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Padraniramos © @mPtodo de dosagem de dirdrotestostero-
na ARDS cromatografia lbm mililitro de sgro contends LODo
cortaaEens ror miynuto de dildrotectosterona triciada fOi

axtraldga com hesanas aretato e etila (2 9) Sero diluldao
COm lspoctana nao Saturada & aplicado na coluna Prev1a-
mante lavada com 35 ml e 1sgoctana pura [ soro fo:r

eluldo aa coluna oM 1sooctana Pura (3 Sml)l megulda e l1so-—
gctansg  Com acetato de etilsa a 5% A recuperacac dsa dii-
drotretosterona  triciada wariouw de 30X a 80% am todos ps
FAsatous A sensihrilidade do metodg foi1 de 4 ngsdl 2 a varia—
FHO 1ntra-ensailn $n) menor aus 9% e A 1Rter-ensalo mENor due
? 7% Domamgs a4 diidrgrestosterona e testosterocna Para
avallarmpe a relacdo testosteronasdildrotestosterorna |, ROsS
segulnktes grupns GRUPO I Hiarenta 2 um 1ndividuos adultos
noarmals em condicdes hassais com  sdade cronologlca de LT s
473 anos 2 aobtivemos valaresg e diidrotestosterorna de 4%, 3
* 73 5 ngsdl & de testnsternona fot de 921 + 132 ngsdl e da
relacic testosteromafdiidgrotestosterora de 12 4 *» 5,48 BRJPO
Il SFi= homens atiultos anormals com ldade croonmloagica entre
21 & 399 ancs awallados em crondigdes basails e apos estimulo

() Trabalho realirade mm colaboracdc com o Laboratorio de
Pasyulsa de 12 Climica Medica do Hosei1tal das Clinicas da
Ffaculdade de Medicira da U S F

l- Biologlisia do lat e pesduisas do Hosepiltal das Climicas
B aluna do curst de pos-gradusacde do I[PEN
- Prota Lra Liwvre—Qucente do Hospltal das Clinilcas da USP
atUantr rMe arwas e sndocranniogla clinica & Jaboratorial
- Pro Dv Liwre Docente o Hospiltal das Clinicas da USP e
orlentador e curso oe poc-gracduacio do [PEN



com &000 Jnidades linternacicnals de Bonadotrofina Corifnica
humana tiveram como resyltado de diidrotestostercona  de
44 2 + 10 2 ng’/dt & &8 53 & 22 2 ngfdl respectivamente tes-—
tostercna de &10 * 200 na‘dl] eara basals e ie?77 x
S&a2ng/dla pes estimulo A& relacdc testostercnafdiidrotestos-
terona foa de 14 & r 3 4 e 1B 7 7 F respectivamente

GRUPD 111 Se1s Ccriangas pPre~puberes com 1dade de 2 a 7
arnos obtiveram walores de testosterorna em condicdes basal
tdi8 O ngidgll abaino da mensibllidade do metodo © apcs 86—
timulpog 411 * 143 ngdfdl] Os walores eam congicdes basals Fo-
ram tambem abaimxpo da sensi1bi1lidade do metgda ( { 4 Qnhgsadl)l
¢ apbs estimulo com WG de 29 % + B Onogfdl A relacdc tes-—
fosteronasdii1gdrotestosterona ng basat ndo for possivel de-
tectarmos mas apps estimulo fol de 15 O + 2 & GRUPD 1V

i1t pacientes com ldade crancalogica entre I3 ¢ 33 anos

C i pogeudohermatroditieamo mascul ] no FoOr deficiBncla da
S-alta-redutace em condigoes basals & apos estimulo Os wa-
ioreg de dijdrotestgsterona encontrados fgram i85 *

& 3Angrdl e B0 5 * B 4ngifdal respectivamente e da testostergna
de 4882 % 11F ngrdl em condicdo bacsal e 1R94.7 2 237 2 ng/dl
aPns estimule A relagao testosteronasdildrotestosterona fou
de 47 7 £ LB % nos basars @ &4 * P0ng/dl  apos estimulo A
relacdo testosteronadildrotestosterona fol capaz de  diag-
rmosticar s paclentes adultos com  papudgohermafroditiesmp
masculino por deflcléncla de S-alfa-retuctase tantoc em con-
digdes baszis como apos estimule Concluimos que a dosagem
de dildrotestogsterona apos Crumatograflia €m ctoluna oOe celite
e um metodo de bai1xo custo de facil execugdo e que ol ca—
raz de r1dentifi1car racilentes portadores de peafudobhermaftrod)—
tismo masculino ror dgediciéncia de S-alta-redutase Neste
trabalbho determinamos os  valores normals para  adultos €
Cri1ancas fue podera Servir como referéncia do metodo



STANDARDIZATION OF THE MEASUREMENTY OF DIHYDROSTESTOSTERONE
BY RADIDIMMUNOASSAY AFTER CEL ITE COLUMN CHROMATOGRAFY

Valeria Bamuel LANDO Berenlce Bilrarinho de MENDDNCA |
Wilian NICOLAU

COMIBSA0 NACIONAL DE ENERFGEIA NUCLEAR —- BP
INSTITUTO DF PESGUIGSAS ENERGETICAS € NUCLEARES
Carwa Postal 11949 - Pinheiros

