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AVALIAGAO DOS NIVEIS DE ALDOESTERONA E CORTISOL PLASMATICOS
EM CONDICOES NORMAIS DE INGESTAO DE SODIO E POTASSIO, APOS
SOBRECARGA E DEPLECAO SALINA, EM RELAGAO A POSTURA E
APOS ESTIMULO COM ACTH E ANGIOTENSINA II.
RADIOIMUNOENSAIO DE ALDOSTERONA E CORTISOL PLASMATICOS

Helena Okada

RESUMO
Bgroeu=mars-2 ad0F tade:
Nesto=-wabeiho, ovem=gdepsades métodos“pers 8 quantificago de cortisol e aldosterons plasmiticos por
radioimunoensaio, utilizando-se snti-soros aitamente espec(ficos
(m a metodologia Isboratorisl estabelecides foi pomivel 0 estudo fisiolégico de secreclo de cortisol ¢
sidosterona, em seis individuos normais, mentidos em uma diets bessl, de erroz (<10 mEq Na'.dia™") + 100 mEq
K’ dis~". Semaiddioise or estudos de postura @ dos efeitos de cortrosine @ angiotensina |1 exdgenss em curdicBes
adhubmlomummomhodoﬂo'o 12001”1&@&.".5

e e -

b

Entretanto, nflo houve diferenca significstive nos incrementos relstivos sos bassis desencadeadios pels postur, nis tris
niveis de i de sal.

" 0 incremento da biossintess o de sidosterons pels scho de ACTH fob similar, Guelquer que fosse - tas besel
de sidosterons induzids pels verisclo distética do sal. As respostas de secrecio de sidosterons so fstor cu trosins @ b
posiclo erete foram semeihantes, independendo de quantidade de sbdio ingerido. j

A infuso de Angiotensina Il induziv s secreclio de sidosterona, sendo que na vighncia de dists > ic) em sbdio,
© incramento reistivo fol meior do que na de erroz.

O valor midio bessl do cortisol em nivels diferentes de ingestho de Na'® foi significantemante -5it srente. Apbs

deambulscio, houve decréscimo dos valores de cortisol nes trls distes em relaglio 80 valor bessi, no ¢ = Indo entre sl

.C; njecio de ACTH sstimulou o secreclo de cortisol independendo do nfvel de ingawtdio de Nu', sendo o

resposts do cOrtex similer nes trés dietes.

; - N

mnﬁ;lo de angiotensing || em doses nfio hipertensivas provocou uma queds snbmsie m i r,ivels de cortisol

que s deve provaveimente a0 dewio do substreto para s biossintese de sidosterona, aiém 30 px »ario efsito do ritmo
nictemersl do cortisol.

Nota enplicative: A ortogretia ¢ a scantuscho dos termos empregados no presense wabwiho obedecem 80 Novo
Okiondrio Brasileiro de Lingus Portuguess, de Aurdlio Buerque de Hollsnds Ferreha, 12 adiclo (querts impresslio),
1978

Aprovads pere publicaclio em Feversiro/1978,



1 — INTRODUGAO E P,"OPOSITO

() radioimunoensaio de hormaomos esterdides tornour se possivel com a sintese de conjugados
antigénicos proteln&esterbides‘” . Com a prepaiacdo de anti-soros especfficos para 2sses compostos e a
utilizacdo da metodologia bdsica desenvolvida por Yalow e Bofson“'s', surgiram técnicas
radioimunolbgicas capazes de quantificar adreno-hormonios em materiais biolbgicos.

A dosagem de hormonios esterbides que existem em concentracdes relstivamente baixas, em
liquidos bioldgicos, apresentava sérias dificuldades. Os métodos analiticos até entdo utilizados, embors
especificos, careciam de precisdo, sensibilidade, exigindo muito tempo para sua feitura, além de envolver
tbcnicas complexas para isolar os hormdnios de outras substincias com reatividade cruzada significativa.

Os principios basicos do ensaio radioimunoldgico baseiam-se em reacdo de competicio entre
hormdnio radiomarcado e o de referéncia, para os sitios de fixacdo da proteina especifica e 0 resuitado
dependerd somente da interac3o dos reagentes, de acordo com 3 lei da acio das massas. S30 requisitos
necessirios de um radioimunoensaio: a substincia a ser dosada nas formas marcada e ndo marcada
{“fria’’), um ligante especifico e recursos para a separacao da< fracOes livre e conjugada do hormdnio
marcado.

Resolvidos os aspectos térmico; da dosagem de cortisol e aldosterona do plasma, foi possivel
estudar os fatores que regulam sua producdo endbgena e, em particular, a da interrelacdo entre estes
esterbides e o equilfbrio eletrolftico.

No individuo normal, a secrecdo de aldosterona é automaticamente regulada 20 nivel necessirio
para conservar o volume do fluido extracelular, mantendo-se concentracGes de sodio adequadas. Pars
tanto, a velocidade de secrecdo de aldosterona responde 3s alteracGes do volume extracelular e dos niveis
de potissio sérico que afetam de modo antagdnico a secregc3o de aldosterona pela sua interferéncia com
teor de s6dio do corpo.

A alteragdo do volume circulante efetivo, provavelmente captada pelos baroreceptores, de-
termina a8 secrecao de renina pelo aparelho juxtagiomerular. A renina induz a hidrélise do angio-
tensinogénio que dé origem a um decapeptideo, angiotendina | e a outra fragdo peptidica. Uma
enzima plasmitica conversora por sua vez hidroliza 8 angiotensina |, liberando um octapeptideo, s
angiotensina Il. A angiotensina || exerce um efeito direto na zona glomerulosa do cdrtex da supra-renal,
determinando sintese de aldosterona que, por sua vez, vai determinar retencdo de sbdio e perds de
potissio por sua acdo sobre o tibulo renal. O ACTH e (ons de potdssio, por acdo direts no chrtex
supra-rensl (zona glomerulosa), também induzem » secrec3o de sidosterons.

Com efeito, os glicocortichbides contribuem sensiveimente na retencdo de sédio. Embors suss
atividades sejam 100 a 200 vezes menores do que a da aldosterona, suas secrecdes difriss stingem valores
mais elevados do que a desta Uitime (25 mgdis™' para o cortisol ¢ 5mgdia™! pars corticosterona
contra 0,25 mg.dia~’ para 8 sidosterona). Em condicBes basais, o retencio de sodio ¢ efetuada por efeito
do ac¥o do cortisol''®). Quando hs reduco de volume circulante atividade mineralocortichide adicional
¢ determinads pela secreclo de sidosterona induzids pelo sistema renina-angiotensina. Acredita-ss, no
ntanto, que o mecanismo responsivel peis secrecSo de aldosterona nlio sefs exclusivaments regulado
pelo sistema renina-angiotensina, devendo haver outros componentes nfo bem esclerecidos.

Face ds duvidas sinde reinsntes, julgou-se oportuno colher, em individuos normais, dedos
esclarecedores quanto A regulsclio da secreclo de sldosterons e cortisol na dependincia de restrico e de
sobrecarga aslimentares de sédio, nc de estimulos posturais @ ns de sdministraclo de ACTH e
sngiotensina I, Pars tanto ers mister ensaiar # estabsleces aiguns critérios de controle de qualidade de
métodos de dosegsm de aldostsrona e cortisol plasmiticos por técnicss de radicimunoenssio,

Esses serBo, pois, o3 diferentes aspectos a serem estudedos neste tishalhe



2 —- PROGRAMAGAQ EXPERIMENTAL
Para alcangar nossa proposiclio fez-se necessdrio:

1) ensaiar ¢ estabelecer alguns critérios de controle de qualidade de métodos de dosagem de
aldosterona e cortisol plasmiticos por radiocimunoensaio;

2) determinacio das veriagles dos niveis plasmiéticos de aldosterona e cortisol em individuos
normais submetidos a restricio e sobrecarga alimentares de sddio, @ estimulos posturais e
3 administracio de ACTH e angiotensina Il.

2.1 — Radioimunoenssio

Em contraste com o radioimunoensaio de hormdnios peptidicos em que técnicas de purificaclio
de amostras biolbgicas sio relstivaments pouco necessirias, nas de esterbides sempre se deve recorrer a0
menos algum grau de purificagio do materisl, antes do ensaio propriamente dito.

Com efeito, os hormdnios esterbides, em virtude de seus niveis plasméticos beixos, tornam o
sistema de dosagem sensivel 8 interferentes 3 que s acresce a susincia de anti-soros com especificidede
completa. Em atencio 20s propdsitos deste trabatho, 8 remocio destes interferentes é feita por extraclo
com solventes orgnicos que os liberam das proteinas carresdoras, seguindo-se utrwlo sgletiva exsustive
wpuaomowﬂucmpamloumeolumdealmouplde&pmdullpoﬂlm n

Os esterbides s8o adsorvidos peto Sephadex lipofflico com diferentes afinidades devido s virios
ofeitos fisico-Quimicos entre 0s quais 8 exclusio por peso moleculsr, interacBes do gel com funcles
quimicas do soluto, polaridade da fase movel, efeito sdsortivo s pertiSo!8:23)

Wtilizam-se viviss ticnicas pera 8 obtencdo de anti-soros contra esterbides, todss basicaments
Mdmuﬂmﬂucm&duam(mwnﬁomm&mmw Erlangsr @ cutros @
MMWAMM'

A completa especificidade do anti-soro & dificil de ser obtids e a restividade cruzada ocorre
com outras moléculas de asterbides com sstrutura similar 3 do esterbide utilizado como hapteno.

Parece que o anti-soro possui especificidade principsiments contra radicais especificos do
esterSide distais & porgo fixads d protelne carreadors''®). igo levou 8 acoplsr proteinss s ftomas de
carbono do nGicleo ciclopentano-fenantreno numa tentative de melhorar 8 especificidade.

Os hormbnios esterbides uma vez acopiados adequadaments & proteina carveadora thm mostrado
ser potsncisiments antiginicos em snimais de laboratirio, sendo suficients 8 imunizacio repetide com
sdjuvants de Freund associsdo @ bacilos do tuberculose'11:26.28) Exicts porém, ume considerivel
virisbilidade no greu de sntigenicidade face » snimais da mesma espécie 8 lote.

O requisito essencisl pera um radicimunoenssio sensivel ¢ ¢ obtanclo de anti-90ro que resge
com o hormdnio com energis de ligago spreciével & constante de ofinidede médis proxime de
concentragBo ds substincis no meio biologico, so redor de 10~ "mole.liro™, refistindo-se
assencisiments na queds inicis! de curve dose-resposts,

A nsturezs hidrofobica de ligeclo anticorpo-esterbide torme suscetivel sistsmes de
radioimuncenssio a substinciss nlo polares. As modificacBes da rc.posts anelftics, comuments
encontrade ne presence de residuos secc. de solventes ("branco” de solventes) ou de extratos
plesmiticos (“brenco” de extrstos pissméticos) pode ser induzide por substbnciss de origem no
mcmul dmadu peios préprios solventes ou por molécuiss lipofilicas cosxtraidss dos fluidos
b'olooieoi



Por tim, uma importante fase em qualquer imunoensaio é a separacio das fragBes livres e
conjugadas. H§ uma variedade de técnicas, ¢ a mais comumente utilizada consiste em um adsorvente
seletivo, carvio ativado recoberto com dextrana, adsorvendo o esterbide livre e deixando a frac3o ligads
em solugio. Por outro lado, a alta velocidade de dissocisgdio, caracterfstica dos imunaocomplexos de
ssterbide, resultando numa mudanca ripide da fracao de esterdide conjugeds em relagiio 3 forma livre,
faz com que o carvdo passe a causar dissociagio do esterbide ligado so anticorpo, sém de poder
asdsorver a fragio figada, rompendo o equilibrio dinamico estabelecido entre 0s resgentes e o imu-
nocomplexo' 18},

Nesta pesquisa, 0 uso do carvao recoberto com dextrana em concentragdes relativamente baixas,
ds ordem de 10:1, e 0 controle do tempo de contacto hormdnio-adsorvents, revelaram-se satisfatorios
pera uma separagdo eficiente do hormbnio livre do imunocomplexo.

Para a avaliagio das diferentes fases técnicas da dosagem de sidosterons @ cortisol institulram-se
controles de qualidade que estimasm 8 purezs do tragador ¢ dos resgentes, a sensibilidade do método, 8
precisio interensaio das curvas de +ziibraglio e a reprodutibilidade do ensaio {entre ensaios).

A pureza do tracador e dos reagentss foram controladss pelas ligac3es nfo especificas causadas
por impurezas do tracador e dos proprios solventes ou coextraldas durants o processamento do plasma
e, ainda, merck dos valores de “brancos” dos extratos plasméticos simulados por “brancos” de dgua
bidostilada.

Avaliou-se a sensibilidade do método a partir do relacionsmento da dispersiio dos valores de
replicatas do “branco” de dgua bidestilada com o recuperivel porcentual da estimativa de perdas durante
0 processamento da gua bidestilads e pels fraclo do volume do extrato utilizado pars s determinaclo
do desiocamento da formecio do imunocomplexo.

A precisdo inter-ensaio das curvas dose-resposta foi examinads a pertir da andlise de dispersio
de cada ponto da curva feitas com a mesma partida de anti-soro ¢ reagentes, no decurso de seis meses.

A reprodutibilidade interenssio dos métodos foi avalisda pertindo-ss da andlise de disponio de

trés misturas de plasma de individuos normais com concentracBes hormonais diferentes, aceitando
coeficientes de variacio menor ou igusl 3 10%/20,

2.2 — Fisiolod:

Uma vez estabelecidas as condicdes para o radioimunoenssio de aldosterona ¢ cortisol no
plasms, eles foram splicados pers a elucidaclo da secreclo dos dois esterbides, em individuos adultos
normais, perants ingestdes varifveis de sddio ¢ constantss de potéssio. Avslisramse as interferinciss

agudas determinadas por alteracles de posturs e por hormdnios que estimulam o cOrtex supra-renal
(ACTH o angiotensina 1) fornecidos exogsnamente.

3-MATERIAL E METODOS
3.1 - Apsreihos ¢ Equipsmentos

Agitador eletromagnitico ¢ im8 (Magne-Matic Stirrer, Modelo 15, Arthur H., Thomas Co.,
Filadéifia, Estados Unidos de Amdrics).

Balanga ansliftica (Mettier H20T, Zurique, Suica).



Bomba de vécuo {Vactorr-535. Precision Scientific Co., Chicago, Estados Unidos da Amdérics).

Evaporador analitico de nitrog8nio N-Evap (Organomation Associates Inc, Mass, Estados Unidos
da Américs).

