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INTRODUCCION
(1)



Hasta antes del advenimiento de la cortisona y los esteroides sin
téticos, el diagndstico de insuficiencia suprarrenal tenia una importancia -
casi exclusivamente académica puesto que, desde el punto de lvisto tera-—
péutico, era bien poco lo que se podia ofrecer a estos pacientes para pro
longar su vida y mantenerlos activos. La disponibilidad, primero de la cor
tisona y después de otros compuestos esteroides obtenidos mediante sintesis,
ha cambiado radicalmente el prondstico de los enfermos afectados por este
padecimiento. En la actualidad, el establecer con precisién el diagndstico
de insuficiencia corticoadrenal es de una gran trascendencia dado que, --
con los avances terapéuticos logrados, el paciente puede llevar una vida -
précticamente nomal, con el Unico inconveniente de tener que recibir me
dicamento de por vida.

De lo anterior se desprende la importancia de disponer de prue-
bas especificas y al mismo tiempo practicas que ayuden en forma efectiva
a la elaboracién del diagnéstico de insuficiencia suprarrenal, tales como -
las pruebas de estimulacién con la Hormona Adrenocorticotropica ( ACTH ).

Desde 1948, en que Thorn y col. (1) utilizaron la ACTH de

origen animal, un gran némero de autores ( 2,3,4 ) han informado diferen



tes formas y vias de administracién de la hormona con el objeto de estu--
diar la respuesta suprarrenal. En general todas estas diferentes pruebas han
sido de utilidad en su propdsito de estudiar la reserva suprarrenal.

El uso del gel de ACTH administrada por via intramuscular no -

- ha tenido una aceptacién adecuada debido a respuestas falso-positivas por
absorcién incompleta de la hormona a partir del sitio de administracion --
(3).

El haber obtenido por sintesis un compuesto de cadena mds cor-
ta que la ACTH natural pero con la misma actividad bioldgica y con ab—
sorcidn adecuada por via venosa e intramuscular ha facilitado la evalua-—
cién de enfermos con sospecha de insuficiencia suprarrenal, mediante prue
bas rapidas ( 5,6,7 ) y con minimos riesgos de reacciones alérgicas. Al =
prolongar el efecto esteroidogénico del preparado sintético mediante su ad
sorcién en zinc, se ha obtenido una sustancia capaz de estimular la corte
za suprarrenal, de manera continua, por periodos de aproximadamente 24 -
hs. La uniformidad de su absorcién por via intramuscular y su larga accién
corticotropa han hecho factible la realizacién de pruebas de estimulacion
prolongada que permiten la diferenciacion entre la insuficiencia corticoa—
drenal primaria y la secundaria a trastomo hipofisiario.

Debido a lo anterior, el objetivo principal de esta tesis es esta



blecer una diferencia clara entre los pacientes con insuficiencia suprarrenal

primaria de aquellos con insuficiencia secundaria, mediante el empleo del -
o P . . #e . . . ° o

polipéptido sintético en el estudio de sujetos insuficientes suprarrenales, com

parados contra los resultados obtenidos en sujetfos clinicamente sanos.
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ANATOMIA Y FISIOLOGIA

Las glandulas suprarrenales, son Grganos pares y como su nombre
lo indica estén situadas encima del polo superior de cada rifion. Normal--
mente pesan aproximadamente 5 g. cada una, miden 2.5 a 5 cm. de lar-
go y tienen forma piramidal.

Cada glandula consta de dos porciones: la externa o corteza =--
que procede del mesodermo y constituye aproximadamente 80% de su peso,
en el adulto; es firme y de color amarillo oro y en ella se realiza la sin
tesis de hormonas corticosteroides, imprescindibles para la vida. La porcion
interior o médula procede del ectodermo, es de consistencia suave y de —

o s . . P - 3
color café rojizo; pertenece al sistema simpatico, por lo que no es indis--
pensable para la vida ya que su funcion puede ser sustituida por otras es—
tructuras nerviosas. La médula es el sitio de produccion de catecolaminas:
adrenalina, noradrenalina y dopamina.

” ” . .