SUMMARY

We developed & method for measuring dihldrotiestoste-
rorne atter previous chromatography Ope ml of serum contai-—
rming 1000 cpm of triciated cihvdrotestosterone was extracted
mith hEewvane ethylaretato (2 ) gried dilueadg wiith nan
sturated 1=noctane and 1njected 1 tbe  column previcusly
washegd with 3 SGmi of pure 1sooctane The serum was eluted
from the cujumn with pure 1sepctoene (3 3ml) followed by
% ethylacetater 1N 1sooCctane The quantity of triciated dii-
drotestosterong which was recoversed S50¥  and BO%X 1n all
A55a¥S The sensitiwity of the method was 4 ngfdl, the L1n-
{tra-assay val tatiorm was 9% and the (1nter-as=say variatian
wWas F 7Y wMe measured diitdrotestosterobe g testosterone
angd testostrrone/dy1drotesto=sterone ratio 10 the following
groups GROUP 1 Forty ome mormal adult subjects 1n bhasal
condr ti1ons with chronological age warying from 19 to 40
rears  olna We obtairmed dirdrotestosterone values 49,3 4
23 3 ng/dl  and testosterone values of S21 * 137 na/d]  and
testostercne/dlidratestosteronse ratio was 18 & £ 5 3 GROUP
Il 51w noFmal adult sublects with chronclogical age bhetwe-
er 21 ang 383 vyears gld evalwated 30 basal conditions and
after stimialus with &0 LT of human Corionmyc Gonadotrafin

(%} Wark prrformed 1n collaboraticns with the '"Laborator:io
de Pesaulsa do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medica-
na da USP - Bin Pauleo - Brazil

i- PBioclogist of laboratory of resesarch of Hospi1tal das
Clinicas da USF and studant of IPEN

- MDD Assistant Professor of Medicime, Division of Endocri-
nologry af Hospital das Clinicas da FMUSF

2- ™MD Postdorctoral FResearch Feadocrirnplogist, Professor of
Facul of Medicine of USP and Bupervisar of Course of Post-
Graduation of [PEN



Wa obtained diirgrotestosterone values of 44 2 + 10 2 nagsdl
and &8 S * P2 P na/sdl respectively and T values of &10 * 200
nasdl for basal and LE7?7 * S&F ngrsd]l atter stimulus The
basal testosteronasdiidrotestostercne rat1o was 14 & * 3 &
and after stimulus the rat10 was 18 & £+ 7 ¢ GRUPH 111 Se-
van pre-~puberal chyldren with chronoloaical aqe varring
from &€ to 7 years old ke abtalrned testosteraone values 1n
bagal! conditions below the method sensi1tivy ({8 nasdl} and
aftter stimulugs we pbtained 411 * 143 ngfdl The values 1n ba-
4l conditions were beplow the sengitivity of the method
({4 rngsdl} amd after stimulus we obtained 25 7 * B Ong/fd]
It was not pogcible to determine the basal testostercnesdii-
drotestosterone rati1o but after stimulus was 19 0 £ £ b
GRUPO IY Ei1ght patiente with chronological age varying from
13 to 33 vears ald with male pseydohermaphroditism due to
D-alta-reductase deficiency 1 hasal conditions and atter
sti1mulus We gbtained the diildrotestosterone values of 12 5
t+ A HAngsd] and 20 5 * B 4 ngsdl  respectivelr and tetos-
terone wvalues pgf 482 + 11 ngsdl for basal and LZ%4 * 237
ng/odi atter stimulus The basal testosterorne/dihydrotestos-
tercne rati1o was 42 7 r 18 ¥ and &4 T 20 ngfal after stimu-
ius The festosterone/dibhrvdrotestosterone rat1o was able
to diagnose patientc with male psPudohermaphorcditi=m  dus
to 5~ aleha-reductase deficiency 10 adults 1n basal condi-
Liong as well as after stimulus with RCE We concluge that
the measurement of diidrotestosterone 1n celite column chro-
matography 1= an affordable egay—fto-perform method which
wa able to ydenti1¥y patients with male pseudohermaphrod)-
tiem due to J-alpha-reductase deficliency We have establis—
hedg the normal values for agdults anmd children 1n this work
ahd thess values will npe useful as a retersnce for  the
met hod



TNI1RDDULAD

As celulas tnterstic1Adls do testiculo (celulas de Levdig)
sobh estimulo OOy hormonos luteinizante {(LH) & gonadotrofina co-
rronaica thiCD) =peretam os esterpi1des sexuals representados prin-—
Cipalmente pela frestosterogna (7)) (L P) que por sUa vef € CONVEr-
tida em diidrotestosterona (M1 atraves da enzima J-alfa-reduts-
s eresentr nos teciogos (13 14

8 secregd0 de 7 1mic1a-se na oltava semana de vida 1n—

Lrauvterina Mesta fase a testosterona & responsavel pela dofe-~
renclacads sexMudl do hipotalamo dos ductos de Wollf Lvaso defe-
rente ep1dldimo B ve8SlCula seminal} e a virilizagdo da oenita-
l17a 1ntEerna externa & prostata

&  OHT se¢ liga aos receptores androg@nlcos com mals alta
aflnidade do aue a 17 (3] em tecidos especifi1cos € ¢ FRContrada

em concentragdes mais altas na prostata (4 5) na pele e nos fo-
liculos pllosos onde a atividaoe da enzima S—alfa-redutase ¢ al-—
ta (3 53 & 7 81

A tmerOortancla da DH1 como um androgeno responsave] rerla
g1 +erenciacdo do feto masculino em seres bhumanos fo1 confirmada
pela descri¢dp de pacientes com deficlencia de S-alfa-redutase
(T Estes parclentes apresentam ao nascimento genitalia externa
amblgus raracteri1zada por i pospadia pErineal microfalo bglsa
escrotal b1 f1da testiculaos eri1didimo vaso deferente wvesicula
seEminal nurmals ¢ prostatra pouco desenvolwida Estes 1ndividugs
tem NiveEls S@r1cos normals de 1 @ baiwo de DAT

