Comunicagéo

Desenvolvimento de técnicas de medida dos androgenos
plasmaticos - testosterona (T), diidrotestosterona

(DHT), androstenediona (A) e deidroepiandrost
(DHEA) - por radioimunoensaio e sua avali
adultos normais de ambos o0s sexo

Os androgenos esterdides da
série androstana, com 19 atomos
de carbono, sdo secretados pelas
gbnadas e cortex adrenal. No testi-
culo sdo secretados a testosterona
e em menor grau a diidrotestos-
terona, sendo gue na gbnada femi-
nina sdo produzidas a testosterona
e a androstenediona. Os principais
andrdgenos secretados pela cortex
adrenal parecem ser deidroepian-
drosterona e seus conjugados sul-
fatados e androstenediona e seus
derivados 11 B-hidroxilados.

0Os métodos analiticos classicos
para dosagem dos androgenos nos
fluidos organicos com técnicas iso-
topicas e de cromatografia de gas
sdo muito laboriosos e necessitam
um grande volume plasmatico,
além de carecerem de precisdo e
sensibilidade, reduzindo sua prati-
cabilidade e limitando seu uso.

Durante a Ultima década, diver-
sos métodos fisico-quimicos, por
exemplo, técnica da diluicdo de
dupla marcagdo isotopica e, mais
recentemente, ligacdo a proteinas
" transportadoras do plasma'®’, fo-
ram desenvolvidos para 0s ensaios
dos baixos niveis de andrdgenos
(T e A) em plasma periférico.

* Trab. realiz. no Centro de Aplicagdes
Biomédicas de Radioisotopos e RadiagGes
(CABRR) do Inst. de Pesq. Energéticas
e Nucleares de S. Paulo e Unid. de Diabe-
tes e Adrenal da Disc. de Endocrinol. e
Metab., Hosp. das Clin. da Fac. de Med. da
Univ. de S. Paulo, Sdo Paulo, Brasil.
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Entretanto, a sensibilidade desta
tecnologia era também pequena,
aléem da necessidade de separacdo
prévia dos esteroides dos demais
circulantes, obtida, geralmente,
por cromatografia em coluna ou
camada delgada.

Posteriormente, o radioimu-
noensaio foi aplicado na mensu-
racdo de muitos compostos orga-
nicos'?! de interesse biolodgico.
Esta mensuracdo baseia-se, essen-
cialmente, na reagdo de um anti-
geno marcado com anticorpo espe-
cifico.

Quando publicaram o primeiro
trabalho sobre aplicagdo dos prin-
cipios do radioimunoensaio, em
1959, Bersen e Yalow estudaram
um hormdnio polipeptidico de
peso molecular ndo muito elevado,
a insulina (6.000). Os hormonios
polipeptidicos, apresentando peso
molecular acima de 5.000, sdo
imunogénicos em animais de espé-
cie diferente, quando associados
ao adjuvante de Freund, e ndo
foram encontrados obstaculos no
gue se refere a produgdo de anticor-
pos especificos para uso em
radioimunoensaio. Entretanto, os
hormonios esterdides apresentam
peso molecular de 250 a 350 e
ndo sdo imunogénicos, pois O
menor hormonio peptidico gue se
mostrou imunogénico foi a vaso-
pressina, de peso molecular 1.080.
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Erlanger e ¢ gradwes“’_’(,e
1957 e 1959, ja haviar ddmons-

trado ser possivel a producao de
anticorpos especificos contra os
esterbides, desde que eles fossem
usados como haptenos, ou seja,
incorporados a macromoléculas,
em geral albumina sérica, bovina.
Como os esteroides naturais con-
tém grupos OH™ e O™ 7, que ndo
se ligam as proteinas eficiente-
mente, sdo produzidos derivados
em que estes grupos se tornam
reativos, ou seja, transformados
em radicais carboxf(licos ou amini-
cos. Assim, preparam-se derivados
contendo grupos carboxilicos
livres que sdo acoplados a grupos
aminicos dos residuos da lisina'??,
na albumina humana ou bovina
sérica, pelo uso da condensagdo
carbodiimida. Os reagentes para
preparar os derivados esterdidicos
variam, caso se utilizem os grupos
OH™ ou cetdnicos como locais de
ancoradouro da proteina. Assim,
sdo utilizados mais freglente-
mente a esterificagdo do grupo
OH~ por anidrido succinico e para
0S grupos cetOnicos preparam-se
derivados oxima, usando a car-
boximetil-hidroxilamina. A reativi-
dade dos grupos alcoélicos e cetd-
nicos dependera de sua localizacdo
na molécula dos esterdides. Os
esterdides, covalentemente ligados
a carreadores protéicos, sdo imu-
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nogénicos contra os resfduos livres
da molécula de esterdide. Como
o0s residuos livres sdo as vezes
comuns para diferentes esterdides,
isto explicaria a reatividade cru-
zada entre eles.

Mais recentemente, Lindner e
colaboradores!*?) conseguiram |i-
gar diretamente o esterdide ao

carreador protéico, sem a neces- .

sidade de formagdo de um deri-
vado e os anticorpos resultantes
sdo especificos.

Em 1969, Abraham'!! publicou
uma técnica de dosagem de estriol
sérico por radioimunoensaio, com
anticorpo relativamente especi-
fico. A partir de 1970, as publica-
¢bes se multiplicaram muito, de
tal sorte que atualmente ndo se
conhece nenhum esterbide de
importancia fisiolégica que ndo
seja mensuravel por técnica radio-
imunologica.

Neste trabalho, propomo-nos a
estudar a técnica do radioimu-
noensaio para a mensuragdo dos
androégenos em plasma humano,
visando & sua padronizagdo, de
modo a torna-la aplicavel nas
medidas desses hormonios em con-
dicBes normais, patologicas e
experimentais, além de sua utili-
dade no diagnoéstico de diversas
disfuncdes gonadais e adrenais.

MATERIAL

1. Padrées dos hormodnios este-
réides: T, DHT, A e DHEA utili-
zados sem repurificagdo, foram
obtidos da “Sigma Chemical Cor-
poration” (St. Louis, Missouri,
Estados Unidos da América). As
solugdes-estoque foram preparadas
em etanol bidestilado!*! a 1Tmg/m
e mantidas a —200C. Destas,
foram feitas as dilui¢Bes seguintes:

Solucdo (B), tomando de (M)
100u! e completando o volume
para 10ml com tamp&o, obtendo-
-se uma concentragdo de 0,1ng/
20ul para T, DHT e DHEA, corres-
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pondendo a solucdo de uso. Para
a androstenediona, tomamos de
(B) 50u! e completamos para 10ml
com tampdo, obtendo-se solucdo
de uso de uma concentracdo de
5ng/ml.

