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PadrQni?amos o mptodo dp dosagpm dp diidrotestostero­
na apos cromatografia üm mililitro de soro contendo 1000 
contagens por minuto dP diidrotestostprona triciada foi 
pxtraida com hpxana arptato de etila (2 It) seco diluído 
com isooctana não saturada P aplicado na coluna previa­
mente lavada com 3 5 ml dp isooctana pura O soro foi 
pluido da coluna rom isooctana pura (3 5ml) seguida de iso­
octana com acetato dp etila a 5% A rpcuperacSo da dil-
drotpstostprona triciada variou de 50% a 80% em todos os 
ensaios A sensibi1idadp do método foi de 4 ng/dl e a varia-
ÇRO intra-ensaio fni menor que 9% e a intpr-ensaio menor que 
9 7% Dosamos a diidrotestosterona e testosterona para 
rtvaliarmoc a relação tpstosterona/diidrotestosterona ,nos 
seguintes grupos 6RUP0 I Quarenta e um indivíduos adultos 
normais em condições basais com idade cronológica de 19 H 
40 arios P obtivemos valorps dP dl idrotpstosterona de 49,3 
t P3 5 ng/dl P de tpstostprona foi dP 5E1 ± 132 ng/dl e da 
relação testostprona/diidrotestostprona dp 12 4 ± 5,4 GRUPO 
I I S P I S homens adultos normais com idade cronológica entre 
21 p 33 anos avaliados em condições basais e apos estimulo 

<«) Trabalho realizado em colaboração com o Laboratorio de 
Pesquisa de lâ Clinica Medica do Hospital das Clinicas da 
Faculdade de Medicina da U S P 

1- Biologista do lab de pesquisas do Hospital das Clinicas 
e aluna do rurso dp pos-graduação do IPEN 

f̂ - Prof a Ora Li vre-Docente do Hospital das Clinicas da USP 
atUdntp nrt area de pndocrinologia clinica P laboratorial 

3- Pro Dr Livrp Docentp do Hospital das Clinicas da USP e 
orientador rio curso dp pos-graduação do IPEN 



com 6000 Unidades I internacionais de Gonadotrofina Coriônica 
humana tiveram como resultado de diidrotestosterona de 
44 e ± 10 S ng/dl e 68 5 ± SS e ng/dl respectivamente tes­
tosterona de 6i0 ± e O O ng/dl para basais e 1877 ± 
56Sng/dla P O S estimulo A relação testosterona/diidrotestos-
terona foi d e l 4 6 ± 5 6 e l 8 7 ± 7 9 respectivamente 
GRUPO III Seis crianças pre-puberes com idade de S a 7 
anos obtiveram valores de testosterona em condições basal 
(<8 O ng/dl) abaixo da s.ens i b i 1 i dade do método e apos es­
timulo 411 ± 143 ng/dl Os valores em condições basais fo­
ram também abaixo da sensibilidade do método ( < 4 Ong/dl) 
e apos estimulo com hCG de E9 9 + 8 Ong/dl A relação tes-
tosterona/di1drotestosterona no basal não foi possível de­
tectarmos mas apos estimulo foi de 15 O + 8 6 GRUPO IV 
Oito pacientes com idade cronológica entre 13 e 33 anos 
com pseudohermafrodit1smo masculino por deficiência da 
5-alfa-redutase em condições basais e apos estimulo Os va­
lores de dl 1drotestosterona encontrados foram IS 5 ± 
6 3ng/dl e BO 5 ± 8 4ng/dl respectivamente e da testosterona 
de 488 ± 118 ng/dl em condição basal e 1896,7 ± 857 9 ng/dl 
apos estimulo A relação testosterona/diidrotestosterona foi 
de 4? 7 ± 18 9 nos basais e 64 ± e O n g / d l apos estimulo A 
relação testosterona/diidrotestosterona foi capaz de diag­
nosticar os pacientes adultos com pseudohermafroditismo 
masculino por deficiência de 5-alfa-retuctase tanto em con­
dições basais como apos estimulo Concluímos que a dosagem 
de dlidrotestosterona apos cromatografía em coluna de celite 
e um método de baixo custo de facil execução e que foi ca­
paz de identificar pacientes portadores de pseudohermafrodi-
tismo masculino por deficiência de 5-a1fa-redutase Neste 
trabalho determinamos os valores normais para adultos e 
crianças nue poderá servir como referência do método 
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SUMMARY 

We developed method iar measuring dihidrotestoste-
rone a-fter previous chromatography One ml of serum contai­
ning J 000 cpm of triciated d]hydrotestosterone was extracted 
wilh hexane ethylacetato (2 3) dried dilued with non 
s t u r a t P d isooctane and injected in the column previously 
washed with 3 5ml of pure isooctane The serum was eluted 
from the column with pure isooctane (3 5ml) followed by 
5% pthylacetatp in isooctane The quantity of triciated dii-
drotestnstprone which was recoverpd 50y and 80% in all 
assays The sensitivity of thp method was 4 ng/dl, the in-
tra-assay va)lation was 9% and thp inter-assay variation 
was 9 7'/ We measurpd di i drotestosterone p testosterone 
and testostprone/di1drotpstosterone ratio in the following 
groups GROUP 1 Forty one normal adult subjects in basal 
conditions with chronological age varying from 59 to 40 
years old W P obtained diidrotpstosterone values 49,3 t 
83 5 ng/dl and testostprone values of 581 ± 138 ng/dl and 
tpstosteronp/di1drotestosterone ratio was 18 6 ± 5 3 GROUP 
I I Six normal adult subjects with chronological age betwe­
en 81 and 33 years old evaluated in basal conditions and 
after s t i m u l u s with 6000 UJ of human Corionic Gonadotrofin 