A fdosagem de DHT por ragiolmunoensalo & raramente realiza-
da @ a maioria dos anticorpos enistentes apresentam grande reacio
truzada com 3 testosterona cula concentracdc plasmatica em adul-
tos P de 5 a 14 vEZES O nivels de OHT

Fara o© diagrnostico da defici1éncla da S-alfa-redutase e
turndamental a4 dosagem da DHT 1sopladamente para termos uma rela-
cao T/0HT que condirme o diagnostico

0 obletivo deste trabalho & padronizar um metodo de dosa-
aem de DHT confiavel reprodutivel 2 precisp tue fgdeterming a con-
centracag real de DHT Conforme mencionado acima a obtencdoc decsta
concentracao real e multo 1mportante uma vez?z Que em NOsSS0 me]d
o0s metodos empregados nas dosagens de DHT medem tambem a T 0 que
invalilda a relacdo T/DHT pars diragrnostico da deficiéncia da S5-al-
fa-repgutane



PROCED IMENTD

1 - Qbtencdo das amostras de &oro ou plasma

FPara a determinagdc de DHT,as amostrams foram ob-
tigdas dps diferentes 1ndividugs apos 1eium de yuma notte
¢ &m condiches Qasais e apos estimulo com hCE 0 sanpue
to1 colhido em tubos heparirizados (J0 unidades/mliou ndo,
sendo colocados a temperatura ambiente ate retrailr g coa-
gulc e centritugados a 3000 rpm  durante 10 minutes Ds
#OT0Os 0OU elasma assim obtidos foram estocados a -BO'C para
posterior dosagem

£ - PREFARD DO TRACADOR

Purificacdc da DHT marcada
A DHT tetratraicrada foi1 adguirida da Amersham In-

ternat;anal plc (England:} codiga TRH 3%53¢( 3 ALPHADIRI-
DROCL ALPHA, 2 ALFHAINI-HIITESTOSTERONA em frascos conten-
go 290 microlurie { 9 23 MeoaBG) com o nome de S5 ALHDIHI-
GROL LY ALPHA P ALPHA (N)-HIJTESTOSTERONA di1luida em salu-
zd tolueno/eftancl (3 2) com atividade especifica de 50—
H0C1 /mM Devido =ua longa vaida media (12 anos) o tricio
tem a vantagem de poder spPr utllizado nos ensalos eor lon-
ga pericdo Seus limitantes de usc sd3o & radiolise scfri-
da na ligacdc do hormonio-marcade 1mpurezas gue eventual-
mente se alolam na solugdo devigo o manusein constante ou
rfei1to de variagdo de temperatura e guebra da molecula do
&sterolide em guestao

Para evitar gque estes Frfeitos afefem o PNSalo  pPU-
rifica~-se o marcado em coluyna o celite a cada & meses
fig frasco original contenogo 250 ul de solugdo tolusno/eta-
nal (¥ 1} ¢ acrescentada 5 ml cda mesma mistura 0,5 ml da
EHT triciada em 7 seca em carela e resuspendida com § 0 mi
de 1=sgoctana pura 2 aplicada na coluyna Quando todo o vo-
lume arlicado rstiver passado colocamo= 8 m]l de istooctana
pura o em seguilda 5 ml de isogoctana e acetato de etila A
5% que rprosteTiIcrmente ¢ seca P resuseendida com  Alcowl
etilico absoluto (0 5 ml) & colesterol (0,05 m]) Essa so0-
lugdc e estocada a -20°C # uma pequena parte (0,02 ml) e
diiulda &am tampdo fostato ¢ suficiente para se abter 3000
cPpm em O 1 m) a =er utilizado no ensaio

3 — TITULACAD DG ANTISOR(]

0 antisoroc liocfilizado de procedencla Radigassay
Systems Labeoratories Inc { forneclideo en frascos contendo
iml do antisoro- suficiente para 1000 tubost, ¢ resuspen—
didoc com iml de tampdc do ensaio e allguotado em tubos de
0 iml e congelade Uma dessas aliguotas ¢ diluida com Oml
de tampdoc do ensalo seguldo de diluiedes seriadas 1730,
17100 1/150 e 17200 para determipar qual dessas dilul-
sies » capaz de lipgar S0% do horménio marcado (407



Especificidade do antjsarg_yti)lizado pa_ dosagam ge
PHT iote FR-{40 - 3

ESTERcIDF X REACAT CRUZADA
9 - alfa-dihidrotestnsteraona 100 00
Testosteraona 7 7B
S-peta-dihidrotecstostierona 1 45
d~pEta-drhidroteestosterana i 95
Andros tenediona Qg 4z
é-alfa-androstane—3 17-diona 2
£piandrosterona o 77
frogesterona a o
Ectrona g 00
fotracdioi O 0D
Ectriol O 00

4 - EXTRACALO DAS AMOSTRAS

Antes de submetermos a amostra ao radioimunoensalo,
OEvENOS fazer uma ektracd3po previa do =orc para separar—
mos o6 estercides das proteinas & li1p1des que 1nterfe-
rem com 0O si1stema oe contagem liguilda B extrac3o fp1 fel-
ta com hexana acetato de eti1la na proporcdo (2 3] num vo-
lumer Oe?2 vEeZEs SUPETrioOr afg da amostra

Utilizamos o solvente hexana acetato oe etila pEla

rouca Polaridade dessa scolugdp fazendo com sue os hor-
minios mals Folares tal como androstensdiona peErmaneca
Ao plasma gue ¢ descartade junte com  preoteilnas e La-
Pl1ges apos Seu congelamento