2. Hormonios radioativos

Foram empregados os seguintes
tracadores: testosterona (1, 2, 3H
(N)-40Ci/mmol-cat. Net-187), dii-
drotestosterona (1, 2, 3H (N)-40Ci/
mmol-cat. Net-302), androstenedi-
ona (1, 2, 3H (N)-40Ci/mmol-cat.
Net-181), deidroepiandrosterona
(1, 2, 3H (N)-40Ci/mmol-cat. Net-
-479), que foram obtidos da New
England Nuclear Corp. (Boston,
Massachusetts, Estados Unidos da
América), em solucdo de benzeno-
-etanol 9:1. Tomamos uma pegue-
na aliquota, correspondendo de
500.000 a 1.500.000cpm, depen-
dendo do esterdide marcado.

3. Anti-soros liofilizados

a) Para a medida de testoste-
rona, utilizamos o anti-soro obtido
de coelhos imunizados com testos-
terona-3-oxima albumina bovina,
adquirido na ‘““New England
Nuclear Corporation” (Boston,
Massachusetts, Estados Unidos da
América). Este anti-soro, por ter
100% de imunorreatividade cru-
zada para DHT, foi também utili-
zado para o ensaio deste esterdide.

b) Para ensaio da androstene-
diona empregamos o anti-soro pre-
parado em coelho, no qual foram
injetados o androstenediona 7
a-soro albumina bovina, obtido da
“MilesYeda Ltda.” (Kiryat Weiz-
mann, Rehovot, Israel).

c) Para a medida de deidroepian-
drosterona, utilizamos o anti-soro
preparado em coelho apds imuni-
zagdo com deidroepiandrosterona-
-17-oxima-soro-albumina bovina,
obtida da ‘"Endocrine Sciences’

(Tarzana, Califérnia, Estados Uni-
dos da América).

METODOS

A técnica seguida baseou-se em
termos gerais nas indicacGes de
Auletta'®), com modificaces que
introduzimos durante seu desen-
volvimento e consistiu nas fases
seguintes (fig. 1):

1. Preparo do plasma para o
radioimunoensaio

Foram utilizadas as seguintes
aliquotas do plasma, dependendo
do andrégeno a ser medido: a) tes-
tosterona: 0,2 e 0,5ml para ho-
mem e mulher, respectivamente;
b) diidrotestosterona: 1,0ml| para
homem e mulher, respectivamente;
c) androstenediona: 0,5m| para
homem e mulher respectivamente;
e d) deidroepiandrosterona: 0,5 ml
para homem e mulher, respectiva-
mente. Completamos o volume
para 1,0ml com tampdo fosfato
(a, b ou ¢) e adicionamos 0,1ml
de hormonio tritiado (+ 4000cpm).
Agitamos, em ““Vortex'’, por um
minuto e deixamos em repouso
a 40C por 12-16 horas, para esta-
belecer o equilibrio entre o hor-
monio contido no plasma e o
hormdnio ftritiado. Este hormo-
nio radioativo se constitui em
padrdo interno para a estimativa
da recuperacio.

2. Extragdo

Adicionam-se 4ml| de éter eti-
lico, agita-se por um minuto e
separa-se a fase orgdnica ap6s a

‘centrifugacdo por 10 minutos, a

velocidade de 1.500rpm. A fase
aquosa acrescentam-se, novamen-
te, 4ml de éter et(lico e repete-se
a operagdo acima. Despreza-se por
fim a fase aquosa final e conserva-
-se a organica, adicionada a obtida
inicialmente. Esta é evaporada sob
corrente de nitrogénio, em banho-
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Aquosa

Plasma (T, DHT, A e DHEA)

Adicionar + 1000 cpm *H
Incubar de 12 a 16 horas
Extracdo-éter etilico — (2X)

Orgénica

Secar

Coluna Sephadex LH-20 ou
Alumina (Al,0,)

Eluatos
Xml do eluato

Secar N, a 450C

Redissolver (1,0 ml tamp&o a, b ou c)

v

0,2ml do extrato
0,1ml HCI 0,1M

|

Contar

Alfquota para recuperagao

10,0ml de solugdo cintiladora
0,8ml de tamp&o (a, b ou c)

Radioimunoensaio
0,2ml — extrato

0,1ml *H

Incubar 12-16 horas

Centrifugar 10 min. — 4°C

0,1ml anticorpo

Separacédo

!

Carvdo-dextrana

v

40C

}

Decantar

Fig. 1 — Representagdo esquemdtica da técnica para quantificagdo dos hormdnios andrbgenos

(T, DHT, A e DHEA).

-maria, a temperatura de aproxima-
damente 450C, sendo o residuo
seco dissolvido em 1ml de tamp&do
fosfato (a, b ou ¢). No caso de
necessitar-se de purificagdo croma-
tografica, 0,5ml deve ser dissol-
vido em eluente especifico, a ser
descrito adiante.

3. Purificacdo da testosterona e
diidrotestosterona

a) Preparo da coluna de Sepha-
dex LH-20

2,59 de Sephadex LH-201°! sdo
previamente intumescidos com
10ml do solvente | (benzeno:
metanol 85:15 V:V) durante 12-
-18 horas. A seguir, este material &
colocado em uma coluna de vidro
de 15 x 1cm. A coluna assim pre-
parada é lavada com o solvente |
até completar um volume final
de eluicdo de 100ml. Em seguida,
percolam-se cerca de bOml do sol-
vente Il (isooctano: benzeno: me-
tanol 90:5:5 V:V) para saturar
o Sephadex.
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SEPARACAO DA TESTOSTERONA-3 H e DIHIDROTESTOSTERONA-
EM COLUNA DE SEPHADEX LH-20 (2,5 g)

Eluigdo: Isooctano: Benzeno: Metanol 90:5:5. VIV 'V
Eluatos: 1,5 ml/ tubo
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IDENTIFICAGAO DA DHEA-*H APUS CROMATOGRAFIA EM

COLUNA DE ALUMINA (2,0 g)
Eluicdo: 0,75 % etanol absoluto em hexano
1,5 ml/tubo

Eluatos:

»
=P

9-—DHEA~ mi/tubo

Fig. 2
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b) Calibragdo da coluna

Adicionamos 100ul de DHT
radioativo, de atividade especi-
fica conhecida, ao topo do Sepha-
dex. Em seguida, fizemos eluicdo
da DHT com solvente |1, coletan-
do-se fracBes de 1,5ml em frascos
de cintilagdo Iiquida, que eram
evaporadas em placa aquecedora,
acrescentando-se, a seguir, 5ml
de solucdo cintiladora e levadas
ao cintilador Iiquido para a identi-
ficacdo do pico de radioatividade.
Posteriormente, lavamos a coluna
com 100ml de solvente Il e a
seguir adicionamos 100ul de T

conhecida e procedemos da ma-
neira idéntica a DHT (fig. 2).