Las glandulas suprarrenales estan irrigadas por numerosos vasos -
que provienen de las arterias frénicas, la aorta, arterias renales y ocasio-
nalmente por ramas del ovario o arterias intercostales; éstas penetran a la

gldndula a lo largo de trabéculas del tejido conectivo rompiéndose en una



cadena de capilares sinusoidales que se extienden radialmente en unas lar_
gas lagunas venosas en la médula. Las vénulas acumuladas a lo largo de -
la vena central corren sobre el eje de las glandulas y se vacian, en el la
do ziquierdo, en la vena renal y, en el lado derecho, en la vena cava -
inferior.

La corteza, histolégicamente, presenta tres zonas anatémicas: la
zona externa o glomerular, la zona media o fascicular y la zona intema-
o reticular.

La zona glomerular produce aldosterona, las zonas fascicular y -
reticular, adn cuando morfoldgicamente son diferentes, sintetizan cortisol,
andrégenos y estrogenos ( 8).

Mediante el micn;oscopio electronico se ha podido estudiar las ul .
traestructuras celulares que hay en las diferentes zonas de la corteza (9 ).
Durante la exposicion prolongada de la suprarrenal a la Hormona Adreno—
corticotrdpica se observa un incremento en la actividad enzimatica del me
tabolismo esteroideo; ademas hay aumento de RNA, DNA y enzimas del ci
clo de Krebs en las células estimuladas ( 10).

La ACTH, regula el crecimiento, la actividad estructural y la -
secrecion esteroide de la corteza suprarrenal. Esta influencia reguladora, -

constantemente cambiante, se ejerce por accion de estimulos del Sistema -



Nervioso Central que llegan por caminos neurales al hipotdlamo, el cual --
produce el "factor liberador de ACTH" ( C.R.F. ), que a su vez da lugar,
al actuar en las células de la hipdfisis anterior, a la secrecion de ACTH -
(8). Bajo la influencia de la hormona, la corteza suprarrenal es capaz -
de sintetizar colesterol y tomarlo de la circulacion, y lo utiliza para la pro
duccidén de hormonas esteroides por medio de numerosos procesos enzimaticos
los cuales se muestran en la figura 1.

Los productos mas importantes de sintesis son: la aldosterona, el -
cortisol y sulfato de dehidroepiandosterona, los cuales se agrupan de acuer-
do a su actividad bioldgica en: glucocorticoides, mineralcorticoides y andré_
genos (8).

Un posible mecanismo primario por medio del cual la ACTH pue—
de provocar aumento en la produccion de esteroides, consiste en la capaci-
dad de la hormona para estimular la sintesis de fosforilasa en la corteza su_
prarrenal, elevando la concentracion del monofosfato ciclico de adenosina -
-3',5' ( AMP ciclico ) en la glandula (11). El aumento de actividad de
fosforilasa pone a disposicion una cantidad mayor de glucosa 6-fosfato pro_
cedente de la via de monofosfato de glucosa, lo cual proporciona mayores -
cantidades de NADPH ( TPNH ), compuesto esencial para la sintesis y la -

hidroxilacion de esteroides.
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Existen tres mecanismos por los cuales se controla la secrecion de
ACTH y por lo tanto la produccion de cortisol:

1) Mecanismo de Retroalimentacion negativa

2) Ritmo circadiano y

3) Stress

MECANISMO DE RETROALIMENTACION NEGATIVA:

Yates y col. (12), sugirieron que el control de la liberacion de
ACTH incluye un mecanismo de retroalimentacion negativa en la que inter—
vienen los corticosteroides sanguineos ( Fig, 2 ). Si los niveles de cortisol
plasmético son suprafisiolégicos la secrecion de ACTH se suprime, cesando -
la actividad secretora de la glandula suprarrenal hasta que los niveles de —
cortisol regresen a lo normal. Por otro lado, un descenso en el nivel de cor
tisol plasmético conduce a un aumento en la secrecion de ACTH ocasionada
muy probablemente por un incremento en la liberacion de C.R.F. a nivel -

hipotalamico.

RITMO CIRCADIANO:
Se ha encontrado por muchos afios que en sujetos nomales que ==
duermen en forma habitual las mismas horas diariamente, los niveles de cor

tisol plasmético muestran un patrén definido en el transcurso del dia y la -



Fig. 2.— Mecanismo de retroalimentacion negativa
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noche, en la Fig. 3 se observa que los niveles mas altos ocurren entre las
6y las 10 a.m. y los mds bajos hacia la medianoche (13 ). El ritmo circa
diano estd determinado a nivel hipotalamico y, probablemente esta condicio
nado por una ritmicidad inherente de secrecion de C.R.F. Los factores que
controlan este ritmo no estdn bien establecidos, pero investigaciones recien
tes sugieren que el incremento en la secrecién de ACTH en las primeras ho

ras de la mafiana estd en relacidén a los habitos de sueiio-vigilia ( 14,15 ).