S—- RECUPERACAD DA EXTRACAD

Fara controgle da ertragsis dos esteroides 0t ml do
marcads contendo 1000 cem #0131 colocada em comtato com &
amostira durante 30 minutos para atingilr o eaullihric  Ady-
clondo apas o l19uido extrator e agirtado mo vortex por 1 -

¢ mirnutos App 10 minutos om repousn as  amostras foram
congeladasiou com gelo seco ou cplocadas a ~2Z0°C por & A
i horas? A spguir o sobrenadante f01 transferideo Fara

autro frasco onde fol evaporado [erpols de seco o extrato
e diluldo em lesooctansa pura ag 1nves de diiul-lo em 1so-
octana saturada com Frtileno glicol como no metodo origi-
nal de Agrabham (10



Esta modi1ficacio fol1 1ntraoduzida pPlo . fato  de
termos obtido balwas porcentagens de recuperacic o guando
utiliramos 1sooctana saturada (30 x 10) Verifilicampgs qufF a
umidade relativa do ar Bem nNOSsSO MEIC osclla entre 70O a
HO A engquanto que na California onde o metndo four desen—
volwvido P& de 20 a 40% Fassamgs entidc a transferir 0 Eex—
trato eseco wom 1sO0OcCtana, Pura na tentativa de manter as
condiglies de polaridade 1deal P observamos  uma |, melhora
s1grnificativa da % de recuperacda. (70 F 10%; ,

. v : H 1

& - PREPARD DA CURVA PADRED N b

| 4

0 padrac 5S-alrha-andrastan-i7-beta-ol-3one for-

necidgo rpela Sigma Chemacal [Company de numerg A—B3183 {1
preparado uma ve?z por ano e estocado em concentragies di-
ferentes  lugfml isglugdo usal e 10ug/ml (=solucdo estogques
a —-20C A curva epadrdo fol obtida uti1lizando as dilulgoes

abaing

Saiucdo I S0ul da sol lug/ml + Sml de tamp3do{S000Fg/tubo)

b}
1

Solugaoc & 1 Oml de sl [ + 4 Oml de tampdoil000pg/tubo!

Splugdo B & Sml de =sol A + 2 9ml de tampdodS500pg/ tubo)

Solucdo C 2 5wl de sol B + 2,3ml de tampaci{2S0epastubo) .

] -4 |- ' 1 T

32 Oml de tampﬁotlﬂﬂpgftubnj :

[
*

Solugao 0 2 0ml de sl

. x %
Solugdoc E € S5mi de sl D + 2 Sml de tampdc! S0po/tubo)

H I H
Sml de sol E + £ S5ml de tamrdaoci PSepdAtubo) .

Solucdo F @
Spijucdo G 2 Oml de sgl F + 3 Oml de tampdafl 10sa/iluboi |
Solugdo H 2 9ml oe =o0! G + Z2,9ml de tampdp! Spgdiubo)

-

Estas solugdes podem ser estgoadas por 4 semanas

quando mantidas na geladeira a 40 o 'V
Cada salugdo de A a H, 2 usada nut volume de ,5ml,
em duplicata para Ccada ensalo a ser realilzado Y v
0 mesmo rrocegdimento 2 felto para testosterona de
radrac tambem Sioma de numerc §3A00 ' - S "



7 - PREPARACAD DA COLUNA RE CELITE

Utylizamos microcolunas de celite pelas sggulntes
razfcs =an facels OF preEparar sdn de baixo custo e o te—
lite tem alto poder de resolucdo

A teécnita de cromatoagrafia em Celite basecou-se8e RO

cistema [ do metodo descrito por Abhraham {101} Apos pErma—
NECEr 18 hpras em mutla a B00C o celite for misturado com
etileno glicolié 1) Isto ¢ 204 de celite 30 misturados

com 10ml de etilenn~glical

J aquecimento g 1mportante para a combustio de com-
PFONEentens le'ﬂaﬁl!.'.DE que possam lnterferlr ng ensalo & remo-—
vEF a agyua do proprio cellite quE warla de acordo com a
umidade do  ar 1nter feri1nda tambem com a polaridade da
+asfg estacionaria alterando s1gnificativamente a recupe-—
racac do hormonioc na coluana

Uti1li1zamos FipEetas de vidro de 5 ml tVidrolabor )
que saf usadas para empaiotar o relilte depois de cortada a
parte sSsuperipr da pifeta em Scm Por intermedio de um m1-—
cro Funi] 1ntroduzimbs O C2lite para dentro da proeta =2
com um  bastdoc forgcamos o conteudo  compactandoc o celite
dentrao da coluna Enchemos novamanite & pipeta ate a4 marca
7ero & com leves toques ajertamos a massa nterna Eocando
com o bastaos o celite ate due && estaberleca na marca 4 3

da pi1getas Sempre em posi1430 wvertical lavamos a coluna ¢
veres rom 3 5 ml de ispooctana pura saob pressdo df nltro-
aBrnio poadenda ser ectocadas a temperatura ambiente em

isooCtana POFr Luma semana anktes do daso

8 - PREPARALAD DOS CONTROLES

Os ensaios toram reali1zados em duplicata cam oS
tubos controles amostras de soro com concentragdo media €
baixaipools!? NS5E (mi3c especifiend e tubo IZero (R30 contem
antigeno frio ou tubo de li1gacdc maxima}

D= pools foram preparados do seguinte modo 500 ml
de plam=ma fornmnecido peloc Banco de Sangue do Hospi1tal das
Clinicas da Faruldade de Medicina da USP fo1 tratado com
carvaoc dextran esara retirar todos s Rarmtnios cantido no
plasma Separamas 2530 ml do plasma  onde  colocamos cone
centragac medila de padride do hormenlo (100ng para DHT e
HD0NnY parg T) 2 nos restanta (230 ml) colocamos baixa con-
centracdoc ( 10mo tanto para T como para DHT) Esses pools
media 2 baiwko foram aliguptados & armazenados em freg2er
para S2rFrem utlllaadﬂs cemnproe QUE nECEeScarl1o