4. Purificagdo de deidroepian-
drosterona

a) Preparo da coluna de alumina

Pesamos 2,0g de alumina e colo-
camos em coluna de vidro de
15 x 1cm, procedendo da seguinte
maneira:

Lavagem com os solventes orga-
nicos na ordem seguinte: a) 2 ve-
zes com 25ml de metanol a 95%:
b) 2 vezes com 26ml de metanol a
100%; c¢) 2 vezes com 256ml de

radioativa de atividade especifica metanol: diclorometano (1:1);
TABELA 1 TABELA II
Perfil de eluicdio de T e DHT da Perfil de eluicio da DHEA
coluna de Sephadex LH-20 da coluna de alumina
Solvente I  Total solvente
adicionado adicionado Fracio Solvente Total solvente
(ml) (ml) adicionado adicionado Fracdo
(ml) (ml)
22 225 desprezar
10,5 33,0 DHT 9,0 9.0 desprezar
40,5 40,5 desprezar 10,5 195 DHEA
13,5 540 T
TABELA III

Protocolo. para a determinagfo da diluicdo apropriada dos anti-soros especificos
para a obtencdo de uma ligacdo de 50% com o tracador radioativo

T A DHEA
Tubo Cédigo Tampdo Anti-soro Tampio Anti-soro Tampdo Anti-soro

ul ul ul ul ul ul
1 RT 1000 - 10000 - 1000 -
2
3 c* 200 100 200 500 200 200
4 A% 200 100 200 500 200 200
5
6 b* 200 100 200 500 200 200
7
8 ck 200 100 200 500 200 200
2
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d) 5 vezes com 25ml de dicloro-
metano; e) 2 ou mais vezes com
25ml 10% de acetato de etila
em hexano; f) finalmente, lavamos

com 5B0Oml do solvente do uso
0,75% de etanol absoluto em
hexano.

b) Calibracdo da coluna

A calibracdo é feita de maneira
idéntica para T e DHT em Sepha-
dex LH-20 (fig. 3).

5. Separagdo cromatogréafica da
testosterona e diidrotestos-
terona

Os extratos secos do plasma T
e DHT foram dissolvidos no sol-
vente Il (0,5ml) e pipetados no
topo da coluna de Sephadex, os
eluatos coletados em tubos de
ensaio e evaporados em correntes
de nitrogénio, em banho-maria, 3
temperatura de 450C.

O perfil de eluicdo da T e DHT
estd indicado na tabela | e fig. 2.

6. Eluicdo da deidroepiandros-
terona

Aos extratos secos do plasma
adicionamos 0,5ml do solvente de
eluicdo apropriado e colocamos
no topo da coluna de alumina. Os
eluatos foram coletados em tubo
de ensaio e evaporados em cor-
rente de nitrogénio, a temperatura
de 450C, segundo a tabela Il e
fig. 3.

Com efeito, os 9ml iniciais da
eluicdo da coluna sdo desprezados,
recolhendo-se 0s 10,5ml seguintes
onde se localiza o pico da DHEA.

7. Diluicdo do anti-soro e cél-
culo da percentagem de liga-
¢do do hormdnio radioativo
na auséncia da massa fria

Reconstituimos os anti-soros
liofilizados, para T e A, com 5ml
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de tamp8o (@ e b) e 1,0ml do
tamp8o (¢) para anti-soro de
DHEA, constituindo-se assim as
solucBes concentradas.

Destas solugBes concentradas
fizemos as varias diluicdes, com a
finalidade de chegar a uma percen-
tagem de ligagdo em torno de
50%, com a massa fixa de hormd-
nio “frio” existente no tracador
radioativo.

O protocolo para a determi-
nacdo da diluicdo dos anti-soros
utilizados para a obtengdo da per-
centagem de ligagdo apropriada
com hormdnio marcado esta na
tabela [I1.

Onde:

RT = radioatividade total
* = anticorpo concentrado
a*, b* e c* =diluigBes utilizadas

Usamos as seguintes diluicdes:
2 E
A— T30 00214
DEA — 1:10.000,
1:15.000

A todos os tubos adicionamaos
100! do hormdnio marcado, com
4.000cpm e seguimos como indi-
cado no paragrafo 3.11. -

1:12.000,

TABELA 1V

Protocolo da curva-padrio para RIA de testosterona

Tu(l:;o Cédigo Pa(‘:ﬁ(:l;?;‘g:;)de Tampdo (2) Anticorpo  Hormonio *H
1‘1 : W pl ul ul
5 RT ) = 1000 " 100
i N £ = 300 3 100
: BO E Settpe 200 100 100
7 Pontol 1 5 199 100 100
lg Ponto 2 2 10 198 100 100
1,  Ponto3 5 25 195 100 100
12 Ponto4 10 50 190 100 100
ig Ponto 5 20 100 180 100 100
ig Ponto 6 30 150 170 100 100
) Ponto? 50 250 150 100 100
g; Ponto8 100 500 100 100 100
O cdlculo da percentagem de nadante, por decantagdo, em

ligacdo do anti-soro estd indicado

a seguir.

Ef _ Cpm na presenca do anticorpo concentrado ligado ao horménio marcado

RT Radioatividade total

atb%.ech

cpm na presenca do anticorpo diluido

RT Radioatividade total

Escolhemos a diluicdo do anti-
corpo em que a relagdo com ra-
dioatividade total fosse em torno
de 50%.

8. Protocolos das curvas-padrdo
de testosterona (T), andros-
tenediona (A) e deidroepian-
drosterona (DHEA)

Os protocolos das curvas-padrao
para o radioimunoensaio (RIA) de
T e DHEA estdo indicados nas
tabelas 1V, V e VI.

9. Separagdo do hormdnio mar-
cado livre do hormonio ligado
ao anti-soro

Faz-se a separacdo ap0s repouso
do tubo de reacdo por uma noite
a 40C, com a adigdo de 1,0ml
(T, DHT) ou 0,2ml (A e DHEA)
da suspensdo de carvdo-dextrana
em todos os tubos, com exce¢do
dos de nOs 1 e 2. Agita-se cada
tubo por 15 segundos e deixa-se
em repouso por 15 minutos. Cen-
trifuga-se a 2.500rpm, por 10 mi-
nutos a 40C, e separa-se O sobre-
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frasco de cintilacdo liquida. Adi-
cionam-se 100ul de HCI 0,1M e
10m! de solucdo cintiladora, con-
tendo Triton X-100. As conta-
gens foram realizadas apés a ho--
mogeneizacdo do conteGdo dos
frascos, as atividades sendo deter-
minadas com detector de cinti-
lagdo liquida, com troca automa-
tica de amostras, com eficiéncia
de 55% para tritio, durante 10
minutos, com erro tebrico de
1,6%.