(*) Work performed in collaborations with the "Laboratorio 
de Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medici­
na da USP - São Paulo - Brazil 

1- Biologist of laboratory of research of Hospital das 
Clinicas da USP and studant of IPEN 
8- MD Assistant Professor of Medicine, Division of Endocri­
nology of Hospital das Clinicas da FMUSP 
3- MD Postdoctoral Research Fndocrinologist, Professor of 
Facul of Medicine of USP and Supervisor of Course of Post-
Graduation of IPEN 



W P obtained diidrotestosterone values of 44 2 ± 10 £ ng/dl 
and 68 5 ± EE 2 ng/dl respectively and T values of 610 ± 800 
ng/dl for basal and 1877 ± 568 ng/dl after stimulus The 
basal testesterona/di1drotestosterone ratio was 14 6 ± 5 6 
and after stimulus the ratio was 18 6 ± 7 9 GRUPO III Se­
ven pre-puberal children with chronological age varying 
from 8 to 7 years old We obtained testosterone values in 
basal conditions below the method sensitivy <<8 ng/dl) and 
after stimulus we obtained 411 ± 143 ng/dl The values in ba­
sal conditions were below the sensitivity of the method 
((4 ng/dl) and after stimulus we obtained 29 9 t 8 Ong/dl 
It was not possible to determine the basal testosterone/dii-
drotestosterone ratio but after stimulus was 15 0 ± 8 6 
SRUPO IV Eight patients with chronological age varying from 
13 to 33 years old with male pseudohermaphroditism due to 
5-a1fa-reductase deficiency in basal conditions and after 
stimulus We obtained the diidrotestosterone values of 12 5 
± 6 3ng/dl and 80 5 ± 8 4 ng/dl respectively and tetos-
terone values of 48E ± 1 1 8 ng/dl for basal and 1896 ± 857 
ng/dl after stimulus The basal testosterone/dihydrotestos­
terone ratio was 48 7 ± 18 9 and 64 ± 80 ng/dl after stimu­
lus The testosterone/dihydrotestosterone ratio was able 
to diagnose patients with male pspudohermaphoroditism due 
to 5- alpha-reductase deficiency in adults in basal condi­
tions as well as after stimulus with hCB We conclude that 
the measurement of diidrotestosterone in celite column chro­
matography I S an affordable easy-to-perform method which 
wa able to identify patients with male pseudohermaphrodi 
tism due to 5-a1pha-reductase deficiency We have establis­
hed the normal values for adults and children in this work 
and these values will be useful as a reference for the 
method 
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I N T R O D U C a o 

As células intersticiais do testículo (células de Leydig) 
sob estimulo dos hormônios luteinizante (LH) e gonadotrofina co-
rionica i hCG) «^ecretam os esteroides senuais representados prin­
cipalmente pela testosterona (T) (1 S) que por sua vez e conver­
tida em di 1drotestosterona (DHT) através da enzima 5-a1fa-reduta-
se presenta nos tecidos (13 14 

A secreção de T inicia-se na oitava semana de vida in­
trauterina Nesta fase a testosterona e responsável pela dofe-
renciacão sexual do hipotalamo dos duetos de Wollf (vaso defe­
rente epididimo e vesícula seminal) e a v i n l i z a c ã o da genita­
lia interna externa e prostata 

A DHT se liga aos receptores androgenicos com mais alta 
afinidade do que a 7 (3) em tecidos específicos e e encontrada 
em concentrações mais altas na prostata (4 5) na pele e nos fo­
lículos pilosos onde a atividade da enzima 5-a1fa-redutase e al­
ta ( 3 5 6 7 8 ) 

A importancia da DHl como um androgeno responsável pela 
diferenciação do feto masculino em seres humanos foi confirmada 
pela descrição de pacientes com deficiencia de 5-a1fa-redutase 
(9) Estes pacientes apresentam ao nascimento genitalia externa 
ambigua caracterizada por hipospadia perineal microfalo bolsa 
escrotal bifida testículos epididimo vaso deferente vesícula 
seminal normais e prostatra pouco desenvolvida Estes individuos 
tem níveis seríeos normais de T e baixo de DHT 

A dosagem de DHT por radioimunoensaio e raramente realiza­
da e a maioria dos anticorpos existentes apresentam grande reação 
cruzada com a testosterona cuja concentração plasmática em adul­
tos pe de 5 a 16 vezes os niveis de DHT 

Para o diagnostico da deficiencia da 5-a1fa-redutase e 
fundamental a dosagem da DHÍ isoladamente para termos uma rela­
ção T/DHT que confirme o diagnostico 