Com o5 controles detrrminamos o coefilcliente de va-
riacado intra & 1hter encalc tomando & varl1agaoc Ccorrespon-
dente A media e o5 desvios padries pe 3 eansalos como Cri-—
terio de aceitagde do ensalo



ENSALO DE DHT

0 pPrimelroc passo Para s dosar DHT fo1 a obtenzado
de im] de soro ou plasma apos centrilfugacic, colacana du=
rante 30 minuioe em contato com 6 1 ml de DHT marcado

(1000cpm) aa fim deste adicionamos 10 ml de ligquido ex-
trator # agltamos &m agirtador de tubos ti1Ppo Vortex durante
1 miruto P delwamos em repgusg durante 10 minutos para
que OCcorra a separacan das duas fases [sorosextrator) Em
sEgulda congelamos e decantamos n sobrenadante em frascos
de secagemn onde {01 evagorado B resuspendido com 1 G ml
de 1sooctana pura & aplicada na toluna de celite pre—mon—
tada A eluicdo +o1 efetuada sob pressdoc de matrogénio (&
libras) com veloacidade de 10 a 182 gptas/minutn Apos  a
PasTageEm da amostra lavow-se 0 +rasco com 0 5 ml de 1so0-~
octana pura gue tambem f00 transferido para a coluna  Sem
geixar =secar o celite de dentro da coluna adicionou-se 3,3
mi de i1sooctand Purada Aue ¢ descartada Em seguids coloca-
mos 4 3 ml oe acetato de eti1la a 5% em 1sportana face
em que obtemos o DHT Esta amostra fol recolhida da coluna
Em frascos EvarForada FAra sSer resusgendlda cern 2 ml do
tampad 0 ensaln Sendo deppls Lncubada em banho-marla a
37°C antes de =er pnsajada

0 radiolmunoersaic proeridamante dito, f constitur-

do de curva padrio (como mencLonado no 1tem & - Proced:-—-

mentos) tilbos N8B onde coloramos O & ml de tamedo do en—

sa10 tubes Zero com O 5 ml de tampdo & as amostras ((todos
os fubos foram ensalados #m duplicata)l

&g ampstras contendo 2 0 mil de tampdo foram agl tadas

no vortex para resuspgnder o eMtrato seco sendo gque 0,3

mi destas amostra foram rolocadas em vialg contendo ligul-

oo de cintilacdo para futuro caltulo da ¥ de recueperagso,

03 ml em guplicata +oram plerPptagdos em ftubos de ensalo de

w1ldro  gue arpompanharam oS controles » a curva padr3o A
guantidade de ¢ 1 m! de antisoroc anti- DHT ¢ plpetada em
Looos oo tubog ceguldo de O % ml de DHT~tri1ciada
(S000cepm/0 4 mla que foram lncubados na g9eladeira  paor
cahsg Apos este pEri1Cdo spparamos as fracies livre da 1=
gadda com 0O 2 ml de carvio dextran dque foi mantida sob
agitacdo a 4 L Apos a agltacdo dos tubos seguida de re-—
ROUSD por 20 mirnutos & 4°C procedau—sa a centrifugagac

ror EOminutos em centrifuga retragerada a 3000rpm

ad sobrenradante f01 decantsado diretamente no frasco
ae cinti:lagag contendo 3 ml de liguido de cintilagdoc e
aH0S a4t contagens o ralruwlo fo1l efetuado com auxillo de
computador acopladno a0 contador Beckman {ou poderia =1 -]
te1to dtraves e programa de HRadioimunoensaio #m Calcula-
dora HF-97)



ENSAID DE TESTOSTERONA .

Az dosagens de testosterona foram  reallzadas por
radloimunpensa)l o ongde wtilyzamos cgmo marcador a testogs-
teromntd marcada com tricio

fg ampostras de soro pu plasma foram esmtraigas com Q
mE SO liguidg eritrator uti1lyzado para a dosagem de LOHT
Em homerns mnormals uti1ii1zamos O 3 ml de SQra e em Criangas
0 3 ml de spro que foram extraldas cogm 3 ml do lioguido ew-
trator atraves de agitacgdo em vorter duramteg | minuto ca-
da amostra Apos 1O minutbgs &m repouso 95 0 amgstras fovam
coraeladas e em seguide decantadas em frasco de SECa9Em

Cepois de evaporadas foram resuspensas com & ml de
tampae fosfata 0 IM pH 7 4 {o mesmo oo DHT? agi1tadas em
vorten o delsadas em  nanhg-maria 370 por 30 minutos

] Curva pradrdc fo1 realizada da mesma mangira aue
descrito  para  DHT 0 aue npste Caso utillizamos o padrac
ge T (iuad para a confeccao da curwva padrap

N ensaio f0: realilzado utilizande ¢ 3 ml de  cada
Fonta o dilulgde da curva o 0 5 ml de cada extrato recus-
penso om tampdo alem oe O & ml de tamp3o nps tubos NSE =
59 ml de tamp3o nos tuboz reros semere realizados em odu-—
Flicata