10. Protocolo do radioimunoen-
saio das amostras plasma-
ticas

O extrato seco com ou sem pu-
rificacdo, dependendo do este-
rbide a ser medido, foi dissolvido
em 1,0ml de tampdo (a, b ou c),
agitando-se intensamente por um
minuto em “Vortex” e conti-
nuando em agitacdo continua len-
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Protocolo da curva-padrio para o RIA de androstenediona

TABELA V

Tubo Cédigo Padiﬁs‘:les:;)éide Tampido (a) Anticorpo Horménio *H
n? TH— ul ul |
; RT g = 1000 i 100
: N d 3 700 = 100
: BO = ) 200 500 100
; Ponto 1 1 5 199 500 100
10 Ponto2 2 10 198 500 100
1y Ponto3 5 25 195 500 100
2 Pontod 10 50 190 500 100
e Pontos 20 100 180 500 100
s Ponto6 30 150 170 500 100
S Ponto? 50 250 150 500 100
5; Ponto8 100 500 100 500 100
TABELA VI
Protocolo da curva-padrio para o RIA de deidroepiandrosterona
TuBo Cddigo Pa(c(l]r,ilonge?;%r;l)de Tamlpio Anti-soro  Horménio *H
n9 7 =z u ul ul
; RT - s 1000 2 100
: N 2. a: 400 = 100
: BO e ! 200 200 100
g Ponto 1 1 5 159 200 100
0 Ponto2 2 10 198 200 100
1,  Ponto3 5 25 195 200 100
15 Pontos 20 100 180 200 100
1> Pontos 50 250 150 200 100
12 Ponto6 60 300 140 200 100
;g Ponto 7 80 400 120 200 100
2 Pomto8 100 500 100 200 100
2 Ronto9 150 750 50 200 100
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tamente a 379C, por 4 horas, para
a completa dissolugdo do extrato
preparado, como indicado na
fig. 1.

11. O protocolo geral do radio-
imunoensaio de amostras de
plasmas e um controle (B1) -
“branco’” estd indicado na
tabela VII

Como se poderd observar na
tabela VII, nos tubos de ensaio
colocamos 100ul e 200ul do
extrato dissolvido. Apenas ao tubo
contendo 100ul do extrato adi-
cionamos 100ul do tampéo, para
um volume final de reacdo igual
para todos os tubos; 100ul do
anticorpo  (T) e 200ul para
(DHEA) e 100u! de hormdnio
tritiado (+ 4.000cpm). Agitamos
em “Vortex"” durante 15 segundos
e incubamos por 12 a 16 horas, a
temperatura de 40C. A seguir
adicionamos o carvio-dextrana,
nas proporcdes de acordo com o
hormonio a ser medido. Centrifu-
gamos e decantamos para um
frasco de cintilagdo, conforme
esta indicado em 9.

Para androstenediona procede-
mos da maneira seguinte:

a) Apesar de utilizarmos anti-
-soros especificos, fizemos sua
purificagdo prévia em coluna de
alumina, procedendo de maneira
idéntica a da DHEA.

b) O extrato, ap6s dissolucdo
em tampdo (b), foi distribufdo
nas quantidades de 100 e 200ul
para tubos de ensaio. Em seguida
adicionamos o 0,5ml de anti-soro,
exceto para os tubos 1, 2, 3 e 4,
aos quais acrescentamos o tampao.
Incubamos por 30 minutos a tem-
peratura ambiente e adicionamos
0,Tml de hormdnio marcado,
aproximadamente 4.000cpm, para
todos os tubos. Incubamos por
90 minutos, & temperatura de
370C, seguidos de 15 minutos a
40C. Adicionamos 0,2m! de car-
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TABELA VII

Protocolo geral do RIA de amostras plasmdticas

TABELA IX

Reacdes cruzadas de virios esterdides
com o anti-soro para testosterona

Extrato Tampido Anti-soro Hormonio *H
Snioti dissolvido ul i 7l
Composto Reagdo cruzada
100 100 100(200) 100
2 200 - 100(200) 100 Testosterona 100
b 100 100 100(200) 100 Diidrotestosterona 100
200 - 100(200) 100 5-B-Androstan-3B-17-diol 3,1
100 100 100(200) 100 5-a-Androstan-3B-17B-diol 2,9
¢ 200 100 100(200) 100 5-a-Androstan-3a-17a-diol 1,3
Androstenediona 1,1
Androstanediona 0,6
Progesterona 0,4
TABELA VIII Epitestosterona 0,12
DOC, DHEA 0,07
Recuperacdo percentual do esteride radioativo, para avaliacio das perdas Adrenosterona 0,05
de esterdides no processamento dos plasmas para RIA
h g Recuperacdo apds extracgio Recuperacio apds extracio e
EstexGidpeatioativn do plasma purificacio cromatogrifica
- — onde,
X Intervalo X Intervalo B — contagens por minuto do
#) 2 sobrenadante de cada tubo
T+DHT 92 87 — 97 (curva-padrdo e amostras)
T 70 60 — 87 Bo — contagens por minuto do
IRET 55 50 - 170 hormdnio ligado ao anti-
A 94 84 — 98 61 58 -170
DHEA 91 83 - 97 61 52-80 corpo ;

vio-dextrana, com excecdo dos
tubos 1 e 2. Agitamos os tubos
por 15 segundos em ‘‘Vortex”
e incubamos a 40C por 10 minu-
tos, e seguido de centrifugacdo
a 2.500rpm, por 15 minutos. O
sobrenadante é separado por de-
cantacdo, em frasco de cintilacdo,
e, em seguida, procede-se a leitura.

12. Avaliacdo das perdas de
esterdides no processamento
do plasma (recuperagéo)

Mediu-se a recuperacdo colo-
cando-se 200ul do “‘extrato dis-
solvido” em frasco de cintilacdo
e adicionando-se 100ul de HCI
0,1M, 800u! do tampdo (a, b ou
¢) e 10,0ml de solugdo cintila-
dora para a estimativa das con-
tagens por meio das quais se
fard a correcdo para o nUmero
de contagens adicionadas inicial-
mente ao plasma.

A tabela VIIl mostra a recupe-
racdo no processamento do plasma
em percentagens, sendo menor
quando a extracdo é seguida da
purificacdo cromatografica.

13. Cilculo do radioimunoen-
saio

Para o célculo das percentagens
de ligacdo do hormdnio marcado,
em cada tubo, as atividades dos
sobrenadantes obtidos dos tubos
3 e 4 (tabelas IV, V e VI), repre-
sentando as contagens ndo espe-
cificas* 18!, foram subtraidas das
contagens em cada tubo (curva e
amostra) como segue:

B B—N

BR" ° BN

x 100

*Ayséneia do anticorpo correspondente a
um branco da radioatividade no tampéo
de ensaio™.
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N — contagens ndo especificas.