ü objetivo deste trabalho e padronizar um método de dosa­
gem de DHT confiável reprodutível e preciso que determine a con­
centração real de DHT Conforme mencionado ácima a obtenção desta 
concentração real e muito importante uma vez que em nosso meio 
os métodos empregados nas dosaqens de DHT medem também a T o que 
invalida a relação T/DHT para diagnostico da deficiência da 5-al-
fa-redutase 
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PROCEDIMENTO 

1 - Obtenção das amostras de soro ou plasma 
Para a determinação de DHT,as amostras foram ob­

tidas dos diferentes individuos apos jejum de uma noite 
e em condições basais e apos estimulo com hC6 O sangue 
foi colhido em tubos heparini?ados (Í0 unidades/ml)ou não, 
sendo colocados a temperatura ambiente ate retrair o coa­
gulo e centrifugado a 3000 rpm durante 10 minutos Os 
soros ou plasma assim obtidos foram estocados A -SO'C para 
posterior dosagem 

e - PREPARO DO TRAÇADOR 

PM.ri.f.ic¿>(raP ^a__£jH|i_jm^rc^dâ 
A DHT tetratriciada foi adquirida da Amersham In­

ternational plc (England) código TRK 395( 5 ALPHADIHI-
DROCl ALPHA,? ALPHA(N)-H33TESTOSTERONA em frascos conten­
do £50 microCurie ( 9 £5 MegaBG) com o nome de 5 ALHDIHI-
DROCl ALPHA R ALPHA (N)-H33TESTOSTERONA diluída em solu­
ção tolueno/ptanol (3 S) com atividade especifica de 50-
60Ci/mM Devido sua longa vida media (18 anos) o tricio 
tem a vantagem de poder ser utilizado nos ensaios por lon­
go período Seus limitantes de uso são a radiolise sofri­
da na ligação do hormonio-marcado impureza»! que eventual­
mente se alojam na solução devido o manuseio constante ou 
efeito de variação de temperatura e quebra da molécula do 
estero ide em questão 

Para evitar que estes efeitos afetem o ensaio pu-
rifica-se o marcado em coluna de cell te a cada 6 meses 
Ao frasco original contendo 850 ul de solução tolueno/eta-
nol (9 1) e acrescentado 5 ml da mesma mistura 0,5 ml da 
DHT triciada em e seca em capela e resuspendida com 1 ml 
de isooctana pura e aplicada na coluna Quando todo o vo­
lume aplicado estiver passado colocamos 5 ml de isooctana 
pura e em seguida 5 ml de isooctana e acetato de etila 
5% que posteriormente e seca e resuspendida com álcool 
etílico absoluto (O 5 mi) e colesterol (0,05 ml) Essa so­
lução e estocada a -SO'C e uma pequena parte (O,OS ml) e 
diluída em tampão fosfato o suficiente para se obter 5000 
cpm em O 1 ml a ser utilizado no ensaio 

3 - TITULACfiO DO ANTISORO 
O antisoro liofilizado de procedencia Radioassay 

Systems Laboratories Inc ( fornecido em frascos contendo 
Iml do antisoro- suficiente para 1000 tubos), p resuspen-
dido com Iml de tampão do ensaio e aliquotado em tubos de 
O Iml p congelado Uma dessas alíquotas P diluída com Sml 
de tampão do ensaio seguido de diluições seriadas 1/50, 
1/100 1/150 e 1/800 para determinar qual dessas dilui­
ções e capaz de ligar 50% do hormônio marcado (40) 
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Esipexi f I Cidade do _ânt jsorQ_y ti 1 LZadGl aa_-dO"5aLgpjn jdig, 
PHJ iote^ R-140 - 3 

ESTERO IDF % REACSCl CRUZADA 

5 - al-fa-di hl drotestosterona 100 00 
Testosterona 7 78 
5-beta-dihidrotestosterona 1 45 
6~beta-djhidrotestosterona 1 95 
Androstenediona 0 48 
6-al-f a-androstane-3 17-diona 8 98 
Epiandrosterona 0 77 
Progesterona 0 00 
Estrona 0 00 
Estradiol 0 00 
Estriol 0 00 

4 - EXTRACaO DAS AMOSTRAS 

Antes de submetermos a amostra ao radioimunoensaio, 
devemos -fazer uma extração previa do soro para separar­
mos os esteroides das proteínas e lipides que interfe­
rem com o sistema de contagem liquida A extração foi fei­
ta com hexana acetato de etila na proporção (8 3) num vo­
lume dez vezes superior ao da amostra 

Utilizamos o solvente hexana acetato de etila pela 
pouca polaridade dessa solução fazendo com que os hot— 

mônios mais polares tal como androstenediona permaneça 
no plasma que e descartado junto com proteínas e li-
pides apos seu congelamento 