Em seguida colocamos 0 § ml de amtispro antitestos-
terona (21} seguidoc de O 1 ml de testosterona triciada
{S000cem 0 Iml] fig1tamos ves tuboes e 1ncubamos a 4°C por
18 a F4 moras Como metodo de sgparafiu  empregamps a4 sg-
lucdo de carvdpo-dextran mantiga em agirtacdo a 4°C durante
a Firetagem Desta solucdo O 2 ml foram piepetados em todos
os tuhbos mEnos fns totals ¢ apos agltacao seoulda de re-
pouso  por 20 minutps a3 4 K procedeu-se a  centrifugagdc
por 29 minutos a 3000 rpm 0 spbrenadante fo1  decantado
giretamente ng frasco de cantagem gue gontem 5 ml de 13-
guidn de cintilagao

0 metodo de calculpo utiligado baspou—s=e rum Programa
gue acompanha a calculadora HE-97 &8s carreghes foram fei-
tas tendo base para a extragdc no valume uti1li1zado para
O EMNE3i0
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PAREMEYROS RELATIWOS AOS ENSAIQS DE DHT E TESTO

Os encsaios foram anmalilsados em computrtador PO utili-
rando o0 frogramAa RIGHALH desenvolwildo em ]Jinguagem Hasic,
na Unldagde de Diabetes & Adrernal do Hospital das Clinicas
da Faculdade oe Medicina da Umiversidade de S53c Paulo, gue
alem fdps recultadons parclals de DHT nos forneceu varlos
parametros de ctontrole de 5 pnsalos como mostra s tabela
abaiwg

Dados obtidos dos ensaios e DHT (ngrfdl)

Ensdlo 1 e 3 4 5
CL % 34 5 St & ]47 2 37,1 48, P
NSH S 1 3 1 7 £ 0 1 5 e.2
MObDrngsd1] 4 3 g 1 4 3 q 7 4 3

P M 134 * & 4 127 t & 4§ 125 + 5 7 138 + &4 7 130 £ 32
L ¥l 4 8% S O% &t 3 04 9 0%
C Ve tmediarDF ) 9298 r ¢ &

F B gl * 1 g4 #F5 + 2 0¥ gh t 2 0% ¢ x 1 T g8 * )} &
C Ya & B e O/ T Oru & 3¥ a X
C V1 tmeora O F &H 7 10

Dados obtidos nos ensalos de T
Ensaio 1 £ 3 q 5
C L % 44 O a2 O a4F O a0, 0 49,0
NSRE X 1 7 1 B 1 7 1 A S 9
MDD 7 8 8 E 51 g 5 8.0
F M FEl * 14 F O glD t 14 A0 2 12 A0 9,9 250 + 15
C Y 7 Tk & O/ 5 T¥ 4 0% & 4%
C ve & O 1| A5¢

£ B qdd t 4 4 &F ¥ & 3 &3 * 4 4 &2 * 9 ¢ A5 2 3 A&
C v &H.9% T T ioX 8 4% 3,95
C ve H1 1 9

C L = Caparidade de ligacdo {(antigeno 2 anticorpol
NSB = X ligagdoc ndo ecpeci1fica
MO = Minima dose detectavel (sensibllidade!
C ¥y = Coeficiente de wvariatcdao 1ntra-ensaio

C ve = Coeficientse de wvariacao 1nter-ensalo

Sl = Pools medios

P H = Pools baixos



RESUL YADDS

LComrparandd o= resultados das dosagens de DHT com coluna &
sen coluna (FTabela 1) observamos qQue os valores com colupna foram
slamnificativamente wmenores dos oue os sem columa ( 31 & ¢+ 21,1
contra B¥Y H + 47 / ' A anal|se estatistica do teste T pareado sn-
tre esses dol1s grupods (com ¢ sem colunal mostrow haver estatisti-
camgnte Hiferenca s1gnifilicante el 0O 05

Maloreg Dasgis

Homens adul tos Fm relacdo aos mivels de testostercona ob-
SETvaAmnDs gue O nivels e OHT s/col BF wvalores baluos de testos-
teonal {30ng/dl ! #Tam maiores gue 05 valeores Jda proerla testoste-
rona am alguns casos SugFTrLINodD a presenga de substancias 1nter—
ferentes

Ggpartir desta constatagdo uti1lizamos apPmas O Bnsalo de DHT
aeps rcromatografia prara determinar os valores normals do metodo

Os wvaloree Lamd4:1e O testo B [DHT de um grubc de homens adal-
L rrSTE LR e @S tTe TraT "4 Tare 3 £ STLL BTN 4.C"€s de TESLY
de B21+132ngsdl & de ChHT 45 3 + B3 5 e rejacdp T.DHT 128 & + 5 3

Jeste com bCE

Homens adultos [(omo rodemos observar na Tabela 3 o5 valo-—
res basais de Testo foram de &10 + 200ngrsdl ¢ apos hGGE e de
1274 + 963 ge DHT oo wvalores bazais foram 44 ¢ 2+ 10 2ng/dl,
apos hChE de &8 3 + PF £ngfd] Motamos que houve um aumento da re-
lacao T/DHT apps estimulo de hCH com walores basars de 14 & 1
9 4 F pos—hCGE de 1H & + 7 F

Em rcrisanfas pre-puberes Tabesla 4 observamos valorea
bhalwas de T e DHT indicativos da ndc atividade das celulas de
Leydig caracteristica desta faixa etari1a Fntretanto apos estimu-
lo com hCG pbservamos um 1Rrcremento de T (437 + 136ngsdll e DHT
{(P? B 2 B8 1 ngsdl) £ da relacdo T/DHT wvariou de 15,0 + 2.4&na/dll