STRESS:

Esta bien establecido que varias formas de siress, tales como: in-

fecciones, cirugia, traumas, efc., causan un incremento en la concentra-—
.’ L4 .
cion sanguinea de cortisol,

Debido a que el stress causa un incremento en la utilizacién de
corticosteroides por--los- tejidos. periféricos con la consecuente disminucion de
los niveles de corticosteroides sanguineos, hace varios afios (16 ) se sugirio
que la_hipocortisolemia constituia-el estimulo para la liberacion de ACTH -
por_la-hipéfisis, Experimentos.posteriores (17 ) sugirieron que la secrecion -
de ACTH. en respuesta al stress no se debia-a un mecanismo de retroalimen=
tacién negativa, sino a un incremento en la actividad del eje hipotdlamo--
hipéfiso-suprarrenal, mediado por el sistema nervioso central (18). Es im-

portante sefialar que el stress puede nulificar los otros dos factores que regu
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Fig.3.— Ritmo cicardiano de cortisol plasmdtico en sujetos
normales (Mills, J. N. 1966 )(3)
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lan la secrecién de ACTH,

PATOLOGIA DE LA CORTEZA SUPRARRENAL

La fisiologia de las glandulas suprarrenales se puede alterar funda
mentalmente de dos maneras: una es la hiperfuncién, cuyo ejemplo tipico -
es el Sindrome de Cushing, la otra, es la disminucion en la produccién de
hormonas corticoadrenales y que clinicamente se conoce como Enfermedad —
de Addison. Ademds, existen otros trastornos como son: el Sindrome por ex-
ceso de produccion de hormonas mineralcorticoides ( aldosterona, 11~desoxi_
corticosterona, corticosterona y 18-OH-11-desoxicorticosterona ), y el Sin—
drome Adrenogenital.

El Sindrome de Cushing (19 ) puede estar causado por trastornos -
en el eje hipotdlamo-hipofisiario, por tumores de la hipfisis o de la misma
gléndula suprarrenal y por produccion ectépica de ACTH,

El. Sindrome Adrenogenital (20 ) habitualmente estd asociado a —
deficiencias enzimdticas que impiden la sintesis de cortisol con la consi--—
guiente hiperproduccién de ACTH, lo que favorece la formacién en grandes
cantidades de esteroides con actividad mineralocortical y androgénica. Las -
alteraciones mds comunes son las deficiencias de hidroxilacién en las posi--
ciones 11 y 21, En algunos casos el Sindrome Adrenogenital puede produ—

cirse como consecuencia de neoplasias benignas o malignas de la corteza su
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Fig.- 4. — Representacidn esquemdtica de la fisiologia del
eje hipotdlamo - hipofiso — suprarrenal, y los sitios de accion
de varias entidades patologicas que pueden alterarlo.
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prarrenal ,

La produccién excesiva de aldosterona, es la causa mas frecuente
del Sindrome de exceso de mineralcorticoides. En la mayoria de los casos,
el aumento de aldosterona circulante es debida a un adenoma corticoadre-—
nal (21), y menos frecuentemente a hiperplasia (22) o a tumores malig--
nos (23).

Insuficiencia suprarrenal .- ‘La- insuficiencia suprarrenal puede te-
ner.su-origen-en el hipotdlamo, en la hipéfisis y en la suprarrenal. En la -
fig. 4 se resumen las diferentes causas y el sitio donde actian.

Cuando la lesidn se encuentra a nivel del eje hipotalamo~hipofi—
siario, con deficiencia en la produccién yliberacion de ACTH, que condu_
ce a atrofia de la corteza suprarrenal y a disminucion imp;orfanfe de la sin_
tesis_de cortisol, se habla de insuficiencia suprarrenal secundaria ( 1.5.S.)
(24). Més frecuentemente, este tipo de insuficiencia se presenta como re-
sultado de la administracién cronica de corticosteroides sintéticos a dosis su_
prafisiologicas.