5- RECUPERACao DA EXTRACSO 

Para controle da extração dos esteroides O 1 ml do 
marcado contendo 1000 cpm foi colocada em contato com a 
amostra durante 30 minutos para atingir o equilíbrio Adi-
ciondo apos o liquido extrator e agitado no vortex por 1 -
P minutos Apo 10 minutos em repouso as amostras foram 
congeladas<ou com gelo seco ou colocadas a -80°C por 6 a 
18 horas) A seguir o sobrenadante foi transferido para 
outro frasco onde foi evaporado Depois de seco o extrato 
e diluído em isooctana pura ao inves de dilui-lo em iso­
octana saturada com <=«tileno glicol como no método origi­
nal de Abraham (JO) 
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Esta modi-f a cação -foi i ntrodu? i da^ iPelo o -f ato de 
termos obtido bainas porcentagens de ^rjecuperação )*„ quando 
utilizamos isooctana saturada (30 ± 10) Verificamos que a 
umidade relativa do ar em nosso meio oscila entre 70 a 
BOA enquanto que na California onde o método foi desen­
volvido e de 80 a 40% Passamos entao a transferir o ex­
trato seco com isooctana, pura m a rtefi>tattJjva de manter as 
condições de polaridad^ ideal e observamos urna, .melhora 
significativa da % de recuperação, (70 T 10%) ^ 

I l i l i ) I ' ^ 

6 - PREPARO DA CURVA PADRHO , r , . r 3 
i. i , 

O padrão 5-alpha-androstan-17-beta-oL-3one for­
necido pela Sigma Chemical Company de numero A-8183 foi 
preparado uma vez por ano e estocado em concentracpes di­
ferentes lug/ml (solução uso) e lOug/ml (soluicão estoque) 
a -SOC A curva padrão foi obtida utilizando ias di,luicões 
aba 1xo 

Solução I 50ul da sol lug/ml + 5ml de 

Solução A 1 Oml de sol 1 + 4 Oml de 

Solução B 8 5ml de sol A + 8 5ml de 

Solução C 8 5ml de sol B 8, 5ml de 

Solução D 8 Oml de sol C + 3 Oml de 

Solução E 8 5ml de sol D 8 5ml de 

Solução F 8 5ml de sol E + 8 5ml de 

Solução 6 8 Oml de sol F + 3 Oml de 

Solução H 8 5ml de sol G E , 5ml de 

)(1 / I 

âOpg/tubp) 1 

I - I I I I 1 

Estas soluções podem ser estocadas por j4 semanas 
quando mantidas na geladeira a 4C 

Cada solução de A a H, e usada num volume ,de 0,5ml, 
em duplicata paru cada ensaio a ser realizado -> ¡, , 

O mesmo procedimento e feito para, testosterona ,de 
padrão também Sigma de numero 1500 , ^ , , • 

t ifi i I i 1 
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8 - P R E P A R A C a o DOS CONTROLES 

Os ensaios foram realizados em duplicata com os 
tubos controles amostras de soro com concentração media e 
baixa(pools) NSB (não especifico) e tubo Zero (não contem 
antigeno frio ou tubo de ligação maxima) 

Os pools foram preparados do seguinte modo 500 ml 
de plasma fornecido pelo Banco de Sangue do Hospital das 
Clinicas da Faculdade de Medicina da USP foi tratado com 
carvão dextran para retirar todos os hormônios contido no 
plasma Separamos 850 ml do plasma onde colocamos con­
centração media de padrão do hormônio (lOOng para DHT e 
600ng para T) e nos restante (850 ml) colocamos baixa con­
centração ( lOng tanto para T como para DHT) Esses pools 
medio e baixo foram aliquotados e armazenados em freezer 
para serem utilizados sempre que necessário 

Com os controles determinamos o coeficiente de va­
riação intra e inter ensaio tomando a variação correspon­
dente a media e os desvios padrões de 5 ensaios como cri­
terio de aceitação do ensaio 

7 - PREPARACaO DA COLUISIA DE CELITE 

Utilizamos microcolunas de celite pelas seguintes 
razSes são facéis de preparar são de baiHO custo e o ce­
ll te tem alto poder de resolução 

A técnica de cromatografía em celite baseou-se no 
«sistema I do método descrito por Abraham (10) Apos perma­
necer 18 horas em mufla a 800C o celite foi misturado com 
etileno glicol(8 1) isto e 80g de celite são misturados 
com iOml de eti1eno-g1ico1 

O aquecimento e importante para a combustão de com­
ponentes orgânicos que possam interferir no ensaio e remo­
ver a agua do próprio celite que v a n a de acordo com a 
umidade do ar interferindo também com a polaridade da 
fase estacionaria alterando significativamente a recupe­
ração do hormônio na coluna 

Utilizamos pipetas de vidro de 5 ml (Vidrolabor) 
que são usadas para empacotar o cell te depois de cortada a 
parte superior da pipeta em 5cm Por intermedio de um mi­
cro funil introduzimos o celite para dentro da pipeta e 
com um bastão forcamos o conteúdo compactando o cell te 
dentro da coluna Enchemos novamente a pipeta ate a marca 
zero e com leves toques ajeitamos a massa interna socando 
com o bastão o celite ate que se estabeleça na marca 4 5 
da Pipeta Sempre em posição vertical lavamos a coluna 8 
vezes com 3 5 ml de isooctana pura sob pressão de nitro­
gênio podendo ser estocadas a temperatura ambiente em 
isooctana por uma semana antes do uso 
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ENSftiO PE PHT 