Para a construcdo da curva-pa-
drdo projetamos as concentracdes
do padrdo em abscissas e em orde-

by B
nadas as relagbes — x 100.
Bo

As concentracdes hormonais
dos tubos desconhecidos sdo de-
terminadas pela comparacao direta
das leituras (cpm) observadas nos
frascos de cintilacdo, em compara-
¢do aquela obtida a partir das solu-
¢Oes-padrdo. Da leitura direta da
curva obtemos a massa da amos-
tra plasmatica seguindo a férmu-
la seguinte:

. . opm
pg X —_—
cpmy

x Fator de diluicdo =
= pg/ml de plasma

onde,

pg* — massa da amostra lida

diretamente na curva
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TABELA X

Reacdes cruzadas de varios esteroides
com o anti-soro para androstenediona

Reacdo cruzada

Composto
(%)
Androstenediona 100
Testosterona if
DHEA 0,01
11-Deoxicorticosterona 0,01
Progesterona 0,01
Estrona 0,01
Estradiol 0,01
cpm — contagens por minuto do
hormonio tritiado adicio-
nado ao plasma (£ 1.000
cpm)
cpmy — contagens por minuto
obtidas da recuperacdo

0,2ml do extrato dissol-
vido em tamp3o (a, b ou
c).

14. Avaliacdo da seqiiéncia ope-
racional para o ensaio de

“andrégenos’” em plasma
(estudo estatistico do mé-
todo)

A) Especificidade
Avaliou-se a especificidade do

TABELA XI

Reatividade cruzada dos esterdides com o
anti-soro n? D17-113 para
deidroepiandrosterona

Reagdo cruzada

Composto

(%)
Pregnenolona 17
Epiandrosterona 3,8
S-a-androstan-3B-17B-diol 1.7
Testosterona 0,8
Dihidrotestosterona 0,2
Androstenediona 0,2
Androsterona 0,2
Etiocolanolona 0,1
11-OH-Androsterona 0,1
17-OH-Progesterona 0,1
Adrenosterona 0,1
Cortisol 0,1
Corticosterona 0,1
Progesterona 0,1

radioimunoensaio de duas ma-
neiras:

1) Reatividade cruzada com ou-
tros esteréides — Admitindo que
0 anticorpo submetido a exame é
produzido contra o esterdide X e
se deseja avaliar as percentagens
de reagdo cruzada com o esterdide
Y, a percentagem de reacdo cru-
zada do esterdide!!¢! ¢ definida
pela relacdo:

dose de X necessario para deslocar 50% de X-*H

x 100

dose de Y necessdrio para deslocar 50% de Y-*H

a) As reacBes da antitestoste-
rona com outros esterdides foram
determinadas pela  incubacdo
direta de diversas quantidades dos
diferentes esterdides - a estudar
com o anticorpo e o hormdnio
tritiado em proporcdes fixas (ta-
bela 1X). Dos compostos ensaia-
dos, a DHT apresentou reacdo
analoga ao anticorpo, sendo para
0s demais esterdides pouco signi-
ficativas.

b) Reacdes da antiandrostene-
diona com outros esterbides, se-
guindo o esguema geral acima
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(tabela X), observando-se que o
anti-soro empregado foi de espe-
cificidade alta.

c) ReagBes do anti-soro contra
DHEA com os outros esterdides
(tabela Xl), verificando-se apenas
grau discreto de reatividade cru-
zada com pregninolona.

2) Reatividade comparada do
esterdide plasmdtico e do padréo
(ensaio da diluicdo).

Para provar que a reatividade
do hormonioc plasmatico e a do
padrdo sdo andlogas, fizemos uma

TABELA XII

Protocolo para a prova da dilui¢do de plasma

(avaliagdo da especificidade)

Tubo Plasma Tampdo Diluicdo
n? ul ul final
Le? 10 990 1:100
3ed 20 980 1:50
5e6 25 975 1:40
T7e8 33 967 1:30
9e10 50 950 1:20

mistura plasmatica com elevado
teor de T, DHT, A e DHEA, con-
forme a tabela XII.

B) Sensibilidade

Definimos a sensibilidade como
a menor quantidade de hormdnio
ndo marcado que pode ser distin-
guida do tracador e que foi ava-
liada pela inclinacdo da curva-pa-
drdo. Avaliou-se esta propriedade
pela analise de varianca de cinco
determinagbes do ponto zero sem
massa fria, e do primeiro e segun-
do pontos da curva-padrdo, corres-
pondentes as menores massas de
T, DHT, A e DHEA, diferentes de
Zero.

C) Precisdo

Avaliou-se a precisGo do mé-
todo por meio da reprodutibili-
dade da medida de uma mistura
de plasma, com quantidades vari4-
veis de esterdides (‘‘pool”), quan-
tificando os hormonios T, DHT,
A e DHEA, no mesmo ensaio-re-
produtibilidade intra-ensaio, e em
ensaios diferentes — reprodutibi-
lidade interensaio.

D) Exatiddo

A exatiddo foi avaliada através
da recuperacdo de quantidades co-
nhecidas dos hormonios T, DHT,
A e DHEA (250, 500 e 1.000pg)
adicionadas a uma mistura de
plasma (0,2ml) com teor conhe-
cido, com valores baixos de T,
DHT, A e DHEA, respectiva-
mente.
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TABELA XIII

Especificidade do radioimunoensaio de A, T, T+DHT e DHEA, avaliada pela prova de diluicdo

Androstenediona Testosterona Testosterona + Diidrotestosterona Deidroepiandrosterona
Concentragdio  Concentracdo Concentracio Concentracio Concentracio  Concentracdo de  Concentragio Concentracdo
de A de A (fator X deT de T (fator X de T+DHT T+DHT (fator X de DHEA de DHEA (fator
diluida a diluicio) diluida a dilui¢cdo) diluida a dilvicdo) diluida X a dilui¢do)
ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml
0,32 32,00 0,063 6,30 0,070 7,00 0,35 35,00
0,31 32,00 0,059 5,90 0,065 6,50 0,35 35,00
0,67 33,50 0,114 5,70 0,118 5,90 0,64 32,00
0,65 33,50 0,110 5,50 0,114 5,70 0,60 30,00
0,85 34,00 0,150 6,00 0,117 7,08 0,78 31.20
1,03 31,50 0,196 5,88 0,200 6,00 1,10 33,00
1,02 30,60 0,206 6,18 0,252 7,56 115 34,00
1,74 34,80 0,292 5,84 0,282 572 1,588 31,00
1,71 34,20 0,282 BT 0,297 5,94 1,60 32,00
X = 32,83 X= 589 X= 6,39 X= 32,36
r = 0,996 r =0,997 r =0,971 r =0,995
RESULTADO DO ESTUDO zero (auséncia de massa fria), do D — Exatidao

ESTATISTICO DA
METODOLOGIA

A — Especificidade

a) As tabelas 1X, X e X| mos-
tram as reacOes cruzadas de varios
esterdides com os anti-soros utili-
zados para T, A e DHEA, indi-
cando os resultados em percen-
tagens de reacdo cruzada ao nivel
de 50% de ligacdo.

b) As tabelas Xlll e XIV rel-
nem as médias das concentracBes
obtidas em cinco dilui¢Bes dife-
rentes, de uma mesma amostra®,
expressas em ng/ml. Verificamos
que a concentracdo média do hor-
monio, multiplicada pelo fator de
diluicdo, permaneceu relativamen-
te constante!'*!, com um coefi-
ciente de correlacdo r (entre a
diluicdo e concentracéo final) bem
significativo.