La insuficiencia suprarrenal primaria ( 1.5.P, ) & enfermedad de
Addison_es debida a destruccién de la corteza suprarrenal (24 ). En paises
avanzados, hasta_hace aproximadamente 15 afios-la causa -més comin de es_

te_padecimiento era la tuberculosis; pero con el avance logrado en el trata
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tamiento antifimico gradualmente se ha observado una disminucién en el nd_
mero de insuficientes suprarrenales con etiologia fimica y un aumento en la
frecuencia de casos con atrofia idiopdtica de las suprarrenales (27 ). En -
México, aln cuando no existen estadisticas precisas, se tiene la impresion -
de que, al igual que en otros sitios del mundo, la insuficiencia suprarrenal
de origen tuberculosos ha disminuido en forma notable.

Como se menciond anteriormente, en la 1.5.S., hay lesién del -
eje hipotdlamo-hipofisiario y consecuentemente deficiencia en la produc--=—
cidn de ACTH, lo que conduce a la atrofia de la corteza suprarrenal y a
disminucidn de los niveles circulantes de cortisol. Por el contrario, en la =
1.5.P., la lesidn ha destruido a las gldndulas suprarrenales, lo que da lu--
gar a bajos niveles circulantes de cortisol que no logran frenar la produc-—
cidn de ACTH y, por lo tanto, éste se encuentra elevada en la sangre ( —
28).

Clinicamente los pacientes coninsuficiencia suprarrenal con fre--
cuencia_presentan: anorexia, nduseas; vomitos, pérdida de peso y astenia. -
Los enfermos con 1.5.P. presentan ademds hiperpigmentacién generalizada, =
pero mds notable en zonas expuestas a- la luz, presion o friccién como son:
cara, codos, rodillas y lineas de la cintura (28); también pueden tener --

manchas_hipercrémicas en las mucosas conjuntival, oral y vaginal. Como la
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hiperpigmentaciém es debida al aumento en las concentraciones sanguineas -
de ACTH y de la hormona esfimul\anfe de los melanocitos ( MSH ) (26), es
te signo no se presenta en los pacientes con 1.5.5.; en quienes existe defi_
ciencia de produccion de éstas hormonas.

Las manifestaciones clinicas de la insuficiencia suprarrenal son ==
muy inespecificas, ya que pueden presentarse en un nuen nimero de padeci
mientos. Por lo tanto, adn cuando el cuadro clinico parezca muy coracferl'iv
tico, es indispensable realizar pruebas de laboratorio, a fin de establecer -

. » - .
un diagnostico preciso.

PRUEBAS DE LABORATORIO

Desde este punto de vista existen datos que sugieren el diagnésﬁ_
co y otras que lo confirman. Dentro de las primeras se encuentra la hiper—
calemia, hiponatremia, hipoglicemia, aumento de las concentraciones séri--
cas de urea y del nimero absoluto de eosindfilos. En el segundo grupo de -
datos se encuentran los relacionados a las concentraciones plasmaticas o uri_
narias de cortisol o de 17-hidroxicorticosteroides en condiciones basales y -
después de estimulacidn.

Las determinaciones hormonales practicadas en forma aislada y en
condiciones basales, no son confirmatorias del diagndstico de insuficiencia -

suprarrenal, pues un nimero importante de pacientes con este padecimiento
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puede cursar con valores normales (25). Por lo tanto, este tipo de medi-—
ciones siempre deberan complementarse con determinaciones efectuadas des—
pués de estimulacién con ACTH.,

El diagndstico de 1.5.S. se establece demostrando que las concen
traciones de cortisol en sangre, o de metabolitos de cortisol en la orina son
normales, bajos o subnomales en condiciones basales, y aumentan gradual y
progresivamente en respuesta a la administracion repetitiva de ACTH duran—
te tres o mdas dias. La insuficiencia suprarrenal primaria se distingue facil--
mente de la secundaria por la ausencia de aumento de los esteroides plasma
ticos o urinarios cualquiera que sea la dosis o la duracién de la administra_
cion con ACTH (4).

La reciente introduccion de técnicas para determinar las concen—
traciones plasmaticas de ACTH, ha proporcionado un nuevo método para de_
finir el caracter primario o secundario de la insuficiencia suprarrenal. En la
enfermedad de Addison, los niveles circulantes de ACTH se encuentran muy
elevados (26 ); por el contrario, los valores de esta hormona son muy ba--—
jos o indetectables en los casos con insuficiencia secundaria a lesion hipotd

lamo-hipofisiaria (24 ).