O prin)eiro passo para se dosar DHT -foi a obtenção 
de Iml de soro ou plasma apos centrifugação, colocado du­
rante 30 minutos em contato com O 1 ml de DHT marcado 
(lOOOcpm) Ao fim deste adicionamos 10 mi de liquido en-

trator e agitamos em agitador de tubos tipo V/ortex durante 
1 minuto e deixamos em repouso durante 10 minutos para 
que ocorra a separação das duas fases (soro/extrator) Em 
seguida congelamos e decantamos o sobrenadante em frascos 
de secagem onde foi evaporado e resuspçndido com i O mi 
de ispoctana pura e aplicada na coluna de celite pre-mon-
tada A eluição foi efetuada sob pressão de nitrogênio (6 
libras) com velocidade de 10 a lE gptas/mmuto Apos a 
passagem da amostra lavou-se o frasco com O 5 mi de iso-
octan^ pura que também foi transferido para a coluna Sem 
deixar secar o celite de dentro da coluna adicionou-se 3,5 
ml de isooctana pura que e descartada Em seguida coloca­
mos 3 5 ml de acetato de etila a 5% em isooctana fase 
em que obtemos o DHT Esta amostra foi recolhida da coluna 
em frascos evaporada para ser resusppndida com S ml do 
tampão do ensaio sendo depois mctjbada em banho-maria a 
37'C antes de ser ensaiada 

O radioimunoensaio propriamente dito, e constituí­
do de curva padrão (como mencionado no item 6 - Procedi­
mentos) tubos NSB onde colocamos O 6 ml de tampão do en­
saio tubos Zero com O 5 ml de tampão e as amostras (todos 
os tubos foram ensaiados em duplicata) 

As amostras contendo S O ml de tampão foram agitadas 
no vortex para resuspender o extrato seco sendo que 0,5 
ml destas amostra foram colocadas em vial^ contendo liqui­
do de cintilação para futuro calculo da % de recuperação, 
0 5 ml em duplicata foram P i p e t a d o s em tubos de ensaio de 
vidro que acompanharam os controles e a curva padrão A 
quantidade de O 1 ml de antisoro anti- DHT e pipetada em 
todos os tubos seguido de 0 1 ml de DHT-triciada 
(5000cpm/0 1 ml) que foram incubados na geladeira por 
S4hs Apos este período separamos as frações livre da li­
gada com O E ml de carvão dextran que foi mantida sob 
agitação a 4 C Apos a agitação dos tubos seguida de re­
pouso por SO minutos a 4''C procedeu-se a centrifugação 
por EOminutos em centrifuga refrigerada a 3000rpm 

O sobrenadante foi decantado diretamente no frasco 
de cintilação contendo 3 ml de liquido de cintilação e 
apos as contagens o calculo foi efetuado com auxilio de 
computador fjcoplado ao contador Beckman (ou poderia se 
teito através de programa de Radioimunoensaio em Calcula­
dora HP-97) 
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eN_SAiP PE TESTOSTERONA. 

As dosagens de testosterona -foram realizadas por 
rad1o 1munoensa1 o onde utilizamos como marcador a testos­

terona marcada com tricio 
As amostras de soro ou plasma -foram extraídas com o 

mesmo liquido extrator utilizado para a dosagem de DHT 
Em homens normais utili/amos O j ml de soro e em crianças 
O 5 ml de soro que -foram extraídas com 5 ml do liquido ex­
trator através de agitação em vortex durante 1 minuto ca­
da amostra Apos lO minutos em repouso as amostras -foram 
congeladas e em seguida decantadas em -frasco de secagem 

Depois de evaporadas -foram resuspensas com E ml de 
tampão -fos-fato O IM pH 7 4 (o mesmo do DHT) agitadas em 
vortex e deixadas em banho-maria 37°C por 30 minutos 

A curva padrão -foi realizada da mesma maneira que 
descrito para DHT so que neste caso utilizamos o padrão 
de T (lug) para a con-fecção da curva padrão 

O ensaio foi realizado utilizando O 5 ml de cada 
ponto da diluição da curva e O 5 ml de cada extrato resus-
penso em tampão alem de O 6 ml de tampão nos tubos NSB e 
O 5 ml de tampão nos tubos zeros sempre realizados em du­
plicata 

Em seguida colocamos O 1 ml de antisoro antitestos-
terona (81) seguido de O 1 ml de testosterona triciada 
(5000cpm/0 Iml) Agitamos os tubos e incubamos a por 
18 a 84 horas Como método de separaçiu empregamos a so­
lução de carvão-dextran mantida em agitação a 4°C durante 
a pipetagem Desta solução O 8 ml foram pipetados em todos 
os tubos menos nos totais e apos agitação seguida de re­
pouso por 80 minutos a 4 C procedeu-se a centrifugação 
por 80 minutos a 3000 rpm O sobrenadante foi decantado 
diretamente no frasco de contagem que contem 5 ml de li­
quido de cintilacão 

O método de calculo utilizado baseou-se num programa 
que acompanha a calculadora HP-97 As correções foram fei­
tas tendo base para a extração no volume utilizado para 
o ensaio 
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PARfiMETROS RELATIVOS AOS ENSAIOS DE DHT E TESTO 