B — Sensibilidade

Na tabela XV estdo indicadas
cinco determinagBes do ponto

*Excegdo da tabela XIV (DHT), que foram
feitas apenas em trés diluigdes.

ponto 1. (bpg): P, do penta.2
(10pg) : P, das curvas-padrdo de T,
A e DHEA. Por utilizar o mesmo
anti-soro e tracador da T para o
radioimunoensaio de DHT, a sensi-
bilidade da curva de T é aplicavel
para a de DHT.

C — Precisio

Na tabela XVI estdo reunidos
os dados de reprodutibilidade
intra e interensaios de uma mesma
amostra de plasma, com as médias,
coeficiente de variacdo e desvios-
-padrdo respectivos.

Estimou-se a precisdo intra-en-
saio no mesmo ensaio em 10 ali-
quotas para T, DHT, DHEA e seis
alfquotas para A. A precisdo inter-
ensaio foi avaliada pelas dosagens
da mesma mistura de plasma reali-
zadas em diferentes ensaios, no
periodo de doze meses.

Os coeficientes de variagdo fo-
ram, como era de se esperar, me-
nores na reprodutibilidade intra-
-ensaio do que interensaio, obser-
vando-se que para a DHT os coefi-
cientes de variagdo foram o0s
maiores.

Arq. Bras. Endocrinol. Metabol. — Vol. 24, N9 2 — Abril, 1980

COMISSAO NACIONAL UE ENE

A tabela XVI| mostra os valo-
res percentuais obtidos para recu-
peracdo de cada hormonio (padrao
adicionado a uma mistura de
plasma), o desvio-padrdo, a média
e 0 intervalo de valores extremos.

Na tabela XVIIl encontram-se
as meédias, variacOes e intervalo de
valores extremos de concentracdes
hormonais obtidos do plasma nor-
mal do sexo masculino e feminino.

DISCUSSAO

A determinagdo dos hormonios
androgénicos: T, DHT, A e DHEA,
apbs sua extracdo com o éter eti-
lico, com o método proposto,
oferece sensibilidade, precisdo e
exatiddo (tabelas XV a XVII).

O principal fator que isolada-
mente condiciona as qualidades de
especificidade, sensibilidade e sim-
plicidade de um radioimunoensaio
¢ representado pelas caracter(sti-
cas do anti-soro. O wuso de
anti-soros ndo totalmente espe-
cificos para hormonios esteroides
exige a separacdo e a purificagdo
cromatografica do esterdide a ser
medido; contudo, se o hormdnio

B
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TABELA XIV

Especificidade do radioimunoensaio de DHT avaliada pela prova de diluigio

Plasma Diluente Dilui¢do Concentracio i e
NO i DHT (fator X
ul ul final de DHT diluida L
a dilvicdo
1 1.000 - 1:1 0,280 0,280
2 1.000 - = 0,283 0,283
3 1.000 - - 0,278 0,278
4 500 500 1:2 0,145 0,290
5 500 500 - 0,135 0,270
6 500 500 - 0,147 0,294
7 400 600 1:2.5 0,115 0,312
8 400 600 - 0,120 0,288
9 400 600 — 0,125 0,300
X = 0,288
r=10
TABELA XV
Sensibilidade da curva-padrdo dos esterdides androgenos
Androstenediona Deidroepiandrosterona Testosterona
No B, (0 pg) P, (5pg) P,(10 pg) B, (0 pg) P, (5 p@) P, (10 pg) B, (0 pg) P,5pp P, (10 pg)
cpm ! cpm " cpm
1 2037 1860 1745 1889 1879 1729 1980 1727 1497
2 2060 1820 1742 1933 1735 1750 1853 1929 1488
3 2032 1890 1692 1982 1898 1760 1958 1728 1450
4 1975 1870 1688 1936 1975 1730 1831 1890 1551
S5 1919 1810 1701 1956 1901 1630 1941 1823 1582
X=2005 X=180 X=1719 X=1939 X=1878 X=1720 X=1913 X =189 X-=1514
DP=57,17 DP = 33,91 DP = 37,07 DP = 34,22 DP = 87,73 DP= 51,92 DP = 66,37 DP = 92,06 DP = 52,57
CV=285% CV=183% CV=216% CV=176% CV=4,67% CV=3,02% CV=506% CV =5,6% CV=347%

Fobservado = 83,02 significativo para « = 0,05

Fobservado = 25,26 significativo para o =0,05
Feritico(2,12) = 3,89

Fobservado = 41,77 significativo para «=0,05

a ser medido no fluido biologico
apresentar nfveis muito maiores
do que o dos interferentes, é
possivel mensuréd-lo sem cromato-
grafia. Assim, no caso da T, foi
necessario fazer uma purificacdo
inicial do extrato, em coluna cro-
matografica, usando Sephadex
LH-20, em virtude do anti-soro
usado apresentar um cruzamento
de 100% com o DHT (tabela IX).
Entretanto, em circunstancias nor-
mais de rotina, dosamos a T sem
a purificagdo prévia (T+DHT),

74

pois sua concentracdo, comparada
com a da DHT, é muito elevada,
havendo, portanto, pouca interfe-
réncia desta Gltima. Entretanto,
como na mulher a proporcdo da
DHT chega a ser de 35% em rela-
¢do a concentracdo de testoste-
rona, como descrito por Aulet-
ta'®!, torna-se entdo necesséria
uma purificagdo prévia, croma-
tografica, para melhor avaliacdo
dos niveis de T.