PRUEBAS DE ESTIMULACION SUPRARRENAL

La estructura quimica de la ACTH se ha determinado en varios ti
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Fig. 5.— Representacion esquemdtica de la estruc
tura de la ACTH
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pos de mamiferos (29 ). La figura 5 muestra la estructura de la ACTH hu--
mana. En todas ellas se ha encontrado que la hormona es un polipéptico de
39 aminodcidos, la porcion constituida por los primeros 24 aminoacidos lla—
mada N terminal, es similar en todas las especies, pero hay variaciones en
la secuencia de la porcién denominada C-terminal, constituida por los Glti-
mos 15 aminoacidos (30,26 ). Todas las variedades de ACTH que han sido
perfectamente purificada, han mostrado potencia bioldgica semejante, apro—
ximadamente 100 Ul/mg.

Los estudios experimentales han demostrado que la actividad este-
roidogénica de la ACTH reside en la porcion N-terminal de su molécula, y
que el efecto antigénico de la hormona estd dado por la porcion C-termi-—
nal (5).

Fué Thorn y col. en 1948 (1), quienes por vez primera estimula
ron la corteza suprarrenal con ACTH exdgena. Desde esa fecha varios avto_
res han recomendado diferentes métodos para realizar la prueba, utilizando
la ACTH de origen animal, principalmente la bovina y la porcina. Las dife
rencias entre los diferentes métodos estan relacionadas a la cantidad de ---
ACTH administrada, la via, el tiempo de administracién y los tipos de valo
racion de la respuesta.

El meétodo mas utilizado a lo largo de los afios ha sido la infu=—
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sion de 20 o 40 unidades de ACTH simple en 500 ml de solucion salina du_
rante 8 hs. y por 3 dias consecutivos, durante los cuales se determinan los
17-hidroxicorticosteroides en orina de 24 hs, (2)

Otro método frecuentemente empleado (3) consiste en la admi-
nistracion de 60 6 120 unidades de un gel de ACTH pc;r via intramuscular -
cada 12 hs. durante 3 dias. La respuesta, al igual que en el método ante—
rior, es valorada de acuerdo a la concentracién de 17-hidroxicorticosteroi—
des encontrados en la orina de 24 hs. colectada en los dias de estimula=-—
cién.

Estas pruebas de estimulacion han sido de gran utilidad en el es-
tudio de pacientes con insuficiencia suprarrenal. Sin embargo, el método de
infusion tiene el inconveniente de que el paciente tiene que ser hospitaliza
do durante los dias de prueba. Ademas, debido al origen animal de la hor=
mona utilizada se pueden presentar graves' reacciones anafilacticas (31,32 -
33 ) después de la administracion de este tipo de ACTH,

La via intramuscular tenia el inconveniente adicional de una ab-
sorcion incompleta en algunos pacientes lo que daba lugar a resultados fal-
sos positivos de la prueba (1), Otro inconveniente de la ACTH animal es
su estandarizacién por bioensayo.

El éxito logrado en la sintesis de la ACTH, ha proporcionado un
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compuesto puro de cadena mds corta que la ACTH natural ya que ésta tie—
ne 39 aminodcidos y el compuesto sintético solo los primeros 24, conservan
do su actividad biolégica y eliminando la porcion antigénica, contenida en
los Gltimos 15 aminodcidos de la cadena de la hormona de origen bioldgico
(5), (Fig. 6). Este compuesto sintético tiene como ventajas el de ser --
quimicamente puro, lo que tedricamente permitiria reducir el riesgo de reac
ciones alérgicas (34 ), altamente soluble en agua y de que su estandariza=—
cion es en unidades de masa.

Varios estudios clinicos (6,35 ) han mostrado que la alfa 1-24-
ACTH se absorve rapidamente por via intramuscular, tiene un efecto esteroi
dogénico que aparece pocos minutos después de la inyeccion, y dura Gnica
mente de 3 a 4 hs. Las caracteristicas del compuesto sintético han sido de
gran utilidad .en pruebas cortas de estimulacion para distinguir rapidamente =
los sujetos normales de aquellos con insuficiencia suparrenal (6,36), Sin -
embargo, estas pruebas rapidas no pemmiten establecer una diferencia clara -
entre los pacientes con 1.5.P. de aquellos con 1.5.S.