Frascos de vidro de teor baixo de potsssio (Value Vial 1|, 161650, Beckman, Estadoc Unidos ds
América).

Minicolunas cromatogrificas de vidro com 1,0cm de didmetro interno @ filtro de capilares
{Instituto de Energia Atdmics, Séo Paulo, Brasil).

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

Pipetadores semi-autométicos e ponteiras descartdveis (Schwarz/Mann, Noves York, Estados
Unidos da América):

a) “Biopette” de 0,2 ml (0010-19) e adaptador (0010-18) para volumes de 25, 75 ¢ 150 ul e
“Biotips” de 0,2 m| (0010-20).

'b) "Biopette” @ “Biotips” de 1,0 mi {0010-29 e 0010-30).

Refrigerador (Frigidaire, S3o Paulo, Brasil).
SifSes de vidro de 0,1 ml de capecidade (Siphon 3408-1/2, LKB—Produkter AB, Suécia).

Sistems de detecc3o com cintilador dotado de espectrdmetro e troca sutomitica de amostras
{modelo LS-150, Backman, Estados Unidos da América).

Tubos de enssio de vidro 10 x 75 mm (Vidrolsbor, S3o0 Paulo, Brasii).
th.bos cdnicos de vidro com rolha esmerithada de capacidade 5,0 ¢ 15,0 mi (Quim&, S3o Paulo,
Brasil).
3.2 - Substinciss Quimicas e Biolbgicas
3.2.1 — Resgentes *
Acetona PA
Acido scético glacial — Solug3o 0,1 N.
Acido bérico PA,
Acido clorfdrico fumegante — soluclo 2N.
Acido trielorooett'ico PA — soluclio » 10%
Alcool etflico sbsoluto (Merck).
Alcool metflico PA.

Atzids sSdica PA,
Fﬁ. Corlo Erbe, Merck ou Beker quendo 8 procedincis nfo & citads.



Benzano PA,

Carvio Norit A" (Sigma).

Ciclohexano PA (Merck].

Cloreto de metileno PA {Merck).

Cloreto de sbdio PA.

Cromatoplacas de s(lica gel F”‘ (Merckj.

Dextrena T-70 (Pharmacis-Upsalla, Suécia).
Dimeril-POPOP, purezs cintilagio (Sigma) °.

EDTA dissodico dihidratado PA®".

EDTA tetrassbdico dihidratado PA*".

Eter etflico PA (Merck).

Fosfato de s6dio monobdsico, monohidratado PA.

Fosfato de sédio dibésico, anidro PA.

Gama globulina, Cohn fragdo !l {Sigma).

Gelstins {Merck).

Hidroxido de sédio PA — solucdes de 0,1N, 0,25N e 1,0N.
PPO, purezs cintilsglio (Sigma) ***.

Sephadex LH-20, lote n® 1077 (Pharmacis-Upsalls, Suécia).
Tolueno PA.

Triton X-100 PA (Sigma)*"**".

32.2 - Antisoros

32.2.1 - Anti-soro Liofilizedo Contra Aldosterons, Obtido da Firma “'Diagnostic Products Corporation”,
Califérnis, Estados Unidos da América.

— .

*  Dimetit-POPOP = phis{2-(4-meti--feniionazoliil ] benzeno. Pico de fluorescneis minime 4 300 A. Ponto de
fuslio > 231 8 234°C.

bad EDTA = Etiiono-dismino-tetrascetsto.

00 PPO = 2.8-feni-onszol. Pico de fluorescincle mixime 3 630 A, Ponto e fuso = 72 » 73°C.

"¢ Trivon X-100 = Produto de condenseclo Co octi-fenoakpolietoxi-etancy.



3222 — Antisoro Liofilizado para Cortisol Prepsrado em Coslhos contra Conjugsdo 3-oxima-corti-
sol-soro Albumina Qovina no Laboratério Fleury S/C Luja., So Paulo, Brasil, pelo Dr. Jos
H. Visia o Dr. Ewaldo Rusyo!28

3.2.3 — Hormbnios de Referdncia

O padrfo de cortisol foi obtido da firma Schwarz/Mann, Nova York, Estados Unidos da
América e o de aldosterona da Ciba Pharmaceutical Co., Nova Jersey, Estados Unidos da Amdrics. Na
Tab:la I’, temos os nomes guimicos de hormbnios citados neste trsbalho de acordo com IUPAC e
ws!'2),

3.2.4 — Hormdnios Radiostivos

Todos 03 hormdnios marcados com tricio ¢ carbono-14 forem obtidos da firma New England
Nuciesr, Mass., Estados Unidos da Américs.

3.2.5 — Caslstica

Para os estudos de restricBo e sobrecarga de s6dio alimentar, mantendo-se constante a ingest3o
de potéssio, foram selecionados seis voluntérios adulitos normais® cujos caracteristicos biométricos
acham-se na Tabelall, e que receberam uma dieta basal, constante ¢ pobre em sbdio prepsrada e
padronizada pelo Servigo de NutrigBo e Dietética do Hospital das Clinicas ds Universidade de Sdo Paulo
conforme 8 Tabela I11. A dieta basal de arroz foram acrescidos 100 mEq de potassio por dia ns forma de
uma solugdo contendo:

Acetato de potassio . ... .......c0uuvenn 100 g
Citrato de Potéssio. . ... ............... 100g
Bicarbonsto de potéssio . . .............. 1009
Gliceringd . . .......cvvirvvnencennenns 200 m|
Xarope da grosetha qsp. . . . ... ......... 1 Vitro

prepsrada sob a denominagdo de Triplex pelo Servico de Farmacotécnica da Faermécia Hospitelar do
Hospita! das Clinicas da Universidade de S3o Paulo, sendo cada mi da soluclo correspondendo s
2,5 mEq de potéssio. Antes do uso, pars cada lote ds solucBo preparads ers determinada e quentidade
de potéssio ¢ 8 dose ajustads em funclo de sus concentragio.

A prova consistiu nas seguintes fases:
19 fase:
Dieta de arroz + 100 mEq de K*.dis™"' (1,30 mEq de Na".dia™")
22 fase:

Dieta de srroz + 120 mEq de Na'.dis™"' + 100 mEq de K" dis™'

{*) Tendo conhecimento prévio dos experimentos de acordo com e Deslersclo de Mehingue sdotade peis 18°
Assembiéie Médica Mundial reslizeds em Helsinque, Finlbndis, em 1064,



Tabela |

Nomes Quimicos de Hormdnios Esterdides Citados neste Trabalho

Nome comum

Identificagdo completa de acordo com as

Comissdes da IUPAC* e da 1UB**!12!

Aldosterona

Corticosterona
Cortisol
Cortisona

Desoxicor ticosterona

178-Estradiol
11desoxicortisol
17-hidroxi-progesterona

Testosterona

d{+) 18,11-hemiacetal do 118,21dihidro-

xi-20-oxopregn-4-en-18-al

118,21 dihidroxi-4-pregneno-3,20-diona
118,17a,21-trihidroxi-4-pregneno-3,20-dions
17a,21 dihidroxi-4-pregneno-3,11,20-triona

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

1,3,5(10)-estratrieno-3,178-diol
17a,21 dihidroxi-4-pregneno-3,20-diona
17a-hidroxi-4-pregneno-3,20-diona

178-hidroxi-4-androsten-3-ona

* International Union of Pure and Applied Chemistry.

*® International Union of Biochemistry.

Tabels I

Dados Biométricos dos Individuos Normais Estudados como Controle

Paciente Idade Peso Altura
Sexo
(iniciais) (anos) {Kg) {cm)
.
S.F.N. (V] 38 69,8 163,56
F.R.S. M 2 49,1 165,0
J.P.S. M 40 76,4 168,0
R.G.O. M 21 58,1 167,0
ZPS. (V] 32 59,6 1685
W.P.S. (V] 19 55,1 1610




Tabels 11§

Dieta Base de Arsoz® e Tabela do Shermann

Composigdo:
437,409
27,52¢
23,204
salor caldrico total — 2068,48 cal
Na — 32mg ( 1,39 mEq)
CQ - 92mg ( 2,59 mEq)
K - 1313mg (33,66 mEq)
Quantidade
Refeicoes Alimento Substituicdes permitidas
. oo
E——
Ché 200 Café
Desjejum Acucar 20 -
Maca 100 Ameixa fresca, abacaxi, tigo,
[] uvs, laranja, banana,
14 horas pera
Mel 20 -
Arroz 180 SubstituicBo proibide
Almogo Tomats 60 SubstituicBo proibida
Pera 100 Ameixa fresca, abacaxi, figo,
[ uvs, laranja, banans,
maca
Jantar Suco Padrio 100 Suco de frutas acims
citsdas
Oleo 10 Aigodfo, amendoim, oliva,
mitho
Merends Ché 200 Ceté
Noturna Agucsr 20 -

Nots: A qumtidld‘ de alimento nfo pode ultrapassar a determinads, com excecdn do
sclcer @ mel,
A diets é preparada sem sal.

* Preperads ¢ padronizads pelo Servico de Nutriclo e Dietétics do MHospital das Cifnicas ds
Universidade de Slo Paulo,
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» fase: .

Dieta de arroz + 180 mEq e Na’.dia~" + 100 mEq de K’.dia™’

Para obtermos divta de 120 mEq de Na'.dia™' e dieta rica em sal (180 mEq de Na'dia '),
foram adicionadas 3 dieta base de arroz, cdpsulas gelatinosas de cloreto de sbdio. A quantidade de sbdio
em cada estudo foi controlads pela excreclo urinfria medida por espectrometris de chama (Flame
Photometer 143, instrumentation Laboratory Inc., Mass., Estados Unidos da América). Para cada uma
das fases, fizeram-se as provas a seguir discriminadas:

325.1 — Posturs

Foi coletada amostra de sangue 3s 8h, basal, quando ainda em decibito, apbs o repouso do
individuo a partir das 22h da noite anterior. Apds 4 horas de deambulagdo, foi colhids uma segunda
amostra de sangue, as 12h,

32.5.2 — Teste do ACTH

(Cortrosina da firma Laboratérios Organon do Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil). Foi reslizado
com o tetracosactideo sintético correspondente sos primeiros 24 amino-Acidus (§-1-24-ACTH) do
hormbnio corticotrofico humano. O hormbnio foi administrado por vis intramuscular (0,25 mg
dissolvidos em 2 mi de solucBo cloreto de sbdio 0,9%) colhendo amostras: Basal | T =0, (8h) | quendo
sinda em dechbito, apbs pelo menos 10 horas de repouso do individuo, antes da injecio de ACTH ¢
60 minutos apds a sua administragdo | T =60, (9h) 1.

32.5.3 - Testa de Infusiio de Angiotensins 11

(Hypmomin“ do Lsboratdrio Ciba). Foi administrada como uma infuslo de 5 ng/kilo/minuto
{(dose n8o hipertensiva) durante 80 minutos. A infuslo foi preparada s partir de uma ampola de 500 ug
de angiotensina Il sintética em soro glicosado a £%. Os tempos de colheits de amostras de sangue foram:
Basal | T=0 (8h) |, imediatamente antes da infuslo ¢ a seguir 30 minutos | T=30m, (8h 30m) | epbs o

ssu inicio ¢ so thrmino da infuslo sos 60 minutos | T =60m, (8h) L Durante o perfodo da prova
controlsram-se 0s valores ds pressfo arterial que nSo se modificaram significstivaments.

2.2.6 — Amostras de Sangue

Logo spis a colheita do sangue em microgota de heperina, o plasma ers separado por
oontrifugecko ¢ conservado a -20°C pelo prszo méximo de ssis meses. No momento do uso,
descongeisvam-se as smostrss, centrifugsndo-as, se necessério, pera separar fibrina, @ em cade ume des
amostras mediram-se o cortisol ¢ # sidosterons por radioimunoensaio.
3.3 —- Preparaglio ¢ Comservagho das SolucBes pars Imuncensaio
3.3.1 — SolugBes- Templo
33.1.1 = Pars Aldosterons

Templio borsto-cloreto de stdio (pH=8,01 0,1)



1"

Acido borico PA (HsBO;, PM=6184)............... 620 g
Cloreto de sédio PA (NaCl, PM=588) ................ 850 ¢
EDTA dissédico hidratado PA

(Na; EDTA2H,),PM=37224). .........cciivvenrcnn 188 g
Azids sodica PA {NagN, PM=65). .......... R 050 ¢
Agua destilada G.8.P.. .. ..o v ittt e 1000 mi

3.3.1.2 — Para Cortisol

Tamplo fosfato-cloreto de sédio (PH=7,01 0,1}

Fosfasto monobésico de sédio, monohidratado

PA (NaH,PO..H,O, PM=138) ........covivvenrnrnes 5,40 9
Fosfato bibdsico de sSdio anidro PA

(Na;HPO, . H;0, PM=14196).................. ..., 860 g
Azida sodica PA (NagN, PM=65). ... ................ 050 ¢
Cloreto de sédio PA (NaCl, PM=58) ................. 850 ¢
Agus destilads G.5... . ..o i i 1000 mi

Estas solugBes foram conservedas s 4°C demonstrando-se utilizéveis por um més.

3.3.2 — SuspensBes de Carvlio Norit “A” Recoberto com Dextrana T-70

3.3.2.1 ~ Para Cortisol

Carvio Norit “A” .......... e rierr st ace e 0,6250 ¢
Dextrana T-70........... i e eredese e 0,08256 g
Tampéo fosfatocloreto de s6d

0,1% de gama globulina. . ....... DN 100 mi

3.3.2.2 - Para Aldosterona

Carvdo Norit “A"” ... ... ... ... eirrennnn. Cereneaas . 10 9
Dextrans T-70......... et cee e PP 01 g
Tsmpdo borstocloreto de sédio

0,1% degelstina............... Ceerea Cher e .. 100l

Antes do uso, ss suspensSes de carvBo foram sgitadas por um minuto @ conservadss a 4°C,
Foram usadas durante um més.

3.3.3 - Medids de Radioatividade
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Utilizou-se para a contagem de amostras de hormbnios marcados com tricio, o sistems de
deteccdo para solugdes cintiladoras, dotado de espectrdmetro e troca automdtica de amostras (Beckman,
modelo LS-150). As medicBes foram feitas em série, segundo ciclo automético preestabelecido,

Para a preparaco da solugdo cintiladora, utilizou-se como soluto primério PPO, com pico
miéximo de fluorescéncia em 3 630 A. Para que o comprimento de onda coincidisse com a faixa de
maior sensibilidade da fotomultiplicadora (4000 a 4500 A) foi adicionado um soluto secundirio,
dimetil-POPOP, com pico méximo de fluorescéncia em 4 180 A.