Os ensaios -foram analisados em computador PC utili­
zando o programa RIAHALK desenvolvido em linguagem Basic, 
na Unidade de Diabetes e Adrenal do Hospital das Clinicas 
da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo, que 
alem dos resultados parciais de DHT nos -forneceu v a n o s 
parâmetros de controle de 5 ensaios como mostra a tabela 
aba 1Ko 

Dados obtidos dos ensaios de DHT (ng/dl) 

Ensaio 1 8 3 4 5 

C L % 34 5 51 8 47 8 37, 1 48,? 
NSB/ 1 3 1 7 8 0 1 5 8,8 
MDDng/dl 4 3 4 1 4 3 4 8 4 3 
P M 1 3 4 ± <S 4 187 ± 6 4 185 + 5 7 138 ± 4 ? 130 + 18 
C Vi 4 8% 5 0% 4 6/ 3 OÁ 9 0% 
C Ve (medialDP) 5 88 ± P ? 
P B 81 ± 1 3/4 85 ± 8 0'/ 86 ± 8 0% 87 ± 1 7 88 ± 1 6 
C Va 6 8/ 8 0/ 7 7% 6 3*/ 5 7% 
C Vi (media ± D P > 6 7 ± 1 0 

Dados obtidos nos ensaios de T 

Ensa1 o 1 8 3 4 5 

C L % 46 0 58 0 47 0 50, 0 49,0 
NSB % 1 7 1 8 1 9 1 3 5 0 
MDD 7 8 8 8 8 1 8 6 8,0 
P M ĉ 80 ± 16 9 815 ± 14 810 + 18 840 ± 9 , 9 850 + 15 
C Vi 7 7% 6 5/ 5 7y 4 0% 6 4% 
C Ve 6 0 ± 1 35/ 
P B 64 ± 4 4 67 ± 6 5 63 + 6 4 68 ± 5 P 65 + 3 6 
C Vi 6,9% 9 7% 10% 8 4% 5,5% 
C Ve a 1 ± 1 9 

C L = Capacidade de ligação (antigeno 
NSB = % ligação não especi-fica 
MDD = M m i m a dose detectável (sensibilidade) 
C Vi = Coe-ficiente de variação intra-ensaio 
C Ve = Coeficiente de variação inter—ensaio 
P M = Pools medios 
P B = Pools baixos 

e anticorpo) 
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RESULTADOS 

Comparando os resultados das dosagens de DHT com coluna e 
sem coluna (Tabela l) observamos que os valores com coluna foram 
significativamente menores dos que os sem coluna ( 31 6 + 21,1 
contra 89 8 + 47 / ) A analise estatística do teste T pareado en­
tre esses dois grupos (com e sem coluna) mostrou haver estatisti­
camente diferença significante p( O 05 

Homens adultos Fm relação aos níveis de testosterona ob­
servamos que os níveis de D H T s/col em valores baixos de testos­
terona (< 50ng/ d 1 ) eram maiores que os valeres da própria testoste­
rona em alguns casos sugerindo a presença de substancias inter­
ferentes 

Apartir desta constatação utilizamos apenas o ensaio de DHT 
apos cromatografia para determinar os valores normais do método 

Os valores bosais úe testo e D H T de um arupc de homens adul­
tos -r-r-áitj SP o - r c r ' a - --a 'ace a c ccti e-^a AiC-es de testo 
de 5 8 1 + i3?ng/dl e de D H T 49 3 + 83 5 e relação T/DHT 18 6 -t 5 3 

JLesi.e_j;iMLÍiC6 

Homens adultos Como podemos observar na Tabela 3 os valo­
res basais de Testo foram de 610 + 800ng/dl e apos hCB e de 
1876 + 563 de DHT os valores basais foram 44 8 + 10 Eng/dl, 
apos hCG de 68 5 ± PS Png/dl Notamos que houve um aumento da re­
lação T/DHT apos estimulo de hCG com valores basais de 14 6 í. 
5 6 e pos-hCG de 18 6 + 7 9 

Em crianças pre-puberes Tabela 4 observamos valores 
baixos de T e DHT indicativos da não atividade das células de 
Leydig característica desta faixa etária Entretanto apos estimu­
lo com hCG observamos um incremento de T (437 + 136ng/dl) p DHT 
(89 8 ± 8 1 ng/dl) e da relação T/DHT variou de 15,0 ± 8,6ng/dl) 

Os pacientes com PHM tiveram seu diagnostico de defi­
ciencia da 5-alfa-redutase ja sugerido pelos dados clínicos con­
firmados pela determinação dos metabolitos beta reduzidos através 
da cromatografia a gas Todos os pacientes apresentaram níveis > 4 
sendo o normal ( 3 indicativo de deficiência da atividade da 
5-a1fa-redutase Como podemos observar na tabela 5 os valores de 
T estão ligeiramente diminuídos (488 ± 118 4 ng/dl) mr vsmo apos 
estimulo (1806 7 ± 857 9ng/dl) os valores basais de DHT o que era 
esperado estão abaixo do normal (18 5 t 6 3ng/dl) mesmo apos es­
timulo (80 5 ± 8 4ng/dl) e finalizando a relação T/DHT ficou bem 
acima do normal (48 7 ± 18 9) também apos hCG (64 ± 80 ng/dl), 
fechando o diagnostico 
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TABELA 1 