La adsorcién en fosfato de zinc del polipéptido sintético, le ha-
conferido, la ventaja adicional de una duracion prolongada de su efecto --
(37 ). Se ha demostrado que la accion adrenocorticotropa de este compues-

to es semejante a la del gel de ACTH cuando se administra en dosis equiva
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lentes (38), alcanza su maximo entre las 6 y 12 hs. y se puede todavia -
seguir observando 24 hs, después de su aplicacion por via intramuscular ( -
37 ).

Este efecto esteroidogénico prolongado y la uniformidad de su ab_
sorcion del sitio de aplicacion intramuscular, han hecho de este compuesto
una sustancia muy Gtil para llevar a efecto pruebas de estimulacion durante
2 6 3 dias consecutivos, obteniéndose respuestas suprarrenales similares a ==
las observadas después de 8 hs. de infusion intravenosa de ACTH repetida -
cada 24 hs. por el mismo nimero de dias. Puesto que la aplicacién es in--
tramuscular, la prueba con la tetracosactrina tiene ademds la ventaja de --
que se puede realizar en pacientes no hospitalizados, lo que facilita su rea

lizacion y disminuye en forma importante su costo.



MATERIAL Y METODOS
()



MATERIAL BIOLOGICO

Se estudiaron a un total de 17 personas, que se dividieron en --
fres grupos:

A) Personas clinicamente sanas, formado por ocho personas del laboratorio
donde se llevo a cabo el estudio, cuatro del sexo femenino y cuatro -
del sexo masculino.

B) Pacientes con enfermedad de Addison ( 1.S5.P. ) constituido por cinco -
personas, cuatro del sexo masculino y una del sexo femenino.

C) Pacientes con insuficiencia secundaria ( 1.5.5. ) comprendido por cua—
tro pacientes femeninos.

Em cada uno de los pacientes de los grupos B y C se habia diag-
nosticado y confirmado los padecimientos por pruebas especificas de funcion
renal, cuya especificidad al padecimiento ha sido debidamente comprobada.

Las muestras consistieron en:

a).- PLASMA SANGUINEO, Para la determinacién de 11-OHCS se reco_

gen a cada individuo 15 ml de sangre en tubos heparinizados, en las
condiciones "BASAL Y DE ESTIMULACION" mas adelante descritas, -

las sangres se mezclan cuidadosamente, para evitar la hemdlisis; se -
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centrifugan inmediatamente para separar el plasma; distribuido en ali_
cuotas de 5 ml que se mantienen en congelacién hasta el momento -
del andlisis, que si se realiza antes de 24 hs. se puede conservar en
refrigeracion.

Este muestreo se realiza a las 9 y a las 16 horas el dia de ini--
ciacion de la prueba en la que se cuantifican los niveles basales de
11-0OHCS; asi como a las mismas horas .en cada uno de los 3 dias si_
guientes en que se realiza una estimulacion aplicando la ACTH; las -
muestras deberdn ser etiquetadas convenientemente a fin de reconocer
las con facilidad.

ORINA DE VEINTICUATRO HORAS: Las muestras se utilizan para la
medicion de 17-OHCS y de creatinina, la recoleccion se realiza de

9 a.m. a 9 a.m. de dias cotidianos, sin adicionar preservativos.

PRUEBA BASAL Y DE ESTIMULACION:

En todos los casos, de personas clinicamente sanas y de 1.S.P. e

1.5.S., se realizan pruebas denominadas BASALES, aquellas en que las con

centraciones de 11-OHCS y 17-OHCS, se hacen en condiciones fisioldgicas

de cada paciente, en plasma y orina. Las pruebas llamadas de ESTIMULA--

CION, se denominan, a aquellas que se realizan una vez administrada la -

ACTH, para cuantificar los 11 y 17 -OHCS, también en plasma y orina. La
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estimulacidn se hace rutinariomente a las 9 horas de cada uno de los tres -
dias siguientes, administrando por via intramuscular 1 mg. de ACTH sintéti
ca de produccién farmacéutica ( Laboratorios Organon ) con el zinc ya in=—

corporado como adsorbente a fin de liberar lentamente la hormona.

MATERIAL QUIMICO Y DE LABORATORIO:
Se enumerard al describir las técnicas de cuwantificacion.
Las lecturas