A extracdo com o éter etflico
oferece uma recuperagdo consi-

derada 6tima, sempre acima de
84% (tabela VIII). A recuperacdo
apds a purificacdo variou em
torno de 50 a 80%, considerando
as perdas durante a extracdo e
purificagdo. Tentamos, inicial-
mente, utilizar outros solventes,
como a hexana, mas a recupe-
racdo foi muito baixa, por ser o
coeficiente de partigdo entre o
plasma e o solvente melhor para
0 éter do que para os demais
solventes, relativamente aos andro-
genos.
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A extracdo dos esterdides é de
importancia fundamental, porque
apesar do anti-soro poder ser espe-
cifico havera sempre interferentes
naturais, que alteram a medida das
concentracBes do hormdnio a ser
dosado'!®!. Assim, no caso de A,

tentamos fazer a dosagem direta
sem a extracao do plasma, por se
utilizar um anti-soro especifico,
a semelhanca do que é feito para
radioimunoensaio de hormonios
protéicos, mas os resultados obti-
dos foram baixos, quando compa-

rados aos ensaios realizados com
extracdo prévia, o que indica exis-
tir fatores interferentes. Além
disso, a especificidade ndo tornou
obrigatéria a purificagdo do
extrato em coluna, como se veri-
ficou com amostras de plasma de

TABELA XVI

Precisio — Avaliacdo reprodutibilidade do radicimunoensaio dos androgenos plasmiticos

Intra-ensaio Interensaio
Horménio X + DP CV (%) n X+ DP CV (%) n
' ng/ml ng/ml
T+DHT 4,21+0,23 5.4 10 4,72+0,56 11,9 10
T 4,51+0,27 5,9 10 4,21:0,42 10,0 10
DHT 0,20+0,02 10,6 6 0,22+0,04 16,0 6
A 6,26+0,40 6,4 10 5,32+0,60 11,3 10
DHEA 5,65+0,47 8,4 10 7,48+1,06 14,2 10
TABELA XVII
Exatiddo — Recuperacdo do radioimunoensaio dos androgenos plasmaticos
Hormén Média = DP Intervalo & ’
ormonio ) %)
T+DHT 98,52+ 7,95 385 =1y 23 1,0
T 96,34+10,05 72 — 109 13 1,0
DHT 98,04+ 8,74 86 =l 10 0,967
A 104,82+ 9,41 T =193 15 0,997
DHEA 103,66+ 5,71 92,2 — 113 (D 0,995
TABELA XVIII

Valores normais de androgenos, variagGes etirias e intervalos dos valores extremos obtidos em plasma de homens e mulheres

Homens
Intervalos dos
Esteroides Idade (anos) Namero de amostras valores extremos Média + DP
ng/ml
T+DHT 20-70 26 3,09 — 9,77 59 22,0
T 26-70 13 3,24 — 7,36 5.2 £1.3
DHT 26-70 15 0,12 — 0,72 0,26+0,15
A 24-58 13 04 — 19 0,9 04 &
DHEA 24-60 10 28 —H5 46 1.7
Mulheres
T+DHT 25-71 24 ' 0,21 — 0,93 0,5 0,2
T 20-60 14 0,20 — 0,88 04 0,2
DHT 20-60 12 0,07 — 0,53 0,2 0,13
A 23-70 12 0.2 - 21 0,8 +0,5
DHEA 21-60 10 26 — 17,2 4.8 1,7
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valores variaveis dosadas com e
sem purificacdo em coluna. Entre-
tanto, a observacdo dos dados
(tabela X|X) indica a necessidade
de purificacdo cromatografica
guando os valores de A sdo muito
elevados e ndo quando os valores
sd0 normais ou pouco elevados.

Por outro lado, para DHEA,
embora o anti-soro seja também
especifico, torna-se necessaria a
purificacdo cromatografica pelos
interferentes, provavelmente nao-
-esterdidicos (tabela XX).

Quanto a avaliagdo do mé-
todo em relacdo a especificidade,
vemos (tabelas XIII e XIV) que
as concentragdes dos hormonios
T, DHT, E e DHEA, medidas em
cinco diluicBes diferentes, forne-
ceram 0s mesmos resultados
guando utilizamos fator de dilui-
¢cdo, ou seja, cairam ao longo da
curva-padrdo, indicando que o
padrdo utilizado tem a mesma
reatividade com o anti-soro do que
o esterdide que se estd medindo
no plasma.

Avaliando a reatividade cruzada
dos anti-soros utilizados para os

ensaios com diferentes esterdides
(tabelas IX, X e Xl), concluimos
que hé necessidade de cromatogra-
fia para medida apenas da T, pois
0 anti-soro empregado apresentou
reatividade igual para a DHT.

Além disso, para DHEA, embora

0 anti-soro seja especifico, foi

necessario o emprego de coluna,

como ja analisado. .
Quanto a sensibilidade, esta foi

de bpg para A e DHEA e 6pg para

TABELA XIX

Comparacdo do radioimunoensaio de
androstenediona com e sem purificacdo do
extrato em coluna eromatogrifica de alumina

Com coluna Sem coluna
ng/ml
1,72 1,79
2,90 2,84
1,96 2,19
1,52 2,39
2,05 1,71
3,36 3153
931 6,74
9,06 7,88
10,70 8,05
11,03 790
26,96 33,12
217 28,15
X =898 X =8,86
Teale, = 2,058 terit. = 2,201
Nio houve diferenca significativa ao nivel de
significancia.

a= 0,05 entre a média das dosagens sem e
com coluna.

TABELA XX

Comparacdo do radioimunoensaio de
deidroepiandrosterona com e sem
purificacdo do extrato em coluna

cromatografica de alumina

Com coluna Sem coluna

ng/ml £

678,00 738,52

17,47 188,94

10,15 72,38

9,54 101,85

2,53 8,86

6,14 9,62

3,60 14,04

3,54 20,44

144,76 3923

5,54 11,04
X = 80,59 X = 140,52 ¢

tca]c_ 5% 2,5 929 tcrit' = 2,228

Houve diferenca significativa ao nivel de signi- v

ficincia o = 0,05 entre as médias das dosagens
feitas sem e com coluna cromatografica.

TABELA XXI

Precisio — Avaliacdo da reprodutibilidade do radioimunoensaio comparadas com as publicadas anteriormente

Coeficiente de variagdo

Horménio Intra : Referéncias
% Interensaio
i 6,8 13,2 Abraham, G.E.(2)
2 8,0 12,0-17,0 Schutz, S.K.; Levine, L.S.; New, M.I.(11)
= 5,0 11,0 Ducharme, J.R.; Forest, M.G.; Peretti, E.; Sempé, M.; Coller, R.; Bertrand, J.(10)
2 5,9 10,0 Presente estudo
DHT 9.4 15,6 Abraham, G.E.(2)
7 14,0 20,0-35,0 Schutz, S.K.; Levine, L.S.; New, M.I.(11)
& 5,0 5,0 Ducharme, J.R.; Forest, M.G.; Peretti, E.; Sempé, M.; Coller, R.; Bertrand, J.(10)
i 10,6 16,0 Presente estudo
A 8.6 14,5 Abraham, G.E.(2)
iy 6,0 11,0-17,0 Schutz, S.K.; Levine, L.S.; New, M.I.{11)
% 7.0 9,0 Ducharme, J.R.(10)
ift 6,4 11,3 Presente estudo
DHEA 9,9 12,6 Abraham, G.E.(2)
2 5,0 18,0-23,0 Schutz, S.K.; Levine, L.S.; New, M.1.(11)
3 10,0 10,0 Ducharme, J.R.(10)
it 8.4 14,2 Presente estudo
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TABELA XXII

Valores normais de androgenos plasmdticos comparados com os publicados anteriormente

Média + DP Média + DP
Androgenos ng/ml ng/ml Referéncias
Homem Mulher
5,59+1,5 0,48+0,2 Rivarola, M.A.; Migeon, C.J.{16,17)

it 4,90+1,6 0,22:0,07 Coyotupa, J.; Parlov, A.F.; Abraham, G.E.(9)
i) 5,00£1,49 0,54£0,22 Anderson, P.H.; Fukushima, K.; Schieler, H.S.(6)
2 5,95+0,39 0,4120,11 Attanasio, A.; Gupta, D.(7)
i 5,20+1,30 0,40+0,20 Presente estudo
DHT 0,50+0,14 0,22+0,04 Tremblay, R.R.; Beintin, I.Z.; Kowarski, A.; Migeon, C.J.(20)

2 = 0,19+0,08 Abraham, G.E.; Manlimos, F.S.(3)

2 0,57+0,06 0,14+0,018 Attanasio, A.; Gupta, D.(7)

¢ 0,26+0,15 0,20+0,13 Presente estudo
A 1,14+0,21 — Rivarola and Migeon({17}
» 0,6 +0,20 1,0 +0,3 Leon, C.; Coronado, V.M.; Migeon, A.; Mateos, J.L.; Bermudez, J.A.(12)
W = 0,53+0,12 Abraham, G.E.(3}
% 0,90+0,40 0,80+0,50 Presente estudo
DHEA 5,53%1,78 5,34+1 .57 Rivarola and Migeon(16,17)

i 3,20+1,50 3,60+1,60 Buster, J.E.; Abraham, G.E.(2)

i 6,42+1,12 5,15+1,07 Attanasio, A.; Gupta, D.(7)

= - 4,20+1,60 Abraham, G.E.(3)

2 5,32+1,34 4,03+2,16 Nieschlag, E.; Loriaux, D.L.; Lipsett, M.D.(15)

& 4,60+1,70 4,80+1,70 Presente estudo

T e DHT. Estes resultados sdo
anadlogos aos descritos por Abra-
ham'2!,

A andlise de reprodutibilidade
(tabela XVI) permitiu avaliar a
precisdo do método empregado,
que mostrou ser boa (5-10%),
com coeficiente de variacdo de
5,4% para (T+DHT), 5,9% para
(T), 6,4% para (A), 10,6% para
(DHT) e 8,4% para (DHEA), rela-
tivamente a reprodutibilidade
intra-ensaio, sendo que para a
reprodutibilidade interensaio o
coeficiente de wvariacdo foi de
11,9% para (T+DHT), 10% para
(T), 16,0% para (DHT), 11,3%
para (A) e 14,2% para (DHEA),
considerando adequadas (coefi-
ciente de variacdo de 10 a 15%).

Para efeito de comparacdo,
nossos dados e os correspondentes
(com extracdo e coluna cromato-
grafica) estdo indicados na tabela
XXI.

A exatiddo do método pode
ser considerada excelente, pois o
coeficiente de correlagdo (r) foi
de 1,0 para (T+DHT) e (T);
0,967 para (DHT); 0,997 para
(A) e 0,995 para (DHEA) —
tabela XVII.

A técnica empregada foi por-
tanto especifica, comparavel a des-
crita pelos autores mais experien-
tes no campo, apresentando repro-
dutibilidade boa (intra-ensaio) e
adequada (interensaio), com exa-
tiddo excelente. Nestas condicOes,
0s valores obtidos em individuos
normais (tabela XVIII) foram
comparaveis aos descritos por
outros autores para métodos equi-
valentes (tabela XXII).

RESUMO

Padronizaram-se o0s métodos

para dosagem dos esteroides
androgénicos (T, DHT, A e
DHEA) por radioimunoensaio,

Arq. Bras. Endocrinol, Metabol. — Vol. 24, N® 2 — Abril, 1980

usando pequenos volumes de
plasma: T (0,2 e 0,5ml), DHT
(1,0ml) A e DHEA (0,5ml) para
homens e mulheres respectiva-
mente.

A extracdo foi feita com éter
etilico, o extrato sendo aplicado
em mini-coluna de vidro com
Sephadex LH-20 para separacdo
da T e DHT e em alumina para
purificacdo da DHEA.

ApOs a eluicdo e incubacdo
com 0s anti-soros respectivos (T,
DHT, A e DHEA), o radiocimuno-
ensaio era processado a tempera-
tura de 400C por 12 a 16 horas,
seguido de separagdo das formas
livres e ligadas ao anti-soro, com
carvdo dextrana T-70. As conta-
gens foram realizadas em cinti-
lador |{quido.

A metodologia mostrou-se espe-
cifica pela prova da diluigdo. A
sensibilidade foi de bpg para A
e DHEA e 6pg para T e DHT. A
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precisdo mostrou-se boa, com coe-
ficiente de variagdo de 5-10%
para reprodutibilidade intra-ensaio
e de 10-15%, adequada, para a
reprodutibilidade inter-ensaio. A
exatiddo foi de 98,52 + 7,95%
para (T e DHT), 96,34 + 10,05%

para (T), 98,04 * 8,74% para
(DHT), 104,82 + 9,41% para
(A) e 10366 % 571% para
(DHEA).

Os valores obtidos em indivi-
duos normais foram respectiva-
mente em ng/ml: para homens
(medias £ BE) ST -5 o8t ias
BHIT= 0,26 = 058 =0 AR0 Ot 4%
e DHEA: 4,6 = 1,7 e para mulhe-
res T: 0.6 £ 02: DHI: 04 =0 2:
A:0B 05 DHEA: 4S8 =1 7

SUMMARY

Radioimmunoassay of androgens
in plasma normal values in adults

1. Abraham, G.E.: Solid-phase

radioimmunoassay of estradiol

A radioimmunoassay method
have been developed for plasma
T, DHT, A and DHEA. Plasma
volumes usually employed were:
0.2m!l and 0.5ml for men and
women, respectively for T; 1.0m/
from DHT and 0.5m/ to A and
DHEA.

After preliminary extraction
with diethyl ether, the extracts
were applied to Sephadex LH-20
microcolumns to separate T from
DHT and to Al,0; microcolumns
purification of DHEA.

Following elution, the dried,
purified extracts were incubated
with specific antisera at tempe-
rature 40C, overnight, the sepa-
ration of antibody bound and free
fractions being done on activated
charcoal-dextrana  T-70. The
counting was done in a liquid
scintillatior.
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