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

33.3.1 ~ Solugdo Cintiladora Estoque

PPO .. .. ittt i e iea e 80 ¢
DimetilPOPOP. . . ........iiitiitnitnenernnsonnnns 19
Tolueno PA Qs.P. ... .. vttt ittt it enenenonnes 1000 mi

3.3.3.2 - Soluclio Cintiladora de Uso.

Diluir 50 mi de solucdo cintiladora estoque para um volume de 666 m! com tolueno PA o
completar até um litro com Triton X-100. Dez ml desta solugdo incorporavam de 0,6 a 1,4 ml de fase
aquosa acidificada com 0,1 ml de &cido clorfdrico 2N.

3.3.4 — Esterbides Triciados

As especificacles de esterides triciados foram:

{1,2-* H)-cortisol

Peso molecular = 362,56

Atividade especifica = 52 Ci/mmol

Atividade total = 0,26 mCi/025 m| de solucBo benzenostanol (9:1, v/v).
Massa fris total essociada = 0,0017 mg/0,256 mCi.

(1,22 H)-sidosterons
Peso moleculer = 360,4
Atividade especifica = 67 Ci/mmol
Atividade total = 0,25 mCi/0,25 ml de soluglo benzenostanol (9:1, v/v).
Massa fria total associsds = 0,0018 mg/0,25 mCi.
33.4.1 - Soluglo-Estoque de Tragadores

Evsporando-se de 50 uCi (60 ul) do material original sté securs em corrents de nitrogénio,
Dissolver em 5mi de etanol absoluto e conservar a soluglo a -20°C,
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3.3.4.2 — Estabilidade ¢ Purificagio de Aldosterons ¢ Cortisol Radiostivos

Como a estabilidade dos esterGides S-emissores depende primordiaimente da auto-radiblise
provocada durante o srmazenamento“m, 2 pureza e 8 atividade especfifica dos hormbnios triciados
foram examinados antes do uso. O controle da pureza era feita a cada 3 meses, recromatografando os
hormdnios radioativos em minicolunas de gel de Sephadex LH-20,

Se a quantidade de impurezas fosse acima do desejado (5% da radioatividade total aplica-

dal no perfil da eluicdo cromatogrifica, processavase a purificacdo em camada delgada para
1 .
(1,23 H)-cortisol("”' e em minicolunas de Sephadex LH-20 para (1 ,2-"H)-aldosurom‘23'2s’.

33.42.1 - Determinacio da Pureza dos Hormdnios Tricisdos Atvavés de Coluna de Gel de Sephadex
LH-20

Tendo em vista a estrutura similar das diversas moléculas de esterdides, utilizou-se para o teste
de pureza a coluna de gel de Sephadex liofflico LH-20, por sua rapidez e simplicidade'23:29) sando
adotado como um dos requisitos prévios do ensaio.

Para a separacio de 3-oxo-A*-esterbides, utilizou-se como eluente uma mistura de solventes
{ciclohexano benzeno metanol) que proporcionou uma resolucio adequada, obtendo uma recuperagio
acima de 95% da atividade total aplicads, no pico correspondente ao hormdnio puro.

Técnica:

Uma grama para aldosterona, ¢ 850 mg para cortisol de gel de Sephadex lipofflico LH-20 eram
intumescidos em aproximadamente 5 mi da mistura de solventes, benzeno:metanol (85:15, v/v), durante
12 a 16 horas. A seguir, foram “empacotados” em minicolunas de vidro de 1,0 cm de didmetro interno,
sendo o gel retido por filtro de capilares de vidro recoberto com disco de papel Whatman GF/A.
Colocouse outro disco na superficie do gel pars evitar sua dispers3o.

A coluna de Sephadex era inicisiments lsvada com 300 a 400ml da mistura de
benzeno:metanol {85:15, v/v) para eliminar as impurezas do gel ¢ a sequir lavada com 100 mi do sistema
de eluicdo, ciclohexanobenzeno:metanol na proporcio de 70:40:10, v/v/v, fiuxo de 1,0 mi.min~* para
aldosterona e de 60:40:10, v/v/v, fluxo de 0,5 ml.min™' para o cortisol.

Aplicou-se uma atividade correspondente a 4 000 £ 500 cpm para 0,2 mi do soivente smpregado
na eluicdo do esterbide marcado a ser testado, 3 coluna para s verificacko de pureza. Quando o
hormdnio ers puro, obtinha-se ums recuperacSo acima de 85% da radiostividade total aplicada, no pico
correspondente a0 hormdnio puro.

Se impuro, processava-se a purificacdo, O cortisol triciado era purificado por cromatografia em
camada defgada como jé descrito anteriormente'?!).

Para a aldosterona, .cerca de 5 uCi de esterdide triciado eram evaporados sté securs em corrente
de nitroghnio. Dissolvism-se em 0,2 mi do eluente ¢ splicavase no topo da coluna de Sephadex.
Selecionavam-se 8s fracSes correspondentes a0 hormdnio puro, através do parfil cromstogréfico. As
fracdes correspondentes 80 pico eram misturadas e evaporadas até secura e retomadss em etanol
absoluto, pars o ensaio,

33.4.22 - Detorminaclo da Atividede Especifica e Preparo do Esterdide Radiostivo para o Radio-
imunoensaio
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Determinaram-se as atividades especificas do ({1,2->H)-cortisol e de {1,2-H)-aldosterona por
radioimunoensaio, utilizando o principio de autodeslocamento, istv ¢, celculandose a quantidade do
hormdnio marcado necessiria para causar uma queda da fragdo ligada ao anti-soro, na auséncia do
hormdnio frio, numa curva de referéncia'’).

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

A diferenca entre o ponto 0 da curva-padrdo convencional e o ponto 0 do ensaio enriduecudo
em atividade, lida na abcissa da curva-padrdo, fornecerd a massa do hormdnio da amostra enriquecida, o
que permite o cilculo da atividade especffica.

Apds a verificacio da pureza e da atividade especifica preparouse a solugdio pera
radioimunoensaio, transferindo-se cerca de 0,1 uCi a um frasco de contagem. Evaporou-se até secura, em
corrente de nitrogdnio. Adicionaram-se 10 ml de tampSo e agitouse até dissolugio completa em
“Vortex”, deixando por uma hora 3 temperatura ambiente para atingir o equil(brio,

Pars a determinacio de astimativas de perdas durante o processamento de plasma empregando-se
1000+ 200 cpm para 104l de tampSo para cortisol ® 1000 1 200 cpm para 50 ul de tampdo pars
sldosterona e no ensaio propriamente dito, utilizou-se uma atividade correspondente a cerca de 50 pg de
massa do esterbide triciado para 100 ul de tamp3o correspondente a cada um dos hormdnios.

33.5 — Anti-Soros

Dado o tempo prolongado que exige um programa de imunizacdo para a obtencio de anti-soros
sdequados, utilizou-se para o desenvolvimento deste trabatho, um anti-soro contra cortisol produzido em
coelhos. com a injecBo de um conjugado de cortisol-3-oxima-soro albumina bovina!28', O coeficients de
afinidsde média foi de 09 x 10~ Mole™! litro & 4°C e especificidade medida em funcBo da reaclo
cruzade a 50% de deslocamento do (1,2-> H)-cortisol foi de:

Cortisol  ....... veveeres. 100 %
Cortisona ................ 26 %
11-desoxicortiso! Cheeeeae cveees . 14 %
Corticosterona  ........... Ceeee 3 %
Desoxicorticosterons ................ 0,4%
17-0OH-Progesterons ................ < 0,1%
Progesterona  ................ < 0,1%
Aldosterons e eeret e < 0,1%
Testosterona Cheetre s ee s < 0,1%
17-8-Estradiol et < 0,1%

O antisoro contrs aldosterona foi obtido da firms “Disgnostic Products Corporation”,
Califérnia, Estados Unidos da Amdrica e ss porcentagens da restividsde cruzsda medids s 50% de
deslocamento de (1,2-> H)-aldosterona foram:
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Aldosterona ... ..., ..., 100 %
Cortisona ... .........., 1072%
Corticosterona  ................ 107%%
Desoxicorticosterond . ............... 107*%
Cortisol  ...........a.... 107%%
Testosterona e rtieeieaae. 107%%
Progesterona ................ 10°%%
17B-Estradiol  ................ 10%%

A titulo dos anti-soros foi padronizado de modo a dar 50% de imunorreatividace com cerca de
%0 pg de massa do hormdnio triciado, quando o volume total de incubag3o utilizado era 0,9 ml para
cortisol!3-16) ¢ 1,2 mi para aldosterona17.19.25,26.27)

Os anti-soros dilufdos foram conservados a 4°C, demonstrando-se utilizdveis por um més, como
verificado previamente.

3.3.6 — Hormbnios de Referéncia

A pureza dos hormdnios de referéncia deve ser levada em consideraclo, uma vez que o
resultado da reacdo nde somente da reatividade imunogquimica dos reagentes puros, de acordo com s
lei da acdo das massas 4.13)

A partir das solucBes-estoque de 1 mg de cortisol para 1 mi de stanol ¢ 1 mg de sidosterons
para 1 ml de etanol, prepararam-se solucOes de 100 ng de hormdnio pars 1 ml de tamplo. A partir destas
solugdes fizeram-se 83 diluicdes em série que foram utilizadas para as curvas dose-resposta, nos
.adinimunnensaios, de conformidade com s Tsbeila IV,

Tabela IV

Prepsro das Solu¢des-Padrio pars o Radioimunoensaio
de Cortisol & Aldosterona

Aliquota Tampéo Concentraclio Final

Solugdo {(X+Y)
(X mi) (Y mi) pg.mi™!

A 0,1 da solucBo 100 ngmi ™! 09 10 000
-] 0,5 da soluglo A 0,5 5 000
c 0,5 ds soluclio B 0,5 2 500
D 0.4 da soluciio C 0.8 1000
E 0,5 ds soluclo D 0.5 500
F 0,5 ds soluclo E 0,5 250
G 0,4 da soluclo F 0,6 100
H 0,5 de soluclo G 05 50

3.4 - Técnica o Saqilneis Operscions! da Dossgem de Cortisol a Aldostsrons Plasmiticos pers
Radioimunoenssio

Todas as anblises foram efetusdss em duplicats, tomando-se como resultado 8 médis sritmétics
das duas dosagens e sceitondo-se as somente que nfo diferissmn em mais de 10%.
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34.1 — Preparagio de Amostras de Plasma

Logo apbs a colheita do sangue em microgota de heparina, o plasma era separado por
centrifugagio e conservado a -20°C. No momento do uso, descongelavam-se as amostras,
centrifugando-8s, se necessirio, pera separar fibrina.

Com as amostras de plasma eram sempre quantificadas tris misturas de plasma de individuos
normais {“carrying-over”) com niveis baixo, médio e alto de contedo hormonal, ¢ quatro testemunhas
(“brancos”) de sgua bidestilads, sendo que duss servirism para avaliaciio de sensibilidede do método'?! e
as demais para controle de pureza dos rupnt-sm.

34.1.1 - Cortisol

O método foi adaptado pars 100 ui de plasma cujos esterfides eram extraldos com 400 ul de
etanol absoluto s 4°C em agitacko em “Vortex” por 60 segundos. Pars o enssio, utilizaram-se 5 ul de
extrato etanblico, pipetados diretamente em 500 u! de tampio.

Para & determinacio de perdss durante o processo de plasma, utilizou-se um padrio interno de
{1,2-¥H)-cortisol, em gquantidades suficientements reduzids, pera nlo interferir na fase de
imunocompeticlio.

A Figura 1 representa, esquematicamente, a preparacio de plasma pera a quantificagio de
cortisol plasmitico.

34.1.2 — Aldosterona

O método foi adaptado pera 2 ml de plasma cujos esterbides eram extraldos exaustivamente
com 3ml (2ml+1ml) de etanol sbsoluto a 4°C. A extraclo ers feita por agitaclo em “Vortex” por
60 segundos. A seguir, precipitavam-se as prote/nas séricas do extrato etandico com 0,5 ml de #cido
triclorcacitico a 10% e processava-se a extraclo ssletiva com cloreto de metileno s 4°C. A fase aquose
(camada superior) era desprezade por aspiraco em vécuo. Alcalinizave-se s seguir 0 extrato de cloreto de
metileno com sods 0,IN para sliminar tracos de impurezas carvesdas durants s extraclo e lavave-se @
seguir com tamplio.

O extrato lavado era evaporado em corrente de nitroghnio em benho de #gus a 40°C.
Dissoive-se 0 extrato seco com 0,1 m! de tampo. Utilizavam-se 200 u! pera o enssio ¢ 200 u! pers @
estimative de perdas durants o processamento de plasma.

A Figura2 representa, esquemsticaments, a seqilncia ds preparaclo de plasme pera 8
mensuraclo de aldosterona.

34.2 - Radioimuncenssio
O enssio propriamente dito foi realizado conforme Tabela V para o cortisol & Tabela VI para

sidosterona.

3.4.3 — Separaclo do Hormbnio Livre do Ligado so Anticorpo

Terminado o perfodo de incubaclio, pers o equilfbrio de reaclo antigeno-anticorpo, adicionava- se
8 cads tubo uma suspenslo de cervBo com o pipstador semi-sutomético. Durants a pipstagem, 3 homogenei-
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100 pl Plasma + 750-1 000 cpm (1,2-3Il)-cortilol em 10ul

deixar equilibrar a temperatura

ambiente durante 2 h

v

Extrair com 400 pl de etanol absoluto a 4°c

Sobrenadante
v v
200 ul para frasco de contagem 5 pl para tubo de ensaio com
(para determinsgao de recupera- 500 ul de tampao (em duplica
¢ao0) ta)

% Agitar em "Vortex" por 60 segundos e centrifugar a 1 000g durante

3 minutos.

Figurs 1 — Representacho esquemiética ds preperaclio de plasms pers radicimunoenssio de cortisol



2 wl Plasma + 750-~1 000 cpm (l,!-’ll)-lldutcml em 50 ul

de taspao

deixar equilibrar a temperatura ambiente

duronte 2 h

Extrair com 2 m]l de etanol sbsolutc e 4%c»

l

Precipitado

Extrair com 1 ml de etanol asbeoluto
a 4OCW !
v

_ Sobrenadante (1) + Sobrenadsante (2) Precipitado

Adicionar 0,5 ml de TCA 10%

!

Agiter
I

Adicionar 6 ml Cllzclzi
Separar & fase aquoss do extrato 0(2012 por upln;:o en vicwo

Extrato de Cllzcl

1) 1 =1 WaOH 0,250%

.Lavagen _
2) 1 »1 tampao borsto*

Extrato de cn2c12 lavado

1) eveporsr até secura em banho (40°C scb corrente
de '2)
. 2) adicionar 1 sl ds tampao borato®
v v
200 pl pars frasco de conta-~ 200 ul pars tubo ds enssio (em dupli-
ssw (pars determinagio de cate)
Tecuperacso)

* Agitar em "Vortex” por 60 segundos ¢ centrifugar s 1 000 g durente
k | .‘ﬂll'“o

Figurn 2 — Roeprasentacio ssquemétics de preperaciio de plaeme pers redioimuncenseio de sidosterone



Tabela V

Protacolo para o Radicimunoenisio de Cortisol

M
Tampdo Padrfo ou extrato Tracador* Anti-soro:' Corvlo:" l
Tubo da amostra®
{mi) w (mi) {mi) {mi) !
Radioatividade total 08 - 0,1 - -
Controle do tracador 06 - 0,1 - 0.2
“Zero” da curva 0,5 - 0,1 0 0,2
PadrSes de A a “G"**** 04 100 0,1 0,1 0,2
Extratos plasmiticos 05 5 0,1 0,1 0.2,
. Controle dos reagentes®***® 0.6 5 0.1 - 0,2
i Controle da sensibilidade
il {*branco™) ***** 0.5 5 0.1 0,1 0,2

Agitar em ‘Vortex™ vigorosaments.
o Incubsr por 16 & 20 horas a 4°C.
***  “Incubar” por 10 min em banho de gelo, centrifugar & 2 000 p duranite 20 min e separar o sobrenadante.
" Vide Tabela IV.

“**** Exvsto de dgus bidestilada

61



Tabels Vi

Protocolo para o Radicimunoensaio de Aldosterona

g[ Tamplo Padrio ou extrato Tragedor® Anti—soro:' Cnrvlo:"
' Tubo da amostra®
{mi} (1) {ml) {ml) (ml)

Radiostividade ot 119 - 0.1 - -

| Controle do tragador 0,60 - 0,1 - 05
“Zero™ da curva 0,50 - 0.1 0.1 05
Padrdes de “B” @ “H"**** 0,40 100 0,1 0,1 | 0,5
Extratos plasmiticos 0,30 200 0,1 0,1 0,5
Controle dos resgentes®**** 0.40 200 0.1 - 05"

' Controle da snsibilidede

’{ (“branco™) 0,3 200 0.1 0,1 0,5

Agitar em “Vortex"” vigorosamente
hid Incubar por 30 min a temperatura ambients, ¢ a seguir por 25 min em banho de gelo,

***  “Incubar” por 10 min em banho de gelo, centrifuger a 2000 g durante 20 min ¢ sparar o sobrensdants,
****  Vide Tabela IV.

seee® Extrmto de dgue bidestileda.
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dade da suspensio era mantida po: agitacio eletromagnética. ApGs a agitacdo, cada tubo era “incuba
do”, por 10min, em banho de gelo {0 - 4°C).

Apbs esse tempo, os tubos eram centrifugados a 2 000 g, durante 20 min a 4°C: o sobrenadante
era transferido para un. frasco de cintilagdo e o precipitado, contendo carvio ligado 80 hormdnio livre,
era desprezado. Adicionavam-se 10 mi de solugiio cintiladova ao frasco de cintilagdo e ap6s a
homogeneizacdo do conteido, determinava-se sua atividade no detector de cintilagko liquide. O tempo
de medicdo era prolongado o suficiente para o scimulo de 10 000 contagens para gerantir o erro
porcentual devido & aleatoriedade da desintegracBo radioative, inferior a 2%.

3.4.4 — Cé#iculo e Comregio de Resultados

A atividade do sobrenadante (padrGes e amostras de plasma) medida no detector de cintilaglo
lfquido representa a fragio do hormbdnio radiomarcado, complexada so anticorpo, que nlo sofreu
deslocamento pelo esterbide introduzido no sistema.

M§ virios modelos tebricos estabelecidos para expresssr a curva dou—nsposu‘n’. Para
facilidade de manuseio e controle de qualidade em condicBes de rotins, adotou-se a projeciio da curvas de
calibragio em escala semilogaritmica.

A concentraco hormonal no tubo de resclio (pg/tubo) era determinads pels interpolaciio direts
da razdo porcentual ds atividade correspondente 8 cada tubo da reacio em relacio 3 stividade do tubo
de massa zero l%B/Bo) observada na aliquots da fase liquids, em comparacio ds obtides a8 partir das
solucdes-padrio.

A leitura direta ds curva permitiv um intervalo de medida 10 8 500 pg de cortisol/tubo ¢ 5 8
250 pg de aldosterona/tubo. Corrigindo o resultado pelas perdss durante o processamento do plasms
{recuperacdo), pels aliquota utilizads do extrato e pelo volume inicisl do plasms empregado ns
quantificacio do esterdide, pode-se obter uma concentraclo final de até 80 ug de cortisol X dI™! de
plasma e 650 pg de sidosterona.mi™! de plasma (65 ng de aldosterona.di™').

3.5 — Avalisglio das Diferentes Fases dos Métodos de Dosagem de Aldosterona ¢ Cortisc) Plasméticos por
Radicimunosnsaio

Pars » avaliaglo das diferentes fases técnicas institulram-se controles de qualidade que sstimsm
# pureza do tracador 8 dos resgentss, s sensibilidade do método, s precislio interenssio das curvas-pedro
o a reprodutibilidade do ensaio (entre ensaios).

3.6.1 — Purezs do Tracador ¢ dos Reagentes

Foi estimads a pertir ds proporglo de ligacdes nfo especificas csusudas por impurezss do
wacador ¢ dos proprios solventes ou por eles extrafdas no decorrer do processemento do plasms e,
sinds, mercé dos valores de’ ““brancos’ dos extratos plasméticos.

As ligacBes nlo especificas posr impurezss tragsdores & dos resgentes forem sprecisdas,
sopersdamente, pels alteraclo ds asdsorclo do tracador 20 carvlo. Se o stividede remanescents for
superior 8 10% de radiostividade total, tracador ou resgentes devem ser purificados ou substitu/dos. O
limits de aceiteclo pare estes controles foi fixado srbitreriamente em 5%.

Quento sos “brencos”’ dos extratos plasmiticos, foram eles simulados por “brancos’”’ des dgus
bidestilade e sveliados pelo deslocamento de formag3o de imunocomplexo, e foram menores do que o
primeiro ponto da curva resposta,
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35.2 - Sensibilidade do Método

Foi estimada a partir do relacionamento da dispersio dos resuitados de replicatas (20) do
“branco” de &gua bidestilada com o recuperivel porcentual da estimativa de perdas durante o
processame::i0 da 4gua bidestilada (R) e pela fracdo do volume do extrato utilizado para a determinacio
do deslocamento da formagdo do imunocomplexo (F M

20
R.F

Sensibilidade =

. 100

Obviamente, a sensibilidade seré tanto menor quanto menor for o desvio-padrdo da média das
replicata; e quanto maior for 0 produto R.F., que dependers da eficilncia da extracio e da magnitude
da fracfo do extrato utilizado no ensaio.

3.5.3 — PracisSo Interensaio das Curvas Dose-Resposta

Foi avaliada a partir da dispersdo dos valores correspondentes a8 cada um dos pontos de
10 curves de cortisol e 4 de aldosterona, utilizando a mesma partida de anti-soros e reagentes.
3.5.4 — Reprodutibilidade Interenssio dos Métodos

Foi controlada por meio da andlise de dispersdo de trés misturas de plasmas de individuos

normais com concentra¢des hormonais diferentes (baixa, média e alta), aceitando coeficientes de variacao
menor ou igual a 10%!20}

3.6 — Awaliagio dos Niwis de Aldosterona & Cortisol Plasméticos para as Diverses SituspSes Experimen-
tais Programades para o Estudo: Posturs, ACTH, Angiotensina Il e Dietas Diferentes

Os niveis de cortisol @ aldosterona plasmiticos foram svaliados a pertir da anélise de dispersio
dos dados referentes a prova de estimulos posturais e na da administracBo de cortrosina em cada uma
das dietas programadas com o objetivo de ter uma idéia da distribuiclo dos dados obtidos.

Inicialmente, foi feito um tests da igualdade das variSncias (teste de Bartllet) por meio da
distribuiclo de X2. Como as varidncias resultaram ser diferentes, fez-se uma transformacBo nos dados
(In y) para estabilizé-las.

A seguir, foram examinadas es seguintes hipdteses por meio de uma anélise de varidncia
(distribuic8o F):

3.8.1 - Aldosterons

Foi testada s igualdade em termos de aldosterona nos valores obtidos entre as provas de
est{mulos posturais e de cortrosina e entre as trés dietas nas situacBes experimentais programadas.

Hipbtes: 1: Iguaidade em termos de aldosterona nas situtacBes experimentais de estimulos posturais (A)
e da administracfo de ACTH (A").

Ho . Ay = Ay =0
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Hipbtese 2: Igusidede em termos de aldosterona entre as trds dieta.
(B,, 82 (] 83) para cada condicio experimental ou sajs postura (I) e cortrosina (l1):

HO:B1(I)=82H)=83(I)=O. isto 4, igualdade em termos de aldosterona e entre as trds
dietas nas provas de postura e

Ho:Bi(ll)=Bz(II)=83(II)=0, isto 6, igualdade em termos de aldosterona entre as trés
dietas nos testes de administraclo de ACTH.

3.6.2 ~ Cortisol

3.6.2.1 - foi testada igusidade em termos de cortisol entre as trds dietas programadas,
Hy:Ay = A; = Ay =0, sendo:

A,: Dista de arroz + 100 mEq K'.dia™!
A,: Dieta de srroz + 120 mEq Na’dia™' + 100 mEq K" dia™'.
A;: Dista de arroz + 180 mEq No'.dia™" + 100 mEq K’ dia™".

3.6.2.2 — foi testada igualdade em termos de cortisol nos valores basais entre postura e cortrosina e entre
trés dietss nas situacDes experimentais programadas,

HipOtese 1: igualdade em termos de cortisol nas situacBes sxperimentais de estimulos posturais (A,) e da
sdministraclo de ACTH (A, ).

HO:Al = A" =0

Hipbtese 2: igualdade entre termos de cortisol entre a3 trés dietes
(8;, B, @ B,) para condicBo experimental ou sejs postura (1) e cortrosina (I):

H,: B, (1) =B,(l) =0, isto 4, igualdade em termos de cortisol entre as trls dietss nas provas
de postura ¢

H,: B,(il) = ._,(ll)=83(ll)=0 isto &, igualdade em termos de conlwl ontre as tris dietas
nos mm de sdministraglio de ACTH.

Nos cesos em que houve a rejeiclo da hipOtese 2, fez-se uma perticho de soma de
quadrados (SQ) em duss somas de quadrados da forma SQB, pera verificar se a diference esté na postura
ou na cortrosina, Nos casos em que & hipbtese de igusidade em termos de cortisol entre as trés dietas foi
rejeitads, foram testados contrastes para locslizar a diferenca, a partir de construglo de um intervalo de
confisnca pers o contraste de interesse, baseado na distribuiclio ““t” de Student.
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Quanto a0 teste de infuso de angiotensina il nio foi feita uma avalisgSo estat(stica dos
resultados obtidos mas somente uma apreciacio a partir dos niveis médios de concentracBes hormonais e
correspondentes desvios-padr3o e desvios da média em virtude de haverem sido estudsdos apenas trds
pacientes (S.F.N., W.P.S. e J.P.S.) nas dietas de arroz acrescidos de 120 e 180 mEq de Na".dia™! com 100
mEq de K'.dia’'. Na condigho de restricBo de Na', os dados obtidos de dois pacientes (S.F.N. e
W.P.S.) toram submetidos apenas aos estudos de incrementos sbsoluto e relativo sos basais para
sidosterona & decrementos absoluto e relativo aos bassis para o cortisol.

4 — RESULTADOS
4.1 - Controle de Qualidade dos Hormbnios Marcados com Tricio Utilizados Neste Estudo
4.1.1 — Medida da Atividade Especifica

As stividades especificas do (1,2-*H)-cortisol e (1,2-*H)-aldosterona foram medidas pels técnica
de auto-deslocamento descrita.

Sabendo-se que o titulo do anti-soro foi fixado para um desiocamento de 50% e de que se
adicionaram 50 pg de hormdnio marcado, poder-se-d determinar a atividede especifica do material
empregado.

4.1.2 - Purificagio de Esterbides Marcados
4.1.2.1 — Cromatografia em Minicoluna de Sephadex Lipofilico LH-20.

As Figures 3 e 4 mostram a separacio das frag3es de sldosterona e cortisol nBo danificadss, dos
demais esterbides com poleridades diferentes.

4.1.2.2 — Cromatografia em Camada Delgada com Silica Gel F,,,

Para a purificaclo do cortisol utilizou-se, preferencisiments, a cromatografia em camada delgeds
de sflica ool F oy {27, em virtude da cromatografia de Sephadex apresentar adsorcSo mais firme devido
8 presenca de duas hidroxilas na moléculs, 0 que determina espalhamento maior como se pode observer
nes Figuras3 ¢ 4,

4.2 ~ Curva Dose-Resposta pars o Radicimunoenssio de Aldosterona e Cortisol Plasméticos

A Figura 5 reproduz a curva-pedrfo média de 10 ensaios realizados em seis meses pers
dossamento de cortisol. Para cada ponto da curva asté registrado o valor do desvio-padrio. Pars
convenidncis grifica utilizou-se uma escals linesr para os valores percentueis de B/Bo o logar(tmica pare
23 massas de cortisol. A curva revelou-se utilizével pare fins priticos, entre massas de 10 s 500 pg.

A Figura 6 represents a curve-padrfo média de 4 ensesios pere ¢ sidostesrons em sistems
ortogonal snblogo so ds Figura 5. A dosagem de sidosterona revelou-se Gtll sntre os limites de 6 &
2560 pg.
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Figura3 — Padrio de eluicdo de {1,2 H)-aldosterona, C-14-corticosterona e C-14-cortisol em mini-
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'+

1 = (X o, n = 10)

B = cpm fixadas ao anti-soro ma presenga

de cortisol nao marcado.

B_ = cpm fixadas ao anti-soro na auséncia

do cortisol nao marcado.
Titulo final do anti-soro = 1: 14 000

Quantidade do tragador = 4 000cpm/0,1 ml
4 000cpm=50 pg

Tempo de incubagao = 16-20 horas a 4°C.

Coeficiente de afinidade media=0,9 x 10-9

%0/8¢

.001 litro.mol~! a 4°C.

80

.OW

10 % g0 150 (T i3oo
P8 cm'thol.tubo.l

Figura® — Curvapadrfo pars o rsdioimunoensaio de cortisol plasmético. Projeclo semilogsritmics das
relscSes entre contagens por minuto (cpm) do cortisol marcado fixado 8o anti-soro na pre-
senca o suséncia do hormdnio nlo marcado.
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1 '(iio,n'-h)

B = cpm fixadas ao anti-soro na presenga

de aldosterona nao marcada.

Bo = cpm fixadas ao anti-soro na auséncia

de aldosterona nao marcada.
Titulo final do anti-soro = 1:12 000.

Quantidade do tragador = 4 000 cpm/0,1ml
4 000 cpm = 50 pg

%8/80 Tempo de incubagao = 30min a temperatura
1001 ambiente.
l
801 25min a 4°C
60"
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-
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Figure 8 — Curva-padrio pera o redioimunoensaio de aldosterons plasmética. Projeclo semilogeritmi-

ca dss relacles entre contagens por minuto (cpm) de sldosterons
marcads fi 5
5010 na presence ¢ auséncia do hormdnio nfo-marcado. s w0 andl



4.3 — Semsibilidade do Método de Aldosterona ¢ Cortisol

A sensibilidade do método avaliads stravés da equaglo:

20
Sensibilidade = —— x 100
R.F

o= desvio-padriio das replicas de “branco” de égua bidestilads.

R = porcentagem da stividede recupersda em relscio & totsl introduzids na fuo de
processamento de amostra de plasma.

F = fragcio do volume do extrasto utilizado no ensaio foi de (5,2 t 1,3) pg para dez ensaios
de cortisol e (7,3 + 3,1) pg para quatro de aldosterona.

4.4 - Reprodutibilidade Intsrensaio de Cortisol @ Aldosterona Plasmiticos

Nas Tabelas Vil e VII| estlo reunidos os resultades médios, os correspondentes desvios-padriio e
os intervalos de confianca pera p= 0,05 dss determinagBes de cortisol e sidosterons reslizadas no
intervalo de seis meses em trds misturas de plasmss de individuos normais com trés niveis médios de
concentracfo hormonal.

4.5 — Determinag3es de Cortisol Plasmiticos por Radicimunoenssio ¢ por Técnics de Competicio &
Proteina Transportadors (Transcortina)

Na Tabela I X encontram-se os resultados des dosagens de cortisol plasmético em dois individuos
normais (R.G.0. ¢ F.R.S.) determinados por radioimunosnsaio ¢ por técnica de competiclo & prowine
transportadora (plasma obtido de individuos com insuficiéncie supra-renal priméria ou sscundéris). A
diferengs entre as médias respectives (12,62 6562 ugdi"! ¢ 8,756+ 383ugdi"") resuitou em uma
superestimaco de 30,11% nos dados obtidos por competicBo, significativa 80 nivel de p <0,01.

4.6 - Estudos Fisiolbgicos
4.6.1 -~ Observagles Parsadss nos Individuos Normais: Efsito da Posturs
4.6.1.1 — Diets de Arroz + 100 mEq K'.dia™" (Tabels X)

A concentraco de sldosterons plasmiética em nivel basal, ns restricho alimentar de sel, pertiu
de um valor médio 44,64 ng.di~* e se elevou, apds deambulaclio pars 85,65 ng.di~' ou sejs incrementos
absoluto e porcentusl médios de 41,01 ng.di~' ¢ 98,40, respectivaments.

O nivel basal de cortisol piasmético, ns mesma condicBo experimental, sofreu um decréscimo
médio de 9,76 ug.di~! pars 7,34 ugdi~* correspondents s ums queda de 2,42 ug.di-' e relativs so basal
de 25,32%
4.6.1.2 — Diets de Arroz + 120 mEq Ne'.dis™' + 100 mEq K'.dia™' (Tabela XI)

O valor basel médio de sidosterona plasmétics, com diets de asrroz acrescide de 120 mEq



Tabela VH

Andlise da Reprodutibilidade Interensaio de DeterminacGes de Cortisol
Efetuadas em Trés Misturas de Plasma {’'Pools”’) com ConcentracGes
Hormonais Baixa, Média, Alta, Respectivamente em ugdi’

Ensaio “Pool” “Pool” "Poot”’
N® baixo médio alto
1 4,10 7,47 14,41
2 3.20 6,79 15,54
3 3,96 6,35 1432 ,
4 3,38 6,93 15,70 ¢
5 3,68 6,18 15,71
6 380 6,80 13,60
"7 3,95 6,08 14,15
X 372 6,66 1478
s 0,33 0,49 1,88
X 0,12 0,18 032
% CV 8,84 7,33 (5,81
9058 10,81 +1,20 2,11
% to'os . ‘i 10,29 10,44 10,78

x|

= médis; s = desvio-padrio; 5 = desvio da média; CV = coefic' jite de varis-
; Xz ‘o.os . 8 = intervalo de confianca para valores individuais; *‘o,os .
intervalo de confianca da média de cada amostra,

Tabela VHI

Anélise de Reprodutibilidade Interensaio de Determinacdes de Aldosterons
Efetuada em Trés Misturas de Pasma (“Pools”) com Concuntrag3es
Hormonais Baixs, Média, Alta, Respectivamente em nqxli~!

M

¢

3

Enllio upodn "Pod" ‘ "Pod"

N°® baixo médio P s

1 7,53 15,16 ., 2858

2 7,54 16,78 . 25

3 823 13,62 | 2526

4 8,55 13,02 2881

5 7.90 14,30 2,38

X 7,05 14,58 26.45

s 0,44 1,46 1,78

5 0,20 0,65 0,79
LT- 5,67 9,99 6,73
1y 058 11,22 t 4,0 4,96
Mo'”.r; £0,58 t 1,81 t 2,20

X = madis; s = desvio-padrio; s3 = desvio ds média; CV ™ cosficiente de veris-
¢Bo; X £ 15 s . = intervalo de confiancs pars velores individusis; Xt %08 5%
= intervalo de confisnca ds médis de cadas smostra,




Tabela I1X

Determinacio de Cortisol Plasmitico por Radioimunoensaio e por Técnica de Competicio & Proteina Transportadora (CBG), nas Diversas

Situagtes Experimentais Programadas para os Estudos: Postura, ACTH e Dietas Diferentes, nos Pacientes R, G. O, ¢ F. R. S.

Dietat — Dieta de Arroz + 100 mEq K* . dia™!

Dieta2 — Dieta de Arroz + 120mEq Na®’ . dia™' + 100 meq K . dia™!;
Dieta3 — Dieta de Arroz + 180 mEqNa®’ . dis™! + 100meq K* . dia™"',

Paciente Postura Dieta 2 ;
ces* RIE®® CEP* RIE** cre* RIE®*
Deitado 9,89 9,52 9,82 9,90 7.34 6.69
R.G.O.
De pé 10,30 6,32 8,67 7.32 5,99 6.17
Deitado 12,55 8,83 8,75 8,49 9,56 4,95
F.R.S.
De pé 13,56 6,86 9,75 6,10 9,72 3,26
Cortrosina
8h (basal) 8,08 7,32 8.18 5,44 6,69 6.62
| R.G.oO.
: h 18,79 17.89 14,82 11,98 15,03 15,44
|
I i
; 8h (basal! 12,38 9,02 14,23 5,70 11,48 6,66
fi F.R.S. a
' 8h 25,50 13,28 2441 13,18 24,93 13,10 |
L i

* CPB = técnica de competicio & proteins transportadora (CBG) (21), X ts = 12,52 t 562, N=24

** radioimunoensaio. X *s = 8,75 * 3,63; N = 24.

€ 0523, = 588, diferenca do média signiticativa para p < 0,01.



Tabala X

Efeito da Postura sobre os Niveis de Aldosterona ¢ Cortisol Plasmiéticos, em Individuos

Normais (N =6}, Mantidos em Dieta de Arraz + 100 mEq K*.dia™!

Aldosterona em ng.di~!

Cortisol em Lg.di™!

Posturs Incramento

Incremento Postura Decremento Decremento
relativo relativo
Deitado De pé a A% Deitado De pé v 7%
S.F.N. 48,62 113,58 64,94 133,57 9,41 5.41 4,00 42,50
! F.A.S 55,25 89,55 34,30 62,08 8,38 6,86 1,97 2.3
? J.P.S 21,26 42,59 21,33 100,33 11,62 10,18 1.44 12,39
i R.G.O. 33.13 75,59 42,48 128,16 9,62 6,32 .3,20 33,61
Z.P.S 69,03 106,85 37.82 54,79 9,05 6,88 2,07 2,87
W.P. S 40,58 85,78 45,22 111,49 10,16 8,30 1,85 18,22
X 44,64 85,65 41,01 98,40 9,76 734 242 25,32
] 16,85 25,20 14,39 33,22 1.02 1.68 0,97 10,92
g 6,88 10,32 5,87 13,56 0.4 0,69 0,40 4,48

X = média: s = desvio-padrio; sz = desvio da média.

3 4



Efeito da Postura sobre os Niveis de Aldosterona e Cortisol Plasmiticos, em Individuos Normais

Tabela XI|

{N = 6), Mantidos em Dieta de Arros + 120 mEq Na* .dis™' + 100 mEq K" . dia™!

Aldosterona em ng.di™!

Cortisol em ug.di™!

Paciente Posturs Incremento incremento Postura’ Decremento Oecremento
relativo relativo
Deitado De pé A A% Deitado De pé v V%
S.F.N. 7.00 20,37 13,37 191,00 8,26 4,72 354 42,85
F.R.S. 7,06 13,19 6,03 85,41 8,48 8,16 2,33 27,44
J.P.S. 8,66 16,28 7,62 87.99 13,40 639 7,01 52,31
R.G.O. 5,74 15.15 9,41 183,94 9,90 7,32 2,58 26,08 -
2.P.S. 2.81 16,26 841 108,19 10,71 797 2,74 25,68
W.P. S, 7.80 1753 8,83 126,03 10,32 8,45 1,87 18,12
X 738 16,48 7.45 127,00 10,18 6,84 3,36 132,01
s 0,99 2.4 241 42,58 1,88 1,36 1,88 12,81
L 0,40 0,98 0,99 17,38 0,76 0,56 0.77 5,23

X = médis; s = desviopadrio; s = desvio da media.
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Na'.dia™' +100 mEq K .dia~", foi 7.35 ng.dl™' se elevou, apbs deambulacio para 16,48 ng.di”' com um
incremento médio de 7.45 ng.di~', correspondentes a0 porcentusl de 127,07,

. A concentragio médis de cortisol plasmitico, ns mesma situacio experimentsl, psssou de
10,18 ug.di™ para 6,48 ugdi™' ou seja um decrsmento de 3,35 ugdl™’, comrespondents so valor
porcentual de 32,01.

4.6.1.3 — Dista de Arroz + 180 mEq Na'dia™' + 100 mEq K'.dis™" {Tabela XI1)

A concentracio midia de sldosterona, na dieta com sobrecarga de clorsto de sbdio, foi de
411 ngdi”' pera 7,99 ngdi™' apés deambulagio comespondendo a3 um incremento médio de 3,89
ngdi”! ou sejs um sumento relativamente 30 basal de 110,47%.

O nivet plastvitico de cortisol na mesma condiclio experimental sofreu um decréscimo de
7,48 ug.di~’ pars 6,24 ugdi™' correspondents so decremento de 1,25 ug.di~’ ou seia a0 porcentust de
17,13

46.1.4 - ll!m Entre & Postwura ¢ a3 Diferentss Dietas { Tabelas XIIl, XIV, XV, XVI, XVH, VXifl,
XIX e XX).

Os niveis médios de sidosterona plasmitica em relagio 3 concentragio de sddio na diets,
mostraram-se  progressivaments menores com o conte(do do cition, sendo a queda estatisticaments
significativa pera cada dieta. Do mesmo modo, a elevacio postural foi significstivaments menor com o
sumento da ingestio de sal, em vaior absoluto e incrementsl. Todavia os incrementos corrigidos pelo
valor médio basal no foram estatisticamente diferentes nss diversas dietss consideradas.

A concentraciio de cortisol plasmético ds Bh mostrou um nivel significativamente diferents pera
s trds dietas consideradss. Porém, os valores apbs 8 deambulaco no foram significstivaments difsrentes
entre si. Entretanto, como seria de esperar, 0 decréscimo dos valores de cortisol plssmiético observado 3
12h nlo foi o mesmo pars ss tris dietss. A partir dos testes de contrastes, verificou-se que a diferenca
osth na diets mais rics em sal. Todavia, o decremento corrigido pelos basais {V %) foi o mesmo pers a3
trds dietss.

4.6.2 — ObservagBes Pareadas nos Individuos Normais: Efeito da Cortrosine
46.2.1 - Dieta de Arroz + 100 mEq K'.dia™" (Tabels XXI)

O nivel plasmético médio de sidosterona ds Bh foi 41,99 ngdl™ ¢ 60 minutos epds »
administragfo de cortrosina pessou pers 82,70 ngdi~’, correspondendo a um incremento de
40,72 ngdI™! o relstivaments 80 besal de 112,40%

A concentraclo plasmiética média de cortisol, ns mesma condiclo experimental, em nivel bassl
de 9,70ug.di”' e elevou 8 18,93 ugdi~' apbs a injeclo de cortrosina, ou ssja um incremento de
9,23ng.dI"’ correspondents 8 um valor porcentus! de 7,27.

46.2.2 ~ Dists de Arvoz + 120 mEq Na’.dis™! + 100 mEq K'.dia~" (Tebela XXN)
A concentraclo de sidosterons plassmética em nivel besel pertiu de um valor medio de

8,17 ngdi"! e s sievou, spbs o estimulo com ACTH pars 21,11 ngdi™! correspondendo 8o incrsmento
de 12,03ngd!™" ou sejs, porcentusl de 167,04.
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Tabela Xi1I

Andlise de Varidncis Relative 3 Compaeraclio dos Valorss Bassis de Aldosterona Plasmiética, nas Diversas Situaces

Experimentais Progranadas pars este Estudo: Posturs, Cortrosing

o Diferentes Distas

! Nivel de
F.V. G.L. sQ aM “F' obtido
significhncia
-
| A 1 0,0084 0,0084 0,102 p>0,05
8l 2 17,94 8,97 108,99 £ < 0,001
sl 2 18,02 8,01 97.33 p < 0,001
L] 4 3398 8,49 103,228 p < 0,001
c 5 .18 0,24 2,982 001<p<0,08
residuo 25 2,057 0.082
total 35 37.264

r——

F.V. = Fonte de variacBes; G. I * Graus de liberdade; SQ = Soma de quadrados; QM = Quad:ado médio; A = entre situagBes
exparimentais: postura ¢ cortrosing; B{l) = entre dietas {postury); B{li) = entre distas (cortrosina); B = B(l} + B(il); C = entre
individuos,

NOTA EXPLICATIVA: A diferenc2 nlo foi signiticative nos valores bawis de aidosterona plasmitica
e 33 provas du estimulos posturais ¢ na da wiministraclo de cortrosina.

No entanto, s13es valores foram diferentes nes dietas dentro de cada situaglo

experimental.

Se



Andlise de Variincia Relativa 3 Comparacio dos Niwveis Médios de-Aldosterona Plasmitica Apdés
4 horas de Deambulacio ¢ Apés Administraciio de Zortrosing nas Diferentes Dietas

Tabela XIV

Nivel de
F.V. G.L. saQ am “F" obtido
significdncis

A 1 0,206 0,206 4,49 0,01<p<0,05
8 () 2 17,16 8,58 186,93 p <0,001
s 2 13,40 6,70 145,97 p <0,001

B 4 30,74 7,686 167,37 p <0,001

C 5 0,5748 0,115 2,503 p>0,05

residuo 25 1,148 0,0459

wul 35 32,673

F.V. = Fonta de variagSes; G.L. = Graus de liberdade; SQ = Soma de quadrados; QM = Quadrado médio; A = entre situa¢des

experimentais: postura e cortrosina; B(l) = entre dietas (posturs); B{ll) = entre dietas (cortrosina); B = B(i) + B(ll); C = entre

individuos.

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

entre situagBes experimentais: postura e cortrosina. Além disso esses vaio-
res foram diferentes para cade tipo de dieta dentro das condicses.




Tabela XV

Andlise de Variincia Relativa 3 Comparagiio &m Velores Incrementais de Aldosterona Plasmitica nas Diversss Situacdes

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

Nivel de
F.V. G.L. sa 1Y) “F” obtido
significincia

A 1 0,627 06277 5,922 0,01 <p<0,05
8l 2 17,97 8,99 84,81 p<0,001
B (1) 2 11,82 7.81 54,81 p < 0,001

B 4 29,585 7,396 69,77 p < 0,001

c 5 2,281 0,456 434 0,001 <p < 0,01

residuo 25 2,650 0,108

total 35 35,144

F.V. = Fonme de variagOes; G.L. = Graus de liberdade; SQ = Some de quadrados; QM = Quadrado médio; A = entre situsgSes

experimentais: posturs e cortrosina; B(l) = entre dietas (postura); B(il) = entre dietas (cortrosinal; B = B{(l} + B(li); C = entre

individuos.

NOTA EXPLICATIVA: Houve diferenca significativa nos valores incrementais médios de aidosterona plasmidtics

entre as situspSes experimentais: postura e cortrosina. Além disso esses valores for;'m
diferentes para cada tipo d-~ dista dentro das condicdes.

g



Tabela XVi

Angliss de Varidncia Relativa & Comparagio dos Valores Incrementais sos Bassis de Aldosterona Plasmiétics, nas Diversas
SituagSes Experimentais Programadas para este Estudo: Fostura, Cortrosina e Diferentes Dietas

Nivel de
F.V. G.L. sa am “F' obtido
significincia

A 1 0,4909 0.,4309 2611 p>0,0:

B 4 0,8827 0,2207 1,174 p>0,05

Cc 5 4,5420 0,9084 4,833 p<0,001

residuo 25 4,6994 0,1880

ol 35 10,615

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

experimentais; postura: postura & cortrosina; B = entre dietas (postura e cortrosina); C = entre individuos.

NOTA EXPLICATIVA: A diferenca nio foi significativa nos incrementos relativos aos basais de aldosterona
plasmitica entre as provas de estimulos posturais & na da administrac3o de cortrosi-
na, ¢ esses valores foram constantes nas dietas dentro das condigdes estudadas.




Tabela XVil

Andliss de Variincia Relativa & Comparagio dos Valores Bassis de Cortisol Plasmatico, nas Diversas Situscdes Experimentais
Programadas pars este Estudo: Posturs, Cortrosina e Diferentes Dietas

Nivel de
AV G.L sa am “F* obtido
significincia
A 1 0,1651 0.1615 8.406 0,001 <p < 0,01
BN 2 0,40 0,20 10,20 p <0,00
8 2 0.42 0,21 10,71 p <0,001
8 4 0,8259 0,2065 10,513 p <0,001 ;
c 5 05421 0,1084 5,521 p <0,001
residuo 25 04910 00196 ';
total 35 2,0241 :
{

F.V. = Fonte de variagdes; G.L. = Graus de liberdade; SQ = Soma de quadrados: QM = Quadrado médio; A = entre situagdes
experimentais: postura e cartrosing; B{l) = entre dietas {postura); B(ll) entre dietas (cortrosina); B = B(l) + B(il); C = entre in-
dividuos.

NOTA EXPLICATIVA: Houve diferenca significativa nos valores bassis de cortisol plasmético entre as provas de
estimulos postursis ¢ na da administraciio de cortrosina. Além disso, esses valores forsm
difersntes para cada tipo de dieta dentro das condic3es experimentais: postura e cortro-
sins. Essa diferenca foi devido s0s trés tipos de dietas, na situacio postura & também na
situagiio cortrosing, ou ssja a diferenca foi devido s duas condigSes programadas para
este estudo.




Tahela XVill

Anilise de Variincia Relativa & Comparaclo dos Niwis Médios de Cortisol Plasmético
Apbs 4 horas de Deambulagclo nas Diferentes Dietas

Nivel de
F.v. G.L. sa am “F" obtido
significancia
A 2 01123 0,0562 1,618 p>0,05
-] 5 0,7385 0.1477 3,992 0,01 <p<0,05
residuo 10 0,3700 0,0370

total 17 1,2208

F.V. = Fonts de varisc3es; G.L. = Graus de liberdade; SQ = Soma de quadrados; QM = Quadrado médio; A = dietas com 3
niveis de concentraclo de cloreto de sddio; B = Bloco com 6 niveis de dosagens.

NOTA EXPLICATIVA: O valor médio de cortisol plasmitico apos 4 horas de deambulacio foi o
mesmo para os tris tipos de dietas.




Tabela XIX

Andliss de Varidncia Relativa 3 Comparacio dos Valores de Decrementos do Cortisol F:asmatico

na Prova de Estimulos Posturais, nas Diferentes Dietas

Nivel de
F.v. G.L. Sa am “'F" obtido
significincia
A 2 3,2362 1,6181 5,385 001 <p<0,05
B 5 0,4365 0,0873 0,291 p>0,05
residuo 10 3,0049 0,3005
total 17 6,6776

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

niveis de concentragio de cloreto de sddio; B = Bloco com 6 niveis de dosagens.

Contrastes provados:

Ho‘ :C, :Ay = A, (nio rejeitada). Intervalo de confianca para C, :1-1,00; 042 |

A‘+

H°2 1Cy 1Ay = (rejeitada). intervalo de confianca para C, : 1-1,47; ~0,27 |

NOTA EXPLICATIVA: O valor médio de decremento do cortiso! plasmdtico nfo foi 0 mesmo para as

trés dietas. Partindo dos testes de contrastes, verificou-sa que a diferenca estd

na dieta mais rica em sal (dieta A
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Tabela XX

Andliss de Varikncia Relativa 3 Comparaciio dos Valores de Decremento Relativo aos Basais de Cortisol
Plasmético na Prova de Estimulos Posturais, nas Diferentes Dietas

Nivel de
F.V. G.L sa am “F" obtido
significdncia
A 2 1,4000 0,7000 2,850 ' p>0,05
8 0,5742 0,1148 0,468 p> 0,06
residuo 10 2,4560 0,2456
total 17 4,430

F.V. = Fonte de variasgdes; G.L. = Graus de liberdade; SQ = Soma de quadrados; QM = Quadrado médio; A = dietas com 3
niveis de cloreto de sbdio; B = Bloco com 6 niveis de dosagens.

NOTA EXPLICATIVA: O valor médio do decremento relativo aos basais do cortisol plasmdtico
foi o mesmo pars as trés dietas consideradass.




Tabels XX!

Efeito da Cortrosina sobrs os N(veis de Aldosterona e Cortisol leﬁiticos, em Individuos Normais
(N =6) Mantidos em Dieta de Arroz + 100 mEq K*.dia™!

Aldosterona em ng.di~!

Cortisol em pg.di™!

Paciente Tempo incremento {ncremento Tempo Incrensento Incremento
relativo relativo

800 900 a &% 800 800 A a%
S.F.N. 49,88 107,78 57,90 116,08 10,05 17,40 735 73,13
F.R.S. 59,05 81,92 22,87 38,73 9,02 13,18 4,16 46,11
J.P.S. 19,05 59,99 40,94 214,91 10,05 26,92 16,87 167,86
R.G.O. 32,65 70,53 37,88 118,02 7352 17,89 .10,57 144,39
PS5, 51,96 95,11 43,15 83,04 11,37 18,74 1,37 64,81
W.P.S. 39,33 80,88 41,56 105,64 10,39 19,46 9,07 87,28
X 4199 82,70 40,72 112,40 9,70 18,93 9,23 97,27
] 14,65 17,03 na 58,09 1,39 4,49 431 48,08
X 5,98 6,95 4,58 23N 0.57 1,83 1,76 19,62

X = médis; 3 = desviopadrio; s; = desvio ds média.




Tabela XX

Efeito ds Cortrosina sobre os Niveis de Aldosterons e Cortisol Plasmiticos, em Individuos Normais
(N =8), Mantidos em Dieta de Arroz + 120 mEq Na*.dia™' + 100 mEqK* . dia’

Aldosterona em ngdi™} Cortisol em ug.di™}
Paciente Tempo Incremento Incremento Tempo Incremento Incremento
relativo — relativo
800 900 A A% 800 900 A A%
S.F.N. 7,85 34,32 26,27 337,20 5,88 12,84 6,98 119,11
F.R.S. 7.07 19,86 12,80 181,30 5,70 13,18 7,48 131,22 i
J.P.S 9,75 20,20 10,45 107,18 8,72 22,18 13,46 164,35 '
R.G.O. 5,76 15,49 9,73 168,92 5,44 11,98 8,54 120,22 i
Z.P.S 10,93 18,29 1.36 67,34 717 14,77 160 105,99
W.P.S. 7,69 18,48 10,79 140,31 8,22 18,01 9,79 119,09
X 8,17 21,11 12,93 167.04 6,85 15,49 8,64 126,00
s 1,87 6,68 6.86 93,17 1,40 N 2,61 18,48
5 0,76 2,73 280 38,03 0,57 1,59 1,07 8,72

X = média; 3 = desvio-padrlo; s = desvio ds média.
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O nivel médio de cortisol plasmitico, 3s 8h foi de 6,85ugdl™' e, uma hora apbs a
administrac3o de cortrasina passou pars 1549 ugd)~'. O incremento observado foi 8,64 ug.di™' e o
porcentual 125,00,

4.6.2.3 — Diets de Arroz + 180 mEq Na'.dis™' + 100 mEq K" .dia™' (Tabela XX111)

A concentragdo média ue axdosterona plasmética, apbs a administragio de cortrosina, apresentou
uma elevagio de 4,42 ng.dl™’ para 10,27 ngdi~! correspondendo 8 um incremento de 5,85 ngdli™! ou
ssjs 20 porcentual de 150,52

A concentragiio de cortiso} plasmético na mesma condicdo experimental, com valor basal médio
de 7,28 ugdi~! passou para 16,32ugdl™", correspondendo 8 um incremento de 9,34 ugdi™' ou seja
relativo 3o basal de 129,74%.

4.862.4 - Intersgles entre 0 Efeito da Cortrosina ¢ as Diferentes Distas (Tabelas Xill, XIV, XV, XVi,
XVI, XXIV, XXV e XXVI)

Apbés administracio de cortrosina, as respostas de aldosterona plasmética foram
significativamente diferentes para as tr#s dietas consideradas, sendo progressivamente menores em relacio
20 saumento de sal. Os incrementos analisados pela distribuicSo “'F”, foram significativamente diferentes
pera cada tipo de dieta considerada. No entsnto, nfo houve diferenca significants nos incrementos
relativos aos basais entre as dietas dentro da condicd) experimental considerada.

Os nilveis médios basais de aldosterona plasmétics foram significativamente diferentes,
decrescendo de depiecdo 3 sobrecargs de sal.

A concentragcio média de cortisol plasmético apds administracdo de cortrosina nSo foi 8 mesma
pera as trés dietas estudadas. A partir dos testes de contrastes, verificou-se que a diferenca esté na dieta
com restriclo de sédio. No entanto, o valor médio incremental relstivo ao basal do cortisol plasmético
mostraram uma diferencs significative para as trds dietas consideradas. '

4.6.2.5 — interagSes Entre os Efsitos da Postura, a Cortrosina ¢ ss Diferentss Dietas (Tabelss XIII, X1V,
XV, XVI, XVII, XVIII, XIX, XX, XXIV, XXV ¢ XXVI)

Os valores basais médios de aldosterona plasmétics entre as provas de estimulos postursis @ na
ds administracdo de cortrosina nSo foram significstivamente diferentes quando se compersram os niveis
das 8h entre si. No entanto, esses valores sBo diferentes pars cads situaglio experimental.

As concentracles plasméticss de aldosterona 20 término da desmbulaclo ¢ apbs o estimulo de
ACTH foram diferentes e esses valores foram diferentes para cada tipo de diets dentro das condicBes
consideradas,

Os incrementos de aldosterona entre as situac3es programadss pars ests estudo, isto ¢, posturs ¢
cortrosina foram diferentss ¢ os valores obtidos diferantes pera cada tipo de dista dentro das condicBes
experimentaiz. Todavia, nlio Yoi verificads qualquer diferenca significativa nos incrementos relstivos eos
besais entre ss duas provas e os dados obtidos foram constantes nas dietas dentro das condicBes
estudades,

O welor médio dos besais do cortisol plasmitico das duss provas, postursl ¢ efeito do ACTH,
foram significativamente diferentes @ 0s valores obtidos foram difersntes para cada tipo de dieta dentro
dss condicBes experimentais. No entanto, a concentracBo média de cortisol plasmético spbs deambulagiio



Tabela XXHI

Eteito da Cortrosina sobre os Niveis de Aldosterona @ Cortisol Plasmdticos, em Individuos Normais
{N =6), Mantidos em Dieta de Arroz + 180 mEq Na*.dis”' + 100 mEq K* . dia"!

Aldosterona em ng.dl™! Cortisol em ug.di~!
Paciente Tempo Incremento Incremento Tempo Incremento Incremento
relativo —_— relativo
800 900 Fa A% 800 9.00 A A%
S.F.N. 4,08 8.1 4,03 98,77 8,67 15,07 6,40 73,81
F.R.S. 44 .61 7,88 3,27 70,93 6,66 13,10 6,44 96,69
J.P.S. 6,47 13,60 713 110,20 717 2144 14,27 199,02
R.G.0O. 2,35 9.21 6,86 291,91 6,62 15,44 8,82 133,23
Z.P.S. 5,78 12,92 7,14 123,53 6,88 16,47 8,59 124,85
w. P.S. k3 9,88 6,687 207,79 7,65 19,19 11,54 150,84
X 4,42 10,27 5,86 150,52 7,28 16,62 9,34 120,74
s 155 2,44 1,73 83,23 0,78 3,08 3,07 43,59
X 0,63 1,00 0,71 33,97 0,32 1,26 1,25 17,79

X = médis; s = desvio-padrio; 35 = desvio da média.




Tabela XXIV

Andlise de Variincia Relstiva & Comparagi#o dos Niveis Mddios de Cortisol Plasmatico
Apéds Administracio de Cortrosina nas Diferentes Dietas

Nivel de
F.V. G.L. sa am “F" obtido
significincia
A 2 0,1245 0,0823 8,987 0,001 <p<0,01
B 5 0,8327 0,1265 18,224 p <0,001
residuo 10 0,06954 0,0069
total 17 0,8267

F.V. = Fonte de varisgBes; G.L. = Graus de liberdade; SQ = Soma de quadrados; OM = Quadrado médio;
A = distas com 3 niveis de cloreto de sodio; B = Bloco com 6 niveis de dosagens,

I-IO' 1Cy 1Ay = Ay (nio rejeitads). intervalo de confianca pars C, : {-0,187; 0,027 |

' A +A
H, 1Cy AT 2 __ 3 (rejeitada). Intervalo de confianca pars C,: 10,088; 0,252 )
2 2

NOTA EXPLICATIVA: O nivel médio de cortisol plasmitico apés administraglo de cortrosing
ndo foi o mesmo para as trds dietas. Partindo dos testes de contrastes,
verificou-ss que 8 diferenca estd na dieta com restriclo de sédio (die-
ta Ak

i



Tabels XXV

Andlise de Variéncia Relativa @ Compaeracfo dos Valores Incrementais de Cortisol Plasmético

Apéds Administragio de Cortrosina nas Diferentes Dietas

Nivel de
F.v. G.L sa aM “F” obtido
signiticdncia
A 2 0,0161 0,0080 0,218 p>0,06
8 5 1,5763 0,3163 8,565 p <0,001
residuo 10 0,3681 0,03668
ol 17 1,9605

F.V. = Fonte de varisgSes; G.L. = Graus de liberdade; SQ = Soma de quadrados; QM =

A = dietas com 3 niveis de cloreto de sddio; B = Bloco com 6 ni'veis de dosagens.

NOTA EXPLICATIVA: O valor médio incremental de cortisol plasmético foi o mesmo
para 83 tris dietas consideradas. -

Quadrado médio;




Tabela XXVI

Andliss de Variincis Reistiva & Comparsgio dos Valores Incremeritais scs Bessis de Cortisol
Plasmitico Apbe » Administraglio de Cortrosina, nes Diferentss Dietas

Nivel de
F.V. G.L. sa am “F*” abtido
signitichneis
A 2 0,4000 0,248 3382 p> 0,05
8 ] 1.187% 0,237¢ 3402 001 <p<0,08
residuo 10 0,6964 0,0698
vl 7 2,3558

F.V. = Fome de veriscles; G.L. = Graus de liberdade; SQ = Soms de quadrados; QM = Quedrado mddio;
A = distas com J niweis de clorew de sidio; B = Bloco com 8 nfveis de dosagens.

NOTA EXPLICATIVA: O velor incremental re'givo s0s bessis de cortisol plasmiético
foi 0 meamo para a7 trils distas consideradas.
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fol 0 mesmo pars os trds tipos de dietas programadas. Todavia, o valor médio do decremento do cortisol
plasmético, ne prova de estimulo postural nfo foi 0 mesmo para es trés dietas, Partindo dos testes de
contrastes, 'verificou-se que o diferenca estd na dieta com sobrecarga de sal (180 mEq Na'dis™').
Entretanto, o valor médio do decremento refativo aos basais foi 0 mesmo para ss trds dietas,

Apbs administracio de cortrosina, as respostas de cortisol plasmético nffo foram as mesmas para
as trds dietas. Através dos testes de contrastes, verificou-se que s diferenca estava na dieta com restriglo
de sbdio. Todavia, 08 incrementos sbsoluto e relativo aos basais foram os mesmos para as trds dietas
considerades,

4.6.3 — Tests de Infusfio de Angiotensina Il
4.6.3.1 — Dieta de Arroz + 100 mEq K'.dia™! (Tabels XXVHi)

Em virtude de havorem sido estudados apenas dois pacientes, nfo foi feita s anélise estatistica,
mas observa-se que para a aldosterona plasmética, de um valor basal elevado houve sumento deste
esterbide, particularments no paciente W.P.S.

Por outro lado, foi evidente o decréscimo dos niveis plasméticos de cortisol, atingindo valoras
similsres desse hormbnio 20 término ds prova, nos dois pacientes estudados.

4.6.32 - Dieta de Arroz + 120 mEq Na'.dia' + 100 mEq K" .dis™! (Tebels XXVIi)

O valor médio de aldosterona plasmética estudado nos 3 casos se elevou de 7,63 a 1380 ¢
19,32 ngdI”! sos 30 e¢ 60 minutos respectivaments, apds a infuslo de angiotensina i, sendo os
decrementos absoluto e reistivo sos basais de 6,17 ng.di™! e 88,72% aos 30 minutos e 11,89 ngdi™! o
161,72% aos 60 minutos.

O valor basal médio de cortisol plasmético, ns mesma condigBo experimental, foi 6,58 ug.di!,
sofrendo decréscimos progressivos, a partir do valor basal médio de 6,58 3 5,32 ¢ 4,28 ugdi~! s0s 30 ¢
80 minutos, sendo o0s decrementos sbsoluto e relativo a0s basais de 1,26 ugdi™' ¢ 18,15% ¢ 2,30 ¢
33,30%, respectivamente.

4.6.3.3 —Dieta de Arroz + 180 mEq Na'.dia™! + 100 mEq K'.dia~’ (Tabels XXIX)

A concentracBo médis de aldosterons plasmética avalisds nos trés casos se elevou de 4,52 s
10,14 @ 13,67 ng.d!™’, apbs 30 ¢ B0 minutos, respectivaments, equivalendo sos incrsmentos absoluto e
relativo s0s basais de 5,62 ng.di™! e 140,63% ¢ 9,05 ¢ 225,63%.

Na mesma condiclio experimentsl, a infusfo de angiotensina provocou a queds do valor médio
basal do cortisol plasmético de 6,78 a 6,08 ¢ 4,44 ug.di~®, apbs 30 & 60 minutos respectivaments,
correspondendo s um decremento sbsoluto de 0,70 ¢ 2,34 4g.dI~* ou seja, relstivo sos basais de 10,66 ¢
32,96%.

.6~ DISCUSSAO

A ticnics de quantificaglio por radioimunoensaio tem por princlpio fundamental as reacBes de
inibiclo compstitiva entre 08 hormbnios marcado e nflo marcado (“frio”) pers os locals de fixaclo do



Tabels XXVII

Efeito da Angiotensina || sobre os Niveis de Aldosterona e Cortisol Plasmdéticos, nos Individuos

Normais (N =2}, Mantidos em Dieta de Arroz + 100 mEq K" . dia~!

Tempo Incremento Incremento Incremento Incremento

) Paciente A relativo 4, relativo
i

8h 8h30m Sh Tan3om ~ '8n 4,% Ton ~Tan by%
2=
;25 S.NF 36,24 60,35 63,10 24,11 66,52 26,86 74,11
|3 E W.P.S. 4384 69,97 99,97 26,13 59,60 56,13 128,03
< s
I
i
g Decremento Decremento Decremento Decremento
3 Yl relativo V.‘, relativo
} V,% V%

Tan = Tgn3om Ten ~ Ton
85 S.FN 10,11 7.43 6,24 2,68 26,50 387 3827
22
8§ wes 9,58 8,54 620 104 10,85 3,38 3528
o

L6



Tabela XXVilt

Efeito da Angiotensina |l sobre os Niveis de Aldosterona e Cortisol Plasmdticos, nos Individuos Norma:s
(N =3), Mantidos em Dieta de Arroz + 120 mEq Na*.dia™' + 100 mEq K" .dis™!

! Incremento Incremento ) Incremento incremen:
\ Tempo A‘ relativo A2 relativo
Paciente 4% b,%

| 8h 8h30m 9h Tﬂh30m - T8h Tsh - T8h

-

; E 5 SFEN 6.60 16.56 21,79 9,96 150,80 15,19 230,15

'8 B W.PRS 6,98 13,55 19,41 6,57 04,12 12,43 178,08

;’3 g JPS 9,32 11,29 16,77 1,97 21,13 745 79,93

K. s

] —_-

{ X 763 13,80 19,32 8,17 88,72 11,69 162,72

g s 1,47 2,64 2,51 4,01 65,05 392 76,28

; % 0,85 1,52 1,45 2,32 37,60 2,27 44,09

E Cac-emento Decremento Decremento Decremento

: 7 relativo v, relativo

V% » V%
Ton —~ Tanzom Tan — Ton

3% SFN 4,57 4,01 351 0,56 12,26 1,06 23,19

[E @ W.PS 7.44 5,92 4,97 1,52 20,43 2,47 33,19

'8 g 4PS 7.72 6,04 4,36 1,68 21,76 3,36 4352
X 6,58 532 428 1,25 18,15 2,30 33,30
s 1,74 1.14 0,73 0,61 5,15 1186 10,17
% 1,01 0.66 042 0,35 2,98 0,67 5,88

X = média; s = desviopadrio; s; = desvio da média.

és




Tabela XXIX

Efeito da Angiotensina |i sobre os Niveis de Aldosterona e Cortisol Plasm3ticos, nos Individuos Normais
(N = 3), Mantidos em Dieta de Arroz + 180 mEqNa*.dia~! + 100 mEq K*. dia~}

Incremento Incremento Incremento Incremento
Tempo A‘ relativo Az relativo
Paciente A‘% Az"
8h 8h30m o Tenaom ~ Tan Ton — Tan
-
8L S.FEN 3 11,56 13,70 7,82 200,09 9,96 266,31
g 2 WP S. 3,56 9,22 14,76 5,66 158,98 11,20 314,60
‘jﬁ g JPS 6,26 9,63 12,25 3,37 63,83 5,99 85,68
S
X 4,52 10,14 13,57 5,62 140,63 9,05 22553
s 1,50 1,25 1,26 2,23 29,40 2,72 115,02
s 08?7 0,72 0,73 1,29 18,99 1,57 ' 66,48
Decremento Decremento Decremento Decremento
V'I relativo Vz relativo
v,% v,%
Ten ~ Tanaom Tan ~ Ton
TS5 SFEN 5,10 467 4,09 043 8,43 1,01 19,80
° g W.P.S. 7,58 6,63 4,55 0,95 12,53 3,03 39,97
3 g JPS 7.67 6,94 4,67 0,73 9,51 3,00 39,11
X 6.78 6,08 4,44 0,70 10,16 2,34 32,96
s 1.46 1.23 0,31 0,26 2,13 1,16 1141
% 0,84 071 0,18 0,15 1,23 0.87 6,59

X = média; s = desvio-padrio; 83 = desvio da média.

€S



54

anticorpo especffico, Com efeito, pondo-se em contacto hormonio marcado e anti-soro, estabelecer-se-4
um equilfbrio dindmico entre o hormdnio marcado-anticorpo e seus elementos constituintes. Se o
hormodnio ndo marcado é introduzido no sistema, este competird com a forma livre do hormdnio para os
sitios de fixacdo do anti-soro, passando a formar complexo hormdnio “frio” anticorpo. Se a
concentragio do anticorpo ¢ do hormdnio marcado forem constantes, a fracko do hormbnio
marcado-anticorpo, no equilfbrio, corresponde a um nivel de radioatividade que é inversamente
proporci(o‘r:ai 3 concentracdo do hormdnio de referéncia, introduzido no meio de incubag8o, conforme a
Figura 7’7",

Os hormonios esterbides, em virtude de seus niveis plasmiticos baixos e similaridade estrutural
entre si, apresentam sérias dificuldades de caracterizacdo, tornando o sistema sensivel a interferentes nfo
especlficos e 3 reatividade cruzada de esterdides afins. Para melhorar a especificidade do anti-soro e
sensibilidade do método, estes interferentes devem ser removidos do meio de incubacdo.

Muitos métodos foram descritos para a quantificacio do cortisol plasmitico. Os de uso habitual
sfo o fluorimétrico de Mattingly“" e por competicdo 3 protelna(21 )

Neste trabalho, a quantificago de cortisol plasmético utilizando transcortina ndo foi utilizado
para as diversas situaces experimentais programadas para este estudo, devido ao coeficiente de afinidade
média de ’CBG'ser cerca de 1/100 menor em relacio ao anti-soro de cortisol'®’. A sensibilidade do
método 4 limitada a 3,81 ug.di~’ e existindo esterdides com reatividade cruzads, conforme foi
demonstrado anteriormente'2!!, Além disso, a foixa Gtil da curva dose-resposta era de 1 a 15ng
enquanto no imunoensaio foi de 10 a 500 pg (Figura 5) e a curva obtida sendo mais sensivel e precisa.

Neste estudo, foram analisados resultados de cortisol plasmitico de duas séries de amostras de
plasma (R.G.0. e F.R.S.) por radioimunoensaio e por competicio 3 prote/na transportadora
(transcortina) mostrando uma superestimacio dos dados medidos por técnica de competicdo em 30,11%
em relacio aos dados obtidos por radioimunoensaio, pelos motivos citados anteriormente,

Garza, R. & Abraham, G. E.!?) fizeram 0 mesmo estudo obtendo uma superestimagdo dos
resultados das amostras de plasma em cerca de 50% quando dosados por técnica de competicio a
transcortina.

Utilizando anti-soro de cortisol produzido em coelhos a partir de um conjugado 3-oxima-soro
albumine bovina‘za), foi possivel desenvolver radioimunoenssio de cortisol em 100 ul de smostra de
plasma apbds a precipitagio de protelnas séricas com etanol absoluto sem necessidade de isolamento
cromatogréfico, devido & concentracio relativamente alta de cortisol em relagiio a outros esterdides afins
com reatividade cruzada ao anti-soro e & diluicdo pelo tampdo, minimizando sssim os interferentes nfo
especificos de origem protéics e Iipldiam.

Quanto & aldosterona plasmética, devido 4 aita especificidade do anti-soro, foi necessério spenas
uma extracdo exaustiva e seletiva do esterdide, para alcancar uma sensibilidade e precisfio dessjadas.

Quanto & precisfo interensaio das curvas-padrio de aldosterona e cortisol, 8 reduzide dispersio
dos resultados (Figuras 5 e 6) referente a cads ponto stestam 8 boa reprodutibilidade dos métodos e 8
estabilidade dos reagentes utilizados para o enssio.

Neste estudo, » anélise da reprodutibilidade interensaio de determinacBes do cortisol efetuadas
om trds mistures de plasmas de individuos normais com concentracdes hormonais diferentss (baixa,
média 8 aita} mostrou coeficiente de variacBo de 8,84, 7,33 e 6,81% respectivamente (Tabela Vil},
permitindo classificar 8 precisfo do método como boa segundo o critério proposto por Melo!20),

{*) CBG = Corticosteroid binding globulin,



55

Hormdnio Anticorpo ~ Complexo hormdnio

marcado especifico marcado-anticorpo
H* + Ac == H* - Ac
+
H Hormoénio nao-marcado em

solugoes~-padrao ou amos
tra desconhecida.

Complexo horménio nao-marcado-Anticorpo

Figura7 — Principio geral ds técnica de radioimunosnssio



Do mesmo modo, os coeficientes de variagdo das determinacGes interensaio de aldosterona,
realizadas em trds misturas de plasmas de individuos normais com nfveis hormonais diferentes (baixo,
médio e alto) foram respectivamente 5,57, 9,99 e 6,73%, permitindo também classificar como boa a
precisdo da técnica (Tabela V"”(ZO)‘

Pela andlise da avaliagdo das diferentes fases técnicas para a dosagem de aldosterona e cortisol
plasmdticos institufdas por controles de qualidade que estimam a -pureza do tracador e dos reagentes, a
sensibilidade dos métodos, as precisdes interensaio das curvas de referéncia e a reprodutibilidade do
ensaio (entre ensaios), podese concluir que a medicdo dos dois hormdnios esterbides pela técnica de
imunoensaio foi um método especifico e dotado de reprodutibilidade excelente.

Resolvidos os problemas técnicos da dosagem de aldosterona e cortisol por radioimunoensaio,
estes métodos foram utilizados para o estudo da regulagdo da secrecdo de aldosterona e cortisol,
variando a quantidade de sbdio na dieta e mantendo fixa a de potassio, em relagdo 3 postura e
administracdo de corticotropina e de angiotensina Hl,

Os fatores da regulagdo de secrecdo de aldosterona nd3o estdo totaimente esclarecidos, mas entre
0s mais importantes estio o sistema renina-angiotensina, um efeito estimulante direto adrenocortical da
eleva¢3o do .potassio plasmdtico, a acio do potéssio sobre a renina, em sentido oposto ao seu efeito no
obrtex‘z", 0 ACTH hipofisério e, possiveimente, uma queda dos nfveis de sédio, atuando diretamente
sobre o cbrtex adrenal

Admite-se, atualmente que o ACTH estimula a produ¢do de aldosterona bem como de
glicocorticOides e dos esterbides sexuais.

Em individuos normais, o sistema renina-angiotensina e o potassio sérico regulam a secre¢do de
aldosterona através de circuitos de retroa¢do inibitoria (‘feedback’ negativo) e, sob condigdes normais, é
provével que os dois sistemas desempenhem papel similar para a manutencdo da homeostase.

O potissio tem um efeito estimulatério indireto na secreco de aldosterona, por meio de
altera¢des no balango de s&dio e consequentemente alteracdo do volume intra-vascular. O controle da
secrecdo de aldosterona em decorréncia da concentragdo plasmatica de potissio, funciona em paralelo
com O sistema renina-angiotensina. Quando este Gitimo sistema ests bloqueado, como no estadio final de
uma insuficiéncia renal crdnica, o sistema potéssio-aldosterona assume papel predominante na regulagdo
do balango eletrolftico.

O evento principal do controle peio sistema renina-angiotensina  a estimulacdo da secrecdo de
renina pelo aparelho juxta-glomerular, quando hd diminui¢do de volume arterial efetivo como na posicdo
ereta. A renina age como uma protease especifica, desdobrando o angiotensinogénio, da fraglo
a;-globulina do plasma de peso molecular 30 000, em um decapeptideo, 8 angiotensina | e outra porcio.
Ums enzima conversor do plasma hidroliza a angiotensina |, transformando-a em um octapeptideo, 8
angiotensina |1, Esta Gitima estimula o cortex adrenal induzindo a secrecio de sldosterona, sendo seu
efeito potenciado pels presenca de ACTH e K', em concentracdes que, de outra forma, seriam
ineficientes.

A posic3o erets, reduzindo o volume intra-vascular total induz alteragBes na hemodindmica renal
diminuindo a press3o 8o nivel do aparelho juxta-glomerular e determinando s liberag3o de renina o

consequents producfo de sngiotensine || e secreciio de aldosterona.

Aceita-se, stualmente que os fatores estimulantes da aldosterona atuam em dois s(tios de sua vis
biossintética'®®. Os estfmulos sgudos, como 8 infusfo de angiotensina, 8 sdministraclio de ACTH e &
postura agiriam na converslio do colesterol em pregnenclons (via metabdlica inicial — "“sarly pathway”'}
enquanto os estimulos crbnicos, por exemplo, aiteragBes crbnicas da concentracio de sddio na dists,
sfetam primariamente a converslo da corticosterona em aldosterona psio sumento s atividade de
18-hidroxi-desidrogenase (vis metabblica tardis — “iste pathway”),
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Quanto 2 resposta de aldosterona em relacio 3 quantidade de sddio na dieta, menor a ingestio
de s6dio mais elevado é o valor basal médio de aldosterona por aumentn da atividade do sistema
renina-angiotensina induzido pela queda do volume extracelular (ativagdo da via metabélica tardia). Nas
Tabelas X, XI e Xil, pode-se observar que com o aumento do teor de sbdio na dieta, ha diminuicio da
secrec8o de aldosterona por reducio da atividade do sistemna renina-angiotensina (dados ndo publicados).

A posicdo ereta afetaria também a secregiio de aldosterc;na elevado em cerca de 1,5 a 2 vezes o
nivel de aldosterona plasmatica em relac3o ao valor basal, pela ji referida reducdo do volume circulante
efetivo e ativacio da via metabdlica precoce.

A anélise comparative das Tabelas XI}l, XIV, XV e XV| pode-se observar que a resposta de
aldosterona ao estimulo agudo foi a mesma nas trés dietas quando os incrementos corrigidos pelos
valores basais foram analisados pela distribuic8o “F", apesar dos valores basais e incrementos sbsolutos
distintos, evidenciando eficiéncia do sistema em diferentes niveis de ativacSo da via metabblica tardia
pela alteragio do conteGdo de sbdio na dieta.

Quanto ao efeito do ACTH, qualquer que fosse a taxa basal de secrec3o de aldosterona induzida
pela variaclo dietética do sal, houve estimulo da produgcdo de aldosterona elevando-se de maneirs
andloga, nas 3dietas, mostrando resposta semelhante do cbrtex a0 ACTH, a divarsos niveis de
estimulac@o da via metabdlica tardia (Tabelas XXI, XXII e XXIi1),

Entretanto, pela andélise de varidncia, pode-se notar que a secrecdo de aldosterona ao fator
ACTH exbgeno foi semelhante a0 da postura e independente da quantidade de sédio ingerido, sendo o3
incrementos relativos aos basais entre as duas provas os mesmos dentro das condicdes estudadas
(Tabela XVI).

Por outro lado, a diferenca significante obtida em relagfo sos valores basais de cortisol
plasmético entre as provas de postura e cortrosina e para cada tipo de dieta (Tabela XVIl) poderia ser
stribufda 3 variacdo biolbgica da secre¢do de glicocorticdides no mesm2 individuo,

A queda do nivel plasmético de cortisol, apés deambulagdo, deve-se 80 ritmo nictemeral
mostrando que a ativagdo da producdo de gidosterona induzida pelos estimulos posturais ndo aceleraria a
biossintese de cortisol (Tabelas X, X! e Xii).

Como se pode observar nas Tabelas XXI, XXII e XXilt, o ACTH estimula 8 secregdc 22 cortisol
independentemente da ingestfo de sbdio. O conjunto dos dados do efeito da injeclo de cortrosina
poderis indicar que 8 secreclo de aldosterona e cortisol determinada pelo ACTH seria independente do
nivel de ingestfo de Na’,

A infuslo de angiotensina ll, em doses nlo hipertensivas (Tabelas XXVII, XXVIII ¢ XXIX)
elevou 03 niveis de sldosterons, e nSo influindo de maneira paralels ne secreclo de cortisol nas trés
dietas estudadses. Com efeito, provocou uma diminuicio acentuada nos valores de cortisol, mais do que
seria ssperado pelo ritmo nictemeral. Esta queds andmala verificads durante 8 infusio de angiotensina i1,
m deve provavelments ¢ um bloqueio da biossintese de cortisol, com o desvio de substrato para a de
sidosterona, além do proprio efeito do ritmo nictemeral do cortisol enddgeno.

6 — CONCLUSOES

6.1 — As técnices empregadas para o radioimunoensaio de aldosterona ¢ cortisol plasméticos controladas
pela estimativa ds purezs do tracador e dos reagentes, a sensibilidade dos métodos, s precisSes
interensaio des curves dose-resposta ¢ 8s reprodutibilidades entre os ensaios forsm adequedes pers



quantificar niveis de aldosterona e cortisol nas condigGes basais e niveis elevados, ap6s estimu-
los programados.

6.2 — A secrecdo de aldosterona plasmdtica em nivel basal apresentou diferenga significante nas trés
dietas, elevando-se progressivamente com a restricdo de s6dio mostrando a dependéncia prové.
vel da reducdo do volume extracelular como sb acontece nesta situacio metabdlica (ativacdo da
via metabdlica tardia).

6.3 — Quatro horas de deambulagio provocaram um aumento dos nfveis de aldosterona em relacdo ao
valor basal por fatores hemodinimicos, dependentes da postura (ativacdo da vis metabblica pre-
coce), sem haver diferencs significativa no incremento relativo a0 basal, dos niveis plasméticos
de aldosterona em fungao das dietas estudadas.

84 — A administrago do ACTH exbgeno provocou um estimulo na secrecdo de aldosterona (ativa.
¢do da vis metabélica tardia) independente de sua taxa basal induzida pela ativaclo dietética sa-
Hina. A resposta do cortex avaliada pelo incremento refativo aos basais foi 2 mesma para as trés
dietas consideradas.

6.5 — A relposta da secreco de aldosterona a0 ACTH e 3 posicdo ereta foi similar e nfo dependeu da
quantidade de sddio dietético.

6.6 — A infusio de angiotensina Il extgena provocou incremento na secrecdo de aldosterona nas trés
dietas (ativagdo da via metabdlica precoce) sendo o incremento relativo aos basais maior na die-
ta rica em relagBo 3 pobre em sal.

6.7 —Nas mesmas condiges experimentais de estimulos posturais e da injecd0 da cortrosina o nivel
basal de cortisol plasmitico variou com a concentracdo de sédio nas dietas, sendo significante
a diferenca detectada entre diversas dietas. Essa diferenca poderia ser atribuida 8 variacfo bio-
légica da secrecdo de hormdnios, no mesmo individuo.

6.8 — A sscrecio de cortisol pfasmético ndo sofreu alteraglo similar 4 da eldosterona com os estimu-
los posturais, observando-se um decréscimo nos valores paralelo ao esperado do ritmo nicteme-
ral do esterbide.

6.9 —A injeclio de ACTH estimulou a secreclo de cortisol independentsmente do nivel de ingestbo
de Na’, sendo a resposts similar nas trés dietas estudadas.

6.10 — A infusdo de angiotensina il em doses ndo hipertensivas provocou um decréscimo andmalo nos
valores de cortisol e se deve provaveimente ao desvio do substrato para a biossintess de aldos-
terons associado 80 préprio ritmo nictemeral do cortisol.

INFERENCIA: Na presenca de niveis variados de ingestdo de sal, estimulos agudos de postura @ cor-
ticotréfico e angiotensina |l induziram respostas similares de aldosterona plasmétics
devido & provivel ativacio da vis metabdlica tardia.

ABSTRACT

Methods for the determinstion of plasms sidosterons end cortisol, by redioimmunossssy, were performed
utilizing highly specific sntisers. ~

-

I
With this methodology it was possible to evaluate onrtisol end sidosterone secretion, in six normel subjects,



whmitted 10 & bessl rice diet «Om‘mm,ﬁm&m")m wanding end recumbent positions, the
atfects of uop\ouu cortrosyn (f 1-24 ACTH) and angictepsin ,|!_snd the same manosvres with uf/m
Incressed Na® content of the dist )M)ME},}"" ~

T —
Aldosterone basal lewels decressed with the incresss of Ns' content in the dist. However, thers were ne
Spnificant differences between the relative increments obssrved on the recurpben t‘po.mm‘ A &t the three leveis of
wdium intake.~

The relative incresse of plasme aidosterone sfter ACTH wes similar for each, basel level of sidosterons induced
by different sodium intekes. The responsiveness of sidosterune secretion to cortrosyn ang stending position wes similer,
with no relation to the sodium intske. -,

T é.'t‘.;'-".’j'f‘.c roof ad
. Angiotensin |1 induced increase in plasma sidosterons, end the relstive increment in the levels of the
hormone were higher with high sodium, than on the rice diet. ~~

{  The sverage bassl cortiso! yalue at thd&ﬂmllwdldndumiMohu.ﬂmKMﬂth@pM
on the basal, rice diet, and thers was @ decreaes in cortisol level sfter recumbency, with the thres dists. =

The injection of ACTH inducad similar cortisol secretion with no reistion to the sodium intake. -

s

/ The infusion of non-hypertensive doses of sngiotensin Il resulted in sn snomasigps fall In eonhpl lovel,
probably becsuse of “shunt’’ of substrates to blosynthesis with the added effect of cortisol diurnel rhythmycity.
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