COMPARACaO DE VALORES DE TESTO E VALORES DE DHT 
REALIZADO COM E SEM CROMATOGRAFIA 

Indivíduos Testo ng/dl ÒHT (ng/dl) 
controles c/coluna s/coluna 

01 08 0 04 0 ^ / 36 3 
0£ 09 0 05 3 ' 36 8 
03 19 8 14 0 17 7 
04 49 9 11 5 39 5 
05 50 5 04 4 47 3 
06 56 6 04 0 37 6 
07 66 8 18 4 88 0 
08 74 0 88 0 58 4 
09 90 8 16 8 37 5 
10 118 0 19 8 57 4 
11 138 9 18 5 73 1 
18 148 0 11 0 64 4 

13 330 0 88 4 78 9 
14 330 0 87 8 94 4 
15 350 0 19 7 101 3 
16 366 0 88 8 61 0 
17 410 0 57 3 140 0 
18 480 0 40 9 40 9 
19 480 0 45 5 146 1 
80 478 0 81 5 74 3 
81 475 0 36 3 98 4 
88 510 0 88 9 189 4 
83 510 0 40 9 116 0 
84 515 0 48 0 114 0 
85 517 0 37 7 137 5 
86 600 0 65 6 148 8 
87 605 0 44 4 171 0 

88 630 0 56 3 178 3 
89 630 0 70 5 165 4 
30 645 0 40 0 117 9 
31 930 0 79 9 178 0 
38 945 0 67 5 083 6 

Media 357 3 31 6 89 8 
± ± ± ± 

D P 865 5 81 1 47 7 
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TABELA e 

Oi 36 475 36 3 13 1 
oe 84 930 79 9 11 6 
03 34 330 88 4 14 7 
04 31 645 40 0 16 0 
05 19 517 37 7 13 7 
06 85 510 40 9 18 5 
07 86 410 57 3 07 1 
08 33 605 44 4 13 6 
09 38 478 81 5 81 9 
10 34 630 70 5 08 9 
1 1 88 480 40 9 10 8 
18 85 330 87 8 11 8 
13 30 515 50 3 10 8 
14 35 630 56 3 11 8 
15 40 350 19 7 17 7 
16 36 510 88 9 17 6 
17 34 830 84 9 09 8 
18 86 570 80 3 07 1 
19 30 634 74 6 08 5 
80 86 556 93 7 05 9 
81 88 716 63 7 11 8 
88 89 489 59 7 07 8 
83 87 578 74 8 07 7 
84 31 í 37 77 9 08 8 
85 86 516 70 9 07 4 
86 87 535 66 6 08 0 
87 86 689 59 7 10 5 
88 85 536 93 0 05 8 
89 30 653 104 0 06 3 
30 87 348 50 5 06 8 
31 84 389 88 1 14 9 
38 85 584 18 6 88 1 
33 85 545 83 8 83 5 
34 84 570 88 8 80 8 
35 86 503 35 5 14 8 
36 85 788 40 0 18 1 
37 86 508 89 9 16 9 
38 85 410 19 3 81 8 
39 84 385 84 5 15 ¿ 
40 31 480 45 5 15 6 
41 87 600 65 5 09 8 

Media± 5811 49 5+ 18 7± 
D P 138 83 6 5 3 

• 1 C = Idade cronológica 

VALORES BASAIS DE TESTO DHT E RELACSO T/DHT 
DE INDIVIDUOS NORMAIS 

Indivíduos I C TESTO (ng/dl) DHT(ng/dl) T/DHT 
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T A B E L A 3 

VAI OKfcS H E H H I If-Sru fc LÜKFvhlAtàO ï / H H r IrM HÜHENS 
ADUI r o s F K F I- l-ob hCh 

INDIVÍDUO I C TESTO <ng/dl) DHT < ng/dl) T/DHT 
Basal Pl C O * Basal Pico Basal Pl C O * 

•= = = =S = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = A = = = = = = = = = = = = 
1 26 410 708 57 79 7,8 B 9 
e 33 554 i 180 27 41 80 5 81,0 
3 23 556 1589 44 88 18 6 19 0 
4 86 441 638 47 58 9,4 11,0 
5 28 775 8183 40 100 19 4 81 , 3 
6 81 985 1485 50 51 18,5 31 ,0 

M E D I A ± 610 1876 44 , 8 68 5 14 6 18,6 
DP 8 9 0 563 10 8 8 8 8 5,6 7,9 

* Apos hC6 ( 6000 UI dose u m ca ) 
I C = Idade Cronológica em anos 

T A B E L A 4 

V A L O R E S D E D H T , T E S T O E C O R R E L A Ç Ã O T / D H T E M C R I A N Ç A S 
P R E - P U B E R E S E M C O N D I C S O B A S A L E PoS-hCG 

INDIVIDUO I C TESTO (ng/dl) 
Basal Pico* 

DHT (ng/dl) 
Basal Pico* 

T/DHT 
Basal Pico* 

D P 

1 8 3 <8 0 411 <4 0 38 — 12,8 
8 5 8 (8 0 883 <4 0 24 5 — 11 ,3 
3 3 5 (8 0 683 <4,0 43 — 15 8 
4 7 , ,0 6 7 354 <4 0 19 — 18 6 
5 8 0 6 9 487 <4 0 32 — 15,2 
6 3 0 14 8 465 <4 0 88 — 16,3 

— — 4371 — 29 9± — 15, 0± 
= — 136 — 8,0 — 8,6 

* Apos hC6 (lOOU/Kg por dose x 4 doses) 
1 C = Idade Cronológica em anos 
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TABELA 5 

VALORES DE DHT, T E RELACSO T/DHT DE PACIENTES COM PSEUDOHERMA" 
FRODITISMO MASCULINO POR DEFICIÊNCIA DE 5 ALFA REDUTASE 

IndiVI duo T E S T O ( n g / d l ) 
Basal Pico* 

D H T c/col(ng/dl) 
Basal Pico* 

T / D H T 

Basal Pico* 

01 476 1366 19 35 85 

— — — ~ — — 

38 
O E 443 1089 11 18 40 57 
03 666 1500 84 30 87 50 
04 559 1453 14 16 39 91 
05 443 1888 09 84 34 54 
06 575 1180 10 17 57 69 
07 368 708 09 18 37 59 
08 338 1130 04 18 B3 94 

M E D I A 488 1806 7 18 5 80 5 48 7 64 
+ + + + + + + 

S D 118 4 857 9 6 d 8 4 18 9 80 

VALORES NORMAIS 

MeDIA 610 1876 7 44 8 68,5 14,6 18,7 
± ± ± ± ± ± ± 
SD 801 568 1 10 8 88 8 5,6 7,9 

• Apos hC6 ( 6000 UII dose uni ca) 
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oiscussao 
A dosagem de DHT por radioimunoensaio vem sendo reali­

zada desde a década de 70 onde pesquisadores ( 86 S7e 88) sen­
tindo a necessidade de puri-ficar a amostra pela grande reação 
cruzada que o anticorpo apresentava principalmente com a T uti­
lizavam di-ferentes tipos de cromatografia como meio de separação 
de outros esteroides 

O método de cromatografia em coluna de cell te e um mé­
todo baiHO custo relativamente facil no qual a DHT e separado 
por diferença da polaridade da fase movei dos demais estproides, 
contra os quais apresenta reação cruzada mais expressiva entre 
eles T e androstenediona 

O problema de baixa recuperação das amostras confor— 
me ja explanado no item 5 de Procedimentos (Recuperação da extra­
ção) foi solucionado com redução da polaridade da solução de 
transferencia utilizando isooctana pura 

Apesar de usarmos um anticorpo mais especifico do que a 
maioria dos normalmente utilizados observamos que os níveis de 
DHT realizados sem cromatografia previa eram significativamente 
superiores aos obtidos apos cromatografia Este fato foi mais 
evideriLr» <^^^ndo se correlaciona os valores de DHT com os de T, 
onde alguns pacientes com níveis baixos de T apresentavam valores 
de DHT superiores aos níveis de T o que do ponto de vista bioló­
gico e absurdo ja que 90% da DHT circulante deriva da conversão 
periférica da T Alem do mais considerando a pprcentagem de rea­
ção cruzada com a T (7 78%) podemos admitir que outros fatores 
alem da reação cruzada com outros esteroides interfiram na dosa­
gem de DHT sem cromatografia Entre estes fatores uma interfe­
rencia provável e a presença de proteínas plasmáticas ja que o 
volume de soro utilizado e de Iml o que f a n l i t a a contaminação 
por solventes orgânicos com proteína, contribuindo para um 

efeito 'quenching (diminuição nas contagem causado pela perda 
do quantum de luz diminuindo a altura de pulso) Os níveis nor— 
mais do nosso método são semelhantes aos níveis descritos por Im-
perato Ma6inley ( 13) e Wilson (88) 

A relação T/DHT foi capaz de diagnosticar os pacientes 
com PHM por deficiência de 5-a1fa-redutase em idade pos-puberal, 
tanto em condições basais quanto apos estimulo com hCG Entretan­
to nos indivíduos pre-puberes os níveis da relação T/DHT so se 
mostraram alterados apos estimulo com hCG, ja que a secreção tes­
ticular de T e pequena nesta faixa etária o que impede uma real 
avaliação da conversão de T em DHT 
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CONCLUSaO 

Concluímos que a dosagem de DHT sem cromatografia 
previa não se mostrou confiável para avallar os niveis de DHT 

O método de dosagem de DHT com cromatografia em 
coluna de celite e um método relativamente simples de baiKO cus­
to reprodutível e especifico e se mostrou util no diagnostico do 
pseudohermafroditismo masculino por deiiciência da 5-a1fa-reduta­
se 

Sugerimos que a dosagem de DHT seja realizada sem­
pre apos cromatografia previa ate que se desenvolvam antisoros 
altamente específicos e de grande afinidade 
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