Os=s pacientes com PHM tiveram sey diagnostico de defi1-
ci1encla da D—alta-redutase 138 suserido peElos dadas clinicos tan-
fi1rmados pela determinagao dos metabolitos beta reduzidos atraves
da cromatografia a gas Tooos os paclentes aprezsentaram mivels ) 4
sendo o normal { F andicativo de deficiencia da atividade da
S-alfa-redutase Como podemos observar ma tattela 5 os valores de
T estido ligelramente diminuldos (482 2 112 4 ng/dl) mr=mo  apos
egtimulg (120& 7 t P57 9nasdl} os valores hasairs de DHT o que &ra
esPperadg estao abaixo do narmal {12 5 + & Jngfdl) mesmo apos e5-
timulo (20 5 * B 4ng/sdld e fimalizaendo & relagdc T/DHT ficouw bem

aci1ma do normal 42 7 * 18 P! tambem apos BCG (&4 = 20 noasdli,
fechando o diragnostico



TABELA 1

COMPRRACAD DE VALORES DE TESTO E VALORES DE DHT
REALIZADO COM E SEM CROMATOGRAFILA

Individucs Testo naldl BDHT (rngsdl)
cohtroles c/eooluna s/-oluna
a1 o8 0 o4 0 - 34 3
O 0oy O o3 3 - 30 B
03 19 B8 1d O 17 7
04 1< 9 11 5 39 35
Q3 30 3 o8 4 47 3
D& 04 & a4 0 av? &
a7 bé& B 12 4 =22 O
og 74 O g ¢ S22 4
oo <0 2 14 8 37 9
10 112 O g g a7 4
11 138 ¢ 12 3 ¥3 1
ia 148 G 11 0 &H4 4
13 330 G 2= 4 g ¥
14 330 O 27 B T4 4
15 350 0 19 7 101 3
14 J&& O Zg B &1 0
17 410 O 597 3 140 Q
iH 4ed O 40 7 a0 =
1% G20 0 43 5 146 1
20 47= [ cl = F4 3
&1 473 0 36 3 e 4
2z 410 O £8 v 129 4
c3 510 O 40 ¥ 1146 O
=4 513 0 92 O 114 ©
(== S17 O F3F T 137 3
&2 & &00 O &3 & 14c g
=7 &05 O 44 &4 171 O
cH &30 0 5& 4 172 3
ev &35 0 O 3 155 4
30 43 O 40 0 117 %
3 T30 0 79 v 17¢ O
3e 749 0 &7 5 OB3 &
Media 57 3 3 & a7 a8
X ¥ T +
D F 289 5 21 1 47 7

el m MM et M T —m MM — — —f m—m—m e s mF— T fEEEECC e E Ao o Mmoo m e
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TABELA £

VALDRES RASALIS DE TESTO DHT € RELACAD T/DHT
DE INDIVIDUOS NORMAIS

EE R R e R R = R i e e e e e g g e -]

Indyviduos I C TESTD (mgsdl) DHT {mngsdl Ts0OHT
o1 34 4735 & 3 13 1
= 4 F30 e 9 11 &
013 a3 a30 ez 4 14 7
04 31 &d5 40 0 1é O
09 i 5317 a7 ¥ 13 7
Gk ot 310 a0 v ig 5
o7 ch 410 57 3 o7 1
GA 23 &09 44 A 13 &
o7 ac 47 2l 5 ey 9
10 14 H30 FAV I og 9
11 eg 420 40 7 10 2
ic ca 330 Y B 11 B
13 ad 515 50 3 10 2
14 35 &30 56 3 11 &
15 40 Claly i 7 17 7
1& -8 530 “8 < 17 &
i a4 o230 cqa 7 o7 2
16 f=g-) 570 B 3 07 §
19 A0 &34 ik . OB 5
g0 £ B55 %3 7 o5 v
21 28a 7i& &3 7 11 £
ee e 4e% 59 7 07 2
23 e7 [S72 74 B o7 7
<4 31 {7 FAr A OB £
&5 Eb Sl& 0 9 o7 A
b [ard 535 &b b 048 0O
a7 g = 29 s 7 10 5
28 ED S3& F3 0 0> #
2 i) &3 104 0 046 3
30 27 342 S0 5 o4& B
31 =4 3z% Z2e 1 14 9
e &3 524 18 & 28 1
33 ED 545 23 c 23 3
34 Z4 570 28 2 20 ¢
25 ch 503 s 5 194 8
& 23 = 40 O 18 |4
a7 c& 308 c9 9 16 7
3g £S5 410 19 3 el B
a9 24 32835 &4 5 15 &
40 Ji 420 453 S 15 &
41 o7 SO0 &3 3 a9 2

Mediat 5201t 49 5% ie 71

o F 13¢ 23 & b |
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TABELA 3

Val UhES DE NH] FF%TO B LORREFLALCAD T70HT EH HOHENS
ALY TOES Fhre + Fok kCH

INDIViDUOD I C TESTD {(mgfdll} OHT {mng/dl) TADHT
HBasal Ficoe Basal Fico Basal Fico#
1 b 410 7oe =¥ 7e 7.2 B 9
e a3 =54 1180 27 G i 20 5 21.0
3 23 554 1589 44 a2 12 & 17 O
4 b 441 &38 47 5B Z.4 11,0
b [==) 7S cled 40 100 19 4 el.2
& (=3 | 925 145 a0 al 18,5 3:.,0
MeDlAa % 610 1874 44 .7 &B 3 14 & 1B, &
crP 200 S&3 o2 #2222 5.6 7.9

s S Sy Sy e e I e e R

+ Apas hCG ( &000 UI dose unical
I T = ldade Cronnlaglca em anos

TABELA 4

VALORES DE DHT, TESTO E CORRELALCAD T/DHT EM CRIANCAS
PRE-PUBERES EM CONDICEO BASAL E PoS—-hCG

E T T T 3 & 55t 8 5 fuh Nl S el B ol e s S e i i o —]
INDIVYRULA 1 C TESTO {ng/dl) DHT ifngsdl) T/DHT

