecimento: Thermolyne Sybron Corporation,

type 1900, Dubuque, Iowa, E.E.U.U.



2.3.9 - Refrigerador

N\
2.3.10 - Vortex: Mixer Genie model K 550-G, Scientific Indus-

tries Inc., Springfield, Massachuseits, E.E.U.U.
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3 - METODOS

3.1 - Principio do metodo radiométrico utilizado na técnica de dia

lise de equilibrio

0 metodo baseia-se na semipermeabilidade da membrana de
celulose, a qual retem macromoleculas, permitindo a passagem de sol
ventes e de pequenas moleculas. A forga de impulsdo sera a pressao
de difusao relativa ao gradiente de concentragao da molecula em es
tudo atraves da membrana semipermeavel. Assim, teremos uma difusao
das moleculas pequenas ate que o gradiente de concentragao seja
igual a zero. Pode-se afirmar que a membrana de dialise funciona
como uma peneira mecanica, significando que 0s fatores limitantes
em qualquer dialise sao: o tamanho efetivo dos poros da membrana e
o tamanho dos solutos em estudo. Para solutos majores do que os
poros da membrana, obviamente, n3o havera penetragao; para solutos
muito menores que os poros da membrana, a difusdao € irrestrita e a
razio de transferencia & diretamente proporcional ao coeficiente de
difus3o, ao gradiente de concentragao e a area da membrana ocupada
pelos poros(37).

A utilizacao da radiometria, ou seja, a presenga de um

tragador rjadioativo possibilitando a determinagao da porcentagem do
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horaonio livre, se prénde ao fato de que o hormonio marcado tem,
praticamente, as mesmas caracteristicas quimicas e estruturais do
endogeno correspondente, distribuindo-se de maneira analoga a es-
te (14.25).

A nogdo de hormonio livre estd essencialmente  baseada
na suposicao de que 2 interagao entre o hormanio e a proteTna de
ligagao e reversivel e governada pela lei da agao das massas(g)que

no presente contexto pode ser estabelecida como:

E+P3P-E

sendo que:
a velocidade de associacao entre o hormonio e a proteina =

Ky 1EI1P]

e a velocidade de dissociagao do complexo hormonio-proteina =

= Ky IP-E]
onde:
Ka = constante de associacao do complexo
Kg = constante de dissociacao do complexo
|P| = concentrac3o proteica
|E| = concentra¢io do hormonio livre
= concentragio do complexo hormonio-proteina

IP-Ej

No equilibrio as reagcess Ze assocfagdo e dissociagdo est3o balan -
teadas:
K |P-E|

KJELIP] = K, P-E] .°. =
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Como a relagao das constantes Ky /Ky € por definigao a constante de

afinidade (K), teremos:
|P-E|
|E]|P]

e a porcentagem de E sera evidentemente:

[E| -
%€ - x 100 (I)
|E] + |P-E]

i

ja que: IEtI |E] + |P-E]

onde : lEtl = concentragao total do hormonio
- JE]|
Teremos entao: %t =
IE, |

No novo equilibrio, apos a adigao do tragcador, teremos:

+P I op-E, + P-ET

E*
+ 1

t )

1

onde os Tndices:
1 = moleculas da "fase interna"

* = moleéculas marcadas com tricio
Considerando que E” est3 distribuTdo de manmeira homogenea em E:

-> *

com uma constante de afinidade:
*
lP'E]|

K' o e —
E11P]
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- ’ :
Como a adigcao de uma massa I =ao aitera a constante de afinidade:

K = Kk
Entao:
3
|P-E| |-yl . IP-E| [P-E; |
® *
Elel IE1IP] lE| I}

Considerando que a concentragao do esteroide em questio,encoptrada
no plasma € muito menor do que a das proteinas ligantes e que a
adigcao de E* com a massa fria correspondente, seria compativel com
as quantidades de E, e portanto as cohdicaes de equilibrio nao se-

riam alteradas, teriamos:

* , x *
|E| ~ |E'|| e |E| + [P-E} - IE]l + |P‘E'|' (I11)

Substituindo (II) em (I):

* .
E7 |
%E = - (111)

Pelas leis da dialise, no equilibrio:
[E, + Ey] = lE, + E, |
dnde o ndice:
2 = moleculzs da "fase ex:erna”

E considerando que as atividades especificas s3o iguais:

e} = gy (1V)

-
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Desde que a interferencia da liberaqio de E do complexo P-E nas ati

vidades especificas devera ser de pequena monta, podemos substituir

(IV) em (I1I):

*
1

* *
[Eq1 + |P-Ey]

Portanto:

~ radioatividade externa/m]
3E =

radioatividade interna/ml

Na Figura 1, encontram-se ésquematizadas as sjtuagoes das
moleculas em estudo: no inicio da dialise (Figura la), na “fase in-
terna” temos um equilibrio dinamico entre o hormonio livre (E) e
aquele ligado @ proteina carreadora (P-E), e apds a dialise, quando
o equilibrio final foi atingido (Figuralb), o hormonio radioativo
(E*) esta distribuido proporcionalmente da mesma maneira do que o
hormonio endogeno. Assim, na "fase externa” encontramos unicamen-
te o hormonio livre (sem estar )igado a P) : E + E*, e na "fase in-
terna” a forma livre (E + E') e aquela ligada a proteina carreado-
ra (P-E em equilibrio com P-E*).

Desta forma, a medida do tragador na "fase externa” sera o indi
cador da frac3o livre do esteroide e a medida deste na "fase inter

na" sera o indicador do esteroide total.



Figura 1

ANTES 00 EQUILIBRIO

2000 TAMPAO
P-E
[
E
N0  EQUILIBRIO
MEMBRANA
30RO TAMPAD
P-E===P-F
|
E+E—f== E+E
;

Esquema das situagdes das roléculas em estudo

-6~
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3.2 - Cromatografia de testosterona triciada

Como o hormonio marcado deve estar livre de outros este-
roides contaminantes ou de produtosde degradacao do mesmo (por es-
tocagem ou auto-radiolise), para que possa ser utilizado na tecnica
adotada que exige tragadores puros, fizemos a verificagao de pure
2a utilizando cromatografia em coluna(z) com Sephadex LH-20, prepa
rada conforme técnic$ descrita nos itens 2.1.3.1 a2 2.1.3.3., a ca-
da 6 meses.

Coletamos os eluatos em fragoes de 2 ml cada, em frascos
de cintilagao, sendo posteriormente evaporado o solvente organico e

o extrato ressuspendido em 5 m1 da solugao cintiladora.

3.3 - Dialise de equilibrio com soro ou plasma nao diluidos

A tecnica utilizada foi a descrita por KLEY e colaborado

res(]7) , obedecendo a seguinte sequencia:

a) Cortam-se segmentos de tubos de celulose de aproximadamente

15 c¢cm (Figura 2a);

b) Os segmentos sao imersos em agua destilada por 30 minutos ,

para lavagem;
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Figura 2 - Preparo do material para realizagdao da dialise de

equilibrio
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Da agua, os segmentos de tubos de celulose sao transferidos
para a solugao tampao (2.1.11), onde permanecem durante a noi

te, por periodo de aproximadamente 16-18 horas;

Adicionam-se a frascos de cintilagao (Figura 2c) 10 ml de
solug3o tampao contendo aproximadamente 8000 cpm de testos-
terona triciada (Figura 2d),sendo esta considerada a "fase

externa”;

Preenchem-se os segmentos com 1 ml de plasma, fechando-se
os lados com fio revestido com parafina, conforme Figura 2b,

sendo esta considerada a "fase interna";

Pesam-se os sacos a serem dialisados acondicionando-os ime-
diatamente em forma de U dentro dos frascos previamente pre

parados, como mostra a Figura 2e; :

Incumbam-se em banho a 37°C por 16 horas, sob agitagao (60

ciclos/min) no aparelho Dubnoff;

Apos a incubagao, os tubos de dialise sao novamente pesados

e 0 seu conteudo imediatamente esvaziado em tubo de ensaio;

Em frascos de cintilag3o contendo 8 ml de solugao cintilado
ra (2.1.7.3.), pipetam-se 1 m1 da "fase externa” e 0,3 ml da
"interna” ,separadamente, completando-se o volume do segundo fras

co para 10 m} com 0,7 m1 de solugao tampao;

Determinam-se a radivatividade de ambas as fases no detec -

tor de cintilagbes beta (2.3.5);



-20-

As formulas para calcular a porcentagem de testosterona

livre sao as seguintes, segundo kLey (173,

AN

CPReory = SPMype + (cpmy o x p/vol , - cpm, 0 X P/vol i)

% livre = (chext X vo]int / cpmcorr X volext) x 100
onde:

cpm = contagens -por minuto

CPM o = Cpmy . corrigido pela diferenca de volume

CPM. s © CPM,, o radioatividade medida nas fases "interna"
e "externa" respectivamente.

vo]int e volext = volume utilizado para medir a radioativida
de

p = diferengca de peso causada pelo aumento do volume da

fase "interna”, apos a dialise.

3.4 - Dialise de equilibrio com plasma diluido

De acordo com procedimento ja descrito(]]’]3’32’38’43’

*4,45) realizamos em 10 amostras didlise de equilibrio de plasma
Ciluido 1:5 segundc o descrito no ftem 3.3.

Efetuamcs tambem as seguintes diluigdes do plasma:
1:2,5; 1:5; 1:7,5; 1:10; 1:15; 1:20, em solugao de tampao fosfa

to, sendo entdo pr2enchidos segmentos dos tubos de dialise com
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1 ml de cada diluigao, seguindo o procedimento descrito no item

3.3.

As formulas para calcular a porcentagem de testostero-

na livre foram as seguintes:

3.4.1 - Calculo da porcentagem por meio de cada diluicao

4

Observamos que, com ¢ plasma diluqu,nio houve varia -

¢3ao de peso antes e apos dialise e, mwtmno,segundo a equa;?o de

KLEY modificada para plasma diluido:

cpm x vol,;
% livre = ext int x 100
Cpmy 4 X volext x f
onde: f = fator de diluigdo

3.4.2 - Calculo da porcentagem por meio da curva de dilui-

cao

cpm x vol

a) % livre = ext

CPMcorr X VOlext

int

x 100, para cada dilui-

¢ao

b) traca-se a curva de porcentagem de testosterona livre em

ordenada versus diluigao em abscissa

c) o valor da porcentagem de testosterona livre no plasma nao

diluido @ obtido por extrapolagao, a partir da reta cons -

truida no grifico do item b, para o plasma niao diluido, ou

pela equacdo da reta y = a x + b (obtida pela

linear), quando x = 1.

" regressao
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3.5 - Dialise de equilibrio com plasma nao diluido (t€cnica modi-

ficada)

\

0 procedimento geral foi o mesmo descrito no item 2.2

onde os itens a, b, c, e e g permaneceram inalterados e f e h nio

foram utilizados. As alteracoes nos demais itens foram as seguin

tes:

d.1)

d.2)

d.3)

1)

)

Adicionam-se a frascos de cihtilaéio. n ml de solugao
tampao fosfato contendo aproximadamente 800 cpm de tes -

tosterona triciada por ml;

0 sistema e estabilizado por repouso de, aproximadamente,

1 hora;

Retira-se 1 m] desta solugao para contagem da radioativi
dade inicialmente adicionada. O0s 10 ml restantes cons-

tituirdo a "fase externa’, como na tecnica originals;

Em frascos de cintilagao contendo 9 ml de solugao cinti-
ladora, pipeta-se 1 ml da“fase externa” apos a dialise ,
procedendo da mesma maneira com a solugao do item d.3

(pre-dialise);

Determinam-se a radiocatividade da "fase externa” antes e

apos a dialise, no detector de cintilagoes beta.

As formulas para calcular a porcentagem de testosterona

livre sao as seguintes:



cpm,
« % 1i
onde:
CPMyot
cpm =

ext

3.6 ~ Variagao

tempo

3.6.1 -

3.6.2 -
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pt /W = (cpmtot - cpm, ) x 10
cpm / ml
vre = ext x 100
cpm, 4 / ml
radioatividade da "fase externa®™ medida antes da

dialise

radioatividade da "fase externa" medida apos a di§

lise

de peso do segmento de tubo de dialise durante o

Antes da dialise: adicionamos 1 ml de plasma em um
segmento de celulose previamente tratado (items 3.3.a

e 3.3.c).

Apdos fecharmos as extremidades procedemos a
pesagens sucessivas em intervalos de 5' durante os
primeiros 30', intervalos de 10' ate os 120' e in -

tervalos de 30' até completar 270' (4h e 30°').

Apos a dialise: a tecnica da dialise de equilibrio

foi seguida coniorme item 3.3. até o item 3.3.h, on
de, ao inveés Jde uma Unica pesagem foram efetuadas me
didas sucessivas em intervalos de 10’ nos primeiros

30" e de: 30' até completar 270°'.
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3.7 - Caracteristicas operacionais

Foram avaliadas as seguintes caracteristicas operacio -

nais dos metodos descritos:

3.7.1 - Especificidade: A especificidade da tecnica foi a-

3.7.2 -

3.7.

valiada pelas curvas obtidas com os resultados das
varias diluigoes do plasma (item 3.4), que devem se
apresentar ao longo de uma linha reta. A prova de
diluigao e uma condigcao necessaria para afastar in-
terferentes no ensaio, os quais devem-se reduzir com ©

aumento das diluigoes.

Precisao: Verificamos a precisao do metodo calcu -
lando o coeficiente de variagao dos resultados en-
contrados em duas misturas ("pool”) de amostras de

plasma, analisando a sua reprodutibilidade:

2.1 - Intra-ensaio: Uma série de aliquotas das duas

misturas foram medidas por 7 e 9 vezes.

3.7.2.2 - Inter-ensafo: AlTquotas iguais das mesmas mis

turas foram distribuidas em varios ensaios em

dias diferentes.



-25-

3.8 - Determinacio de valoqes normais em plasma humano

Apos a padronizagao da tecnica modificada da giilise de
equilibrio com plasma nao diluido (item 3.5), medimos 29 amostras
de mulheres higidas na fase folicular e de 19 homens, com qjdades

variando entre 20 e 40 anos.
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4 - RESULTADOS

4.1 - Cromatografia da testosterona triciada

A Figura 3 mostra o cromatograma'de eluigao da testoste,
rona triciada, em Sephadex LH-20, onde podemos observar a pureza
da mesma, como indicado por um pico nas f;aQSes 21-24 .

0 mesmo ocorreu com os outros cromatogramas obtidos a
cada 6 meses; portanto, como nao observamos degradagao, nao hou
ve necessidade de purificagao do esterdide triciado no decorrer

do nosso trabalho.

4.2 - Variag3o de peso do segmento de tubo de dialise durante o

tempo

Na Tabela 1 mostramos o0s resultados da variagao de peso
do segmento de tubo de dialise com o tempo, antes e apos dialise.
Esta variacd3o e melhor visualizada na Figura 4, onde po-
demos observar que apesar do peso variar,tanto antes camo apds 2

didlise, houve uma perda maior de peso antes da didlise, no perio
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Tabela I - Variagao de peso nos segmentos do tubo de dialise, pre-
enchidos com 1 ml de plasma. Avaliacdo antes e apos
+ di3lise de equilibrio.

Tempo Peso (g)
(minutos) Antes da dialise Apos a dialise
0 1,34383 1,33736
5 1,34306 —
10 1,33742 1,33047
15 1,33148 —_ .
20 1,32591 1,32852
25 1,32100 —_
30 1,31459 1,32561
40 1,30852 —_
50 1,30090 —_
60 1,29287 ' 1,31733
70 1,28682 —_
80 : 1,28062 —_
90 1,27364 1,31016
100 1,26793 —
110 1,25685 —_—
120 1,24023 1,30045
150 1,23446 1,29270
180 1,21969 1,28461
210 1,18379 1,27752
240 1,17923 1,26779
270 1,16034 1,26074
Variagao do peso* 0,18349 0,07662
Variagdo percentual”  13,65% 5,73%

*valor infcial - valor aos 270 minutos
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Figura 4 - Variagao do peso nos segmentos de tubos de dialise contendo 1 ml de plasma. Ava-
liagao antes e apos dialise de equilibrio.
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do de 270 minutos, com uma variagio de -13,85% (1,34383 g -
- 1,16034 g), comparada com - a variagao de -5,73% (1,33736 g -
+ 1,26074 g) apos a dialise.

4.3 - DiluicOes plasmaticas

4.3.1 - Na Tabela II estao os valores da porcentagem de tes
tosterona livre obtidos em plasma diluido (1:5), uti
lizando o fator de diluigao para efeito de calculo
e aqueles obtidos nestes mesmos plasmas, porem pelo

metodo direto.

A analise das medias nos mostrou serem significati-
- vamente diferentes pelo teste t de "Student"” ao ni-

vel de 5% (t,, . = 16,0190, t0,05 = 2,306).

A correlagao entre a porcentagem de testosterona 1i
vre, obtida a partir do plasma dilufdo,com os resul-
tados correspondentes com plasma nao diluido, foi de
r = 0,3710 (n = 10)nao sendo significativa (ro'05

= 0,6319).
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Tabela I] - Porcentagem de testosterona livre em 10 amostras de
plasma, medidas pela tecnica direta no plasma nio di-
luido e com diluigao 1:5

Diluigao 1:5 Metodo Direto.
(%) (%)
]’44 2’2]
1,38 2,03
]’34 ].88
1,20 3,15
2,04 4,32
2,21 2,51
2,20 2,50
1,02 1,71
1,80 3,12
2,98 2,71
X 1,76 . 2,61
D.P. 0,60 0,77
tcalc. = 1§,0]9 > tcrit. = 2,306

Houve diferenga significante ao nivel o = 0,05 entre as medias

obtidas por ambas as tecnicas.
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y=0,476x +1,7758
r=0,37i
n= 10

testosteronc livre (%) plosma n¥o diluido

0o T ) 3 1 s
‘testosteronc—livre (%)~ plosma—diluldo-(3:5) -

Figura 5 - Correlagao entre aporcentagemde-testosterona livre obti

da com plasma dilufdo (1:5) e a partir de plasma  ndo

diluido.
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4.3.2.1 - A Tabela III mostra as equagoes das retas da

.4.3.2.2 -

regressao linear das diluicoes seriadas de 5
amostras plasmaticas conforme os calculos indica .
dos no item 3.4.2, com seus respectivos coefi
cientes de correlacao. Observamos que a cor-
relagao entre as diluicoes do plasma e a por-
centagem de testosterona livre foi perfeita -

mente linear, com valor medio de 0,9967.

Na Figufa 6 mostramos duas destas retas de di
luicao seriada do plasma versus porcentagem de
testosterona livre. ,
A observagao da Tabela IV mostra que na compara
¢ao dos resultados da porcentagem de testoste-
rona livre obtidos pela diluigao seriada do
plasma e pelo metodo direto, nas 5 amostras
de plasma, os valores nao foram significativa
mente diferentes (t = 0,10656;

t0,05 = 3,182).

observado

Por outro lado,a comparacao entre os 2 'meto-

dos foi altamente significativa (r = 0,9658;

obs
r = 0,8783), apesar do pequeno numero de
0,05

amostras.
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Tabela IIl - Equagoes das retas correspondentes aos resultados da
dialise de equilibrio com diluigOes seriadas de amos
tras de plasma.

Amostra Equagdo da Reta Coeficiente de

(n0) (regressao linear) correlagao
(r)
1 y = 1.2916x + 0,9252 0,9983 .
2 y = 1,2480x + 0,6117 : 0,9963
3 y = 1,2618x + 0,5157 0,9988
4 y = 0,8875x + 1,7222 0,9930
5 y = 1,3615x + 3,5747 0,9972

X = 0,9967

Onde:

x = recfproco da diluigao

y = % de testosterona livre para uma dada diluigao
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Figura 6 - Efeito da diluigdo do plasma na porcentagem de testos-
terona livre determinada pela dialise de equilibrio, em
2 amostras diferentes de-plasma.
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Tabela 1V - Comparacio dos resultados da porcentagem de testoste-
rona livre obtidos pelasdiluicoes seriadas do plasma e
pelo método direto.

% Testosterona Livre

Diluigao Seriada : Metodo Direto
2,13 , 2,21
1,86 , 2,03
1,77 1,88
2,61 3,15
4,94 4,32
X 2,66 2,2}
D.P. 1,32 1,02
tcalc. = 0,107 < tcrit. =3,182

Nao houve diferenga significante ao njvel de « = 0,05 entre

as médias obtidas por ambas as tecnicas.
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4.4 - Compagacio das porcentagens de testosterona livre obtidas a
partir do plasma e soro
0s resultados obtidos para soro e plasma, wutilizando o
meétodo de dialise de equilibrio para material naoc diluido (item
3.3), mostram nao haver diferenga significativa entre as meédias
(tobs = 1,339 e t0.0S = 2,042) obtidas - Tabela V.
A correlacgao entre os valores da % testosterona livre no

p‘la;ma e soro foi significativa, sendo dada pela equagao y = 0,8480x

+ 0,1730 com uma corre¢ao de 0,9268 (n=32) - Figura 7.

4.5 - Comparagao entre os resultados obtidos pela técnica de Kley
e colaboradores (3.3) e os obtidos com as medidas apenas na

“fase externa” (tecnica modificada (3.5) ).

A Tabela VI mostra os resultados de 62 pares de amos-
tras medidas pelos dois métodos de calculo, em que se pode obser-
var que as diferengas das medias nao foram estatisticamente signi

ficativas (t = 0,806; t = 2,000).

obs 0,05

A comparagao dos resultados obtidos pelos 2 metodos mos
trou uma regressao linear (Figura B8) dada pela equagao y =1,0044x
- 0,1242 com uma correlacao altamente significativa de 0,9852 pa-

ran= 62 (ro’o5 = 0,2500).
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5
y=0,0480x + 0,1730
r=0,9268

4 n=32

't"estosfeton.n;""llvre (%) plasma

0 ] —3 3 3 5
testosterona livre (%%) soro

Figura 7 - Correlagao entre as porcentagens de testosterona livre

em amostras pareadas de plasma e soro.
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Tabela VI - Resultados da porcentagem de testosterona livre obti-
dos em 62 amostras de plasma, pelos dois metodos de medi -
das.

< Testosteramy Livre

tode Padroniiade Nedids Modificads
Nitode P
1,88 1,84
1.6% 1,78
2.42 2,60
2.8 2,98
3.9 3.7¢
.18 2.80
3.28 3,33
2.89 3,00
2,18 .1
1,27 1,9
2,4 2,20
2,12 2.19
Z,18 2,32 -
1,52 1,87
3,8 3,70
3.04 L,n
3,44 3.50
3.24 3,34
3.4 3,52
2,94 3,28
2,06 3,46
.74 3,73
2,89 3,19
2.28 2,58
2.2) 2,45
1,18 1,19
1,28 1,84
2,06 2,46
1,82 1,9
1,93 1.86
1,35 1,49
1,98 2,26
1,71 1,80
1,60 1,83
1,44 1,53
2,09 1,79
1,63 1,85
2,08 2,22
1,76 1,90
1,85 1,72
1,73 1.94
2,90 3.20
1,76 1,87
2,27 2.2y
‘31,32 1,24
1,32 1,45
1,50 1,65
i i
»
118 1,15
1,35 1,50
}.51 }.:!
'3‘ [ b4
1,67 }.;g
26 ’
1013 1,28
1,04 1,29
1 1,49
'32 1,74
» L]
1,33 3,53
1,66 V.72
1,5¢ 1,67
: § 2,04 2,15
0.p 0,77 0.7%
Yegrc, " 00BD6 € Ry ® 2,000

N3o houve diferenga significante ao nivel de « = 0,05 entre as me
dias obtidas pdr ambas as tecnicas de medidas.
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y=1,0044x -0,1242
r=0,9852
44 n=62

ORIGINAL
testosterona livre (%)
0. (]

[4

TECNICA

o ) 2 3 4 5
testosterona livre (%)
TECNICA  MODIFICADA

Figura 8 - Correlagao entre as porcentagens de testosterona livre
' obtidas com a medida modificada (tecnica modificada) e
segundo a avaliacao pela tecnica original de Kley (téc

nfca original).
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4.6 - Caracteristicas Operacionais
4.6.1 - Especificidade

Na Tabela Il podemos verificar que a correlagao entre
a diluigao e a porcentagem de testosterona livre, foi em media 0,9967,

variando de 0,9930 a 0,9988 (n = 5).

4.6.2 - Precisao

4.6.2.1 - A Tabela VII mostra a reprodutibilidade intra -.
-ensaio, para ambas as "tecnicas" (original e
modificada), sendo que oscoeficientesde varia
cao foram de €,16 e 8,62%,n0 mesmo ensaio para
uma mistura de plasmas com valores medios (amos
tra A) e altos (amostra B), respectivamente, na
"téecnica" original. Na "tecnica” modificada os
coeficientes de variagao foramde 4,57 e 6,31%
para os valores medios e altos respectivamen-
te valores estes menores do que 0S correspon

dentes na "tecnica" original.

4,6.2.2 - A Tabela VIII mostra a reprodutibilidade in-
ter-ensaio, para ambas as "técnicas" (origi -
nal e modificada), sendo que cscoeficientesde

var‘iacso foram de 5’97 e 4,61% em V.a'r'iOS ensai

0s para uma mistura de plasmas com valores
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Tabela VII - Reprodutibilidade'1ntra-ensaio da medida da porcenta
gem de testosterona livre em duas misturas de plasma
avaliadas pelas“ticnﬂms" original e modificada.

Técnica Original Técnica Modificada
Amostra A Amostra B Amostra A Amostra B
(%) () (%) (3)
2,78 3,81 z2,81 3,70
2,70 - 3,04 | 2,84 3,1
2,42 " 3,44 2,55 3,50
2,56 3,24 2,69 3,34
2,59 3,34 2,72 3,52
2,93 3,12 2,96 3,26
2,69 3,26 2,82 3,46
3,74 3,73
3,00 3,19
X 2,67 3,33 2,77 3,42
D.P. 0,16 0,29 0,13 0,22
n 7 9 7 9

C.V.(%) 6,16 8,62 4,57 6,31
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Tabela VIII - Reprodutibilidade inter-ensaio da medida da porcen-
tagem de testosterona livre em duas misturas de
plasma avaliadas pela “"técnica” original e modificada.

Tecnica Original Técnica Mo&ificada
Amostra A Amostra B Amostra A Amostra B
(%) (%) (%) (%)
2,67 3,15 2,69 3,21
2,60 3,24 2,53 3,25
2,52 3,28 2,51 3,42
2,63 3,21 2,77 3,52
2,58 3,00 2,45 3,16
2,67 3,45 2,48
2,27
2,34
X 2,54 3,22 2,57 3,31
D.P. 0,15 0,15 0,13 0,15
n 8 6 6 5

C.V.(%) 5,97 4,61 4,98 4,59
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" medios (amostra A) e altos (amostra B), respec
tivamente na "técnica"” original. Na “tecni-
ca” modificada os coe»ficientes de variagao foram
de 4,98 e 4,59% para os valores medios e al-

tos, respectivamente.

4.7 - Determinagao dos valores normais em plasma humano

A Tabela 1X mostra os percentuais medios de testostero-
na livre para homens (2,57 L4 0,45%) e mulheres higidas na fase fo
licular do ciclo menstrual (1,67 ! 0,30%), nas nossas condigoes de

trabalho, significativamente diferentes.
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Tabela IX - Media dos valores percentuais de testosterona livre

em mulheres na fase folicular do ciclo menstrual e
em homens higidos.

% Testosterona Livre

Mulheres
(Fase Folicular) Homens
Media 1,67 2,57
Desvio Padrao 0,30 0,45
Numero de Casos 29 19
tcalc. = 22,228 > tcrit. = 2,021

Houve diferenga significante ao nivel a« = 0,05 entre as medias.
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5 - DISCUSSAO

Por refletir de uma maneira geral as condigoes "in vivo"
a tecnica de dialise de equilibrio como metodo de ava]iagio;de tes
tosterona livré tem sido largamente aceita, embora os resultados das
medidas "in vitro® nao representem necessariamente o valor real “in
vivo" da interacao do esteroide com as prbteTnas transportadoras no
plasma(js).

Para as tecnicas "inp vitro”, um fator importante & de que
o hormonio marcado (tracador) se encontre quimicamente puro e sem
produtos de degradacao, fato este que pode ser observado no croma-
tograma da Figura 3.

Por haver uma variacao de peso dos segmentos dos tubos de
dialise, durante o perjodo de pesagem (Figura 4), torna-se necéssi
ria a realizagao rapida desta etapa; para que nao ocorram erros
importantes o ensaio nao deve ser conduzido com nﬁmero elevado de
amostras. 0 estudo da variacao de peso antes e apos a dialise mos-
trou que a queda de peso se comportou de maneira diversa nas duas
sitvagoes acima citadas (Figura 4), pois, como estamos trabalhando
com uma membrana semi-permeavel, a tendencia & de que as pressdes
osmoticas, "interna” e “externa", se jgualem. Entretanto, como a
"fase externa” no momento da pesagem, antes da dialise, e o ar anm-

biente, haverd tendencia a uma perda progressiva da agua existente
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na "fase interna” (plasma). Com a provavel formacio de uma pelicu
la de agua na superficie externa da membrana, durante a diadlise de
equi]?ﬁrio, ocorreri o mesmo fenomeno da perda progressiva de agua,
porém com uma velocidade mais lenta, pois, esta pelicula formara
uma barreira. Este fato foi comprovado experimentalmente.

A etapa de pesagem se faz necessaria na medida em que
existe um gradiente de pressao osmotica entre o plasma nao diluido,
contido no segmento de dialise e a solucao tampao, com tendéncia
a um aumento do segmento de celulose, apos a dialise. -

Na tentativa de eliminar a pesagem, estudou-se a dialise
de equilibrio com plasma diluido, pois, dependendo da diluigdo, o
gradiente da fase "interna" e "externa" tende a zero, eliminando ,
assim, o aumento de volume da "fase interna”; desta forma, poder-
~-se~ia, eventualmente, eliminar a etapa de pesagem dos tubos con -
tendo o plasma.

Na primeira tentativa diluiu-se o plasma 1:5, por ser es
ta diluicao a mais utilizada por diversos autores(]3’39'39’45’47),
porem quando comparamos os dados obtidos, corrigidos para diluigao,
com aqueles encontrados em plasmas nao diluidos, mais proximos das
condigoes fisiologfcas, verificamos que os valores corrigidos fo-
ram significativamente mais baixos que aqueles do plasma nao dilui
do (Tabela II1).

0 passo subsequente seria, pois, empregar diluigoes Ssu-
cessivas do mesmo plasma e extrapo1ar a curva para um valor teori-
co nao diluido; nesta situagdo o valor observado na extrapolagao da
curva, para 3 situagao teBrica nao dilufdas, nao foi significativa
mente diferente daquele encontrado na dialise direta do plasma nao

diluido (Tabela lv). Alem disso, como as inclinagoes destas retas
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variam de um plasma a outro (Tabela I1I), provavel-gnte. devido
as diferengas de afinidade das proteinas ligantes (SHBG, Albumina
ou CBG) de individuo para individuo, ndo seria possivel a obten-
¢cao de um fator unico que permitisse o emprego de apenas uma dilui
¢ao do plasma, como seria desejavel. .

Entretanto, embora o emprego de diluigoes sucessivas fos
se valido, seria extremamente trabalhoso e inexequivel para uso
clinico.

Portanto, nao havia divida de que, do ponto de vista de
simplicidade, a dialise de equilibrio, com correcao do peso, como

sugerida por Kley, seria um metodo para uso nas investigagoes c1i
nicas. Sendo o frasco de dialise de equilibrio um sistema fecha~
do (Figura 2), toda a radioatividade inicialmente adicionada deve
ria estar presente, ao final do ensaio, nas fases externa e inter
na. Portanto, a diferenca entre a radicatividade inicialmente adi-
cionada e aquela encontrada na "fase externa, apos o equilibrio ,
deveria ser, obviamente, igual a radioatividade contida na “fase
interna®.
Deste raciocinio resultou a formula do item 3.5:
cpmext/ml

Xlivre = = 100
chint/M]

Caso esta maneira de obteng3ao dos resultados fosse fden
tica aquele obtida com a corregao de peso, proposta por KLEY e
colaboradores‘]7), evitar-se~ia umpasso que poderia determinar
erros, como sejam as pesagens dos segmentos de dialise. Com efei
to, nio sd a correlacao foi altamente significativa (r = 0,9852),

como as medias dos resultados obtidos com as duas técnicas nao fg
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ram significativamente diferentes (tobs

utilizando um grande nﬁnero de amostras (n = 62).

= 0,806; t0,0S = 2,000),

~ Assim, esia modificagao € certamente valida e, por ou-
tro lado, nao devera existir adsorcao significativa do tragador as
paredes, quer do frasco de dialise, quer da membrana.

Devido a modificagao proposta nos calculos da porcenta-
gem de testosterona livre, eliminou-se um possivel fator de erro,
relativo a etapa de pesagem. Inexistindo a pesagem conseguiu-se
waior rapidez no ensaio. »

Como o objetivo foi padronizar um metodo de determira -
¢ao de testosteroma livre que pudesse ser usado rotineiramente em
laboratorio clinico e de pesquisa e, levando-se em conta o fato de’
alguns investigadores nao utilizarem plasma e sim soro, para suas
dosagens, realizamos um estudo pareado com plasma e soro, verifi-
cando-se nao haver diferenga significativa entre os dois materi -
ais. Portanto, esta tecnica pode ser usada indiscriminadamente pa
ra plasma ou soro.

Para avaliar as caracteristicas operacionais da tecnica
em desenvolvimento, verificamos a especificidade pelas curvas de
diluigao dos plasmas, pois, se existissem interferentes que pudes
sem modificar o resultado final, estes, provavelmente, se diluiri
am de maneira diferente daquela do hormonio em estudo, modifican
do o perfil da curva. De acordo com o item 4.6.), todos os pon-
tos se apresentaram ao longo de uma reta, o que @ uma condigao ne-
cessaria para medida de especificidade(46).

Comparando os coeficientes de variagdo (C.V.), intra e
inter-ensaio, dos resultados encontrados pela "técnica modifica -

da” e pela "tecnica original”, verificamos que os C.V. da "tecni-
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ca modificadaf sao mais baixos do que os da ftEcnica original® que,
por su:z vez, sao compativeis com os C.V. ap;esentados em literatg
ra pertinente (Tabela X). Este fato se deve, provavelmente, a
eliminagao do fator pesagem no computo geral dos fatores de erros
que s3o inerentes a toda tecnica.

Apos padronizar o metodo para as nossas condigOes de tra
balho, ensaiamos plasmas colhidos de homens e mulheres higidas, a
fim de estabelecer valores médios. Quande comparamss os valores ob
tidos com aqueles encontrados na literatura (Tabela XI) verifica-
mos ser compativeis com os encontrados por varios autores que uti

lizam o mesmo método de didlise de equilibrio com plasma ndo dilui
do(10,17,39) (8 ,

23,24)

ou diluido 1:2(29) ¢ semeihante a outros metodos
Pela Tabela XI podemos observar, ainda, que todos os au-
tores que utilizaram dialise de equilibrio com plasma diluido, ob
tiveram valores mais baixos do que aqueles obtidos com plasma nao di-
luido, fato este confirmado por nds, como ja foi discutido anteri
ormente.

Podemos verificar, ainda, na Tabela XI,a grande varia-
¢ao de resultados encontrados por diversos autores que wutiliza -
ram outras técnicas, como por exemplo, adsorgao com carvao-dex-

(12,23,41) (13,15)

tran ou ultrafiltragdo por centrifugagao



Tabela XI - Valores normais de porcentagens de testosterona livre plasmatica comparados com

resul tados publicados

Método Diluigao Homens (%) Mulheres (%) Referéencias

Dialise de Equilibrio nao diluido 2,57 ¥ 0,85 1,67 ¥ 0,30 Presente Estudo
Dialise de Equilibrio nio diluTdo 2,0 ¥ 0,16 1,55 ¥ 0,17 17
Dialise de Equilibrio nao diluido 2,20 ! 0,42 1,00 b4 0,18 10
Dialise de Equilibrio 2,50 ¥ o0,i; 39
Didiise de Eaquilibrio 1:2 2,60 ¥ 0,63 20
Dialise de Equilibrio 1:5 1,72 I 0,59 0,96 ¥ 0,59 45
Dialise de Equilibrio 1:5 1,46 1 0,32 0,90 ¥ 0,24 32-1
Dialise de Equilibric 1:5% 6,90 ¥ 1,90 4,50 ¥ 1,20 13
Dialise de Equilibrio 1:5% 10,12 ¥ 0,99 6,56 ¥ 0,89 38
Dialise de Equilibrio 1:20* 46,76 ¥ 20,42 26,68 T 14,08 33
Dialise de Fluxo 2,80 ¥ o0,m 1,89 ¥ 0,44 24
Adsor¢3o ¢/ Carvao-Dextran 2,50 ¥ 0,35 1,38 ¥ 0,28 23
Adsorgdo c/ Carvao-Dextran 6,76 ¥ 1,s5 4,05 ¥ 1,25 12
Adsorgao ¢/ Carvao-Dextran 47,20 4,10 29,60 ¥ 2,80 a1
Ultrafiltragao por Centrifugacio 8,50 ¥ 2,50 5,60 ¥ 1,10 13
Ultrafiltragdo por Centrifugagio 1,97 ¥ 0,56 0,90 ¥ 0,20 15
Precipitacio Proteica 8,60 ¥ 2,00 5,50 ¥ 2,00 42
Capacidade de Ligacdo Proteica (SHBG) 1,70 % 0,43 27
Capacidade de Ligagdo Proteica (SHBG) 1,13 ¥ 0,16 18
Capacidade de Ligagao Proteica (SHBG) 2,23 1,36 8

*Nio foi considerado o fator de diluigao.

_ZS-



Tabela X - Avaliacgao da rjeprjodutibi'lidade do metodo, compavjado com resultados publicados

_ Coeficiente de Variagao (%) -

Metodo Referencias

Intra-ensaio Inter-ensaio ' A

Dialise de Equilibrio 8,1 9,9 17
Didlise de Equilibrio 7,0 8,9 a7
Didalise de Equilibrio 6,16 - 8,62 5,97 - 4,61 Presente Estudo
Dialise de Equil. "Modificada" 4,57 - 6,31 4,98 - 4,59 Presente Estudo
Dialise de Equil. ¢/ plasma diluido 3,0 1,6 39
Dialise de Equil. ¢/ plasma diluide 3,8 - 45
Dialise de Fluxo - ~10 24
Dialise de Fluxo ~5 5=-10 21
Gel Filtragao 6,0 8,0 31
Ultrafiltracdo por centrifugagdo 9,0 10,5 17
Ultrafiltragao por centrifugagao 10,0 6,9 - 10,0 15
Adsorgao c/ Carvao-Dextran 1,9 3,8 4]

-es-
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6 - CONCLUSDES .

Tendo em vista os resultados obtidos, podemos concluir

1 - Na dialise de equilibrio, o peso dos segmentos dos tubos

varia tanto antes como apos a dialise, havendo perda mai-

or antes da dialise;

0 metodo de calculo da porcentagem de esteroide circulan-
te livre, proposto neste trabalho, resultou ser semelhan
te ao original gravimetrico, com a vantagem de nao neces-
sftar incluir o valor de variagao no peso do segmento de

dialise, eliminando, assim, a etapa de pesagem;

0 metodo utilizado levou aos mesmos valores daqueles en-
contrados em diluig¢des sucessivas do plasma, com extrapo-
lagao dos resultados, mas diferentes daqueles obtidos por

uma unica diluigao;

Verificou-se haver correlagao significativa (r = 0,9268 )
quando do estudo pareado de soro e plasma na dialise de

equilibrio;
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§ - 0 método mostrou ser especifico, pelo menos pela técnica

da diluigao;

6 - A precisao da medida, apreciada pela reprodutibilidade in
tra e inter-ensaio, apresentou valores dentro do esperado

para metodos biologicos;

7 - 0s valores percentuais medios de testosterona livre fo-
ram: para homens 2,57 : 0,45%2 e para mulheres na fése fo

+

Jicular do cicloc mestrual, 1,67 - 0,30%;

8 - 0s valores referidos podem ser considerados significativa
mente diferentes se, se leva em conta as condigoes de rea

lizagao do trabalho.
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