Bazal Fico#* Basal Frco+ Basal Pico=

i 23 80 411 i G as —— 12.8

= 5 B8 {8 O 283 (4 0 &3 5 —= 11.3

3 35 8 0 &B3 {4, 0 43 - 15 8

4 7.0 & 7 354 {4 0 ig - 18 &

=1 g 0 & T 427 {4 0 3B - 15, ¢

& I3 0 14 2 465 (3 O &H - 14,3
MeDlAr = -- 437 ¢ - 29 Tt -- 15,0+

D F = - 134 -— B,0D —— E.é

* Bpos hCE {(1O00LA/Hg por dose » 4 doses)
1 T = ldade Cronologica em anos
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TABELA %

VALORES DE DMT, T E RELACHO T/DHT DE PACIENTES CDM PSEUDOHERMA™
FRODITISMD MASCULING POR DEFICIENCIA DE % ALFA REDUTASBE

individuo TESTOWngsodl? DHT c/colingrdll T/CHT
PBasal Fico# Basal Ficos Basal Picon
c1 475 13486& 19 35 fb | 38
os 443 1029 11 18 40 57
03 Hik 1500 =t =20 e7 a0
Og 559 1453 14 i6 o 71
05 445 1288 o9 g4 a4 54
Q& 575 1180 10 17 57 &%
oF ase J08B o9 17 37 59
0B aze 1130 o4 1 B3 94
MeDIA 482 1204 7 12 S 20 5 4z 7 b4
T . + b * * s
S0 117 4 ea7 9 6 4 B 4 18 ¥ 20
VALORES NDRMAIS
MeD1& 510 1276 7 44 g &85 14 . & i1B.7
T b 1 t + x x
;=10 201 S&E 4 10 7 cF P S.& 7,7

ErFE TR R E T RS T I E o T rr o mos mT o rm e mm Ty mmm mm m m m  ———

#+ fBpos hLG { H000 UII dose unical



-
DISCUSSAQ

A dosagem de DHT por radicamunoens<ain vem sendo reall-
zada desde a decada e 70 pnde eesguisadores { 2& 27e 2B) sen-
tindg a necess)dade de purificar & amostra peEla grande reagdo
cruzada que o anticorpo apresentava principalmente com a T uti-
lizavam diferenies tipos oe cromatografia como mei1o de sPparacdo
de outros esterbldes

0 metodo oe cromatograftia em coluna de celite @ um me-
todo baywo custa relativamente facil +ho oual a DHT 2 separado
por  diferenga da polaridade da fase move]l dos demals estero:odes,
confra oO% Quals apresenta reacao cruzada mals BXPresslva entre
eles T P androstenedicona

0 problema de balka recuperagdo das amopstras confor-
me )a explanado ng 1tem 5 de Frocedimentos (Recuperacdo da extra-
gac) 01 =plucicnada com redugdo da polaridade da sclugdoc de
transferencla wuatilizando 1s500ctana pura

Apecar de usarmos um anticorpd mals esppclfico 0o Sue a
maloria dos normalmente uti1llzados observamos que Ds NIvELS de
DHT realirados sPm cromatografia previa eram si1anyficativamente
sureri1ores aots obtioos apps cromatografia Este fato  fgi mals
evidenlr quando se carrelaciona os valores de DHT com os de T,
onde algunt pacierttes com nivels balwos de T apreseantavam wvalores
de DHMT supericores acs nivels e T o que do ponto de vista biolo-
gicn » absurdo )& gue 0% da DHT circulanmte deriva da conversan
reriferica da T flem do mals considerando a porcentagem de rea-
A0 cruzada com a T (7 7E%) Frodemos admitir que outros fatores
alem da reacdo cruzada com outros esterpides 1hterfiram na dosa-
gem de DHT sem cromatografia Entre estes fatores ouma 1hterfe-

refncla  Provavel ¢ a presenga de protéinas plasmaticas ja aue O
volume de soro utllizadn 2 de tml o gue far:lita a contaminagdo

eQr splventes grgadnlcos com protelna, contribuilndo fara LT
efer o ‘quenchilng {diminulcan nas contagem rausado palsa parda

do  quantum ge Juz diminuindo a altura de pulsol! 0Os mivels nor-
mais fgo rosso metodo sdn semelhantes acs nivels descritos por I[m—
perato MaGinley { 13} e Wilson (22)

f relagido T/DHT $fp1 capaz de diagnosticar os pacientes
com PHM por deficifncira de S—alfa—redutass em 1dade pos-puberal,
tanta em condigies basals gquanto apos estimuloc com HCGE Entretan-
toe hos  1ndividuos pre—-suberes os nivels da relacio T/DHT so  se
mostraram alterados apogs estimulo com hCE, jJa aue a4 secregac tes-—
ticuiar de T e peguena nesta fai1ka etarla o que 1mepeds umaA  real
avallacare da conversdago de T em DHT
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CONCLLSAD

Concluimos que & ogcagem de DHT =em cromatocografia
Frevia ndo e mostrou condiave) parg avalilar os alvels de DHT

0 metodo de oosagem de DHT com cromatografia am
coluna de celite ¢ uwh matods relativaments simples de baiwso cus—
ko reprodutive] ¢ Poperifi10n 2 se mostrou uti]l no diaghnestico do
psaudochermafroditiemo masculing por ode.1ci1éncia da S-alfa-reduta—
&g

Sugerimos aue a dosagem de DHT seja reali1zada sem-—
Pre apas Cromitogratia prevlisg ate que =g deganvolwvam anti1soros
altamente especi1t1c0s & de arande afin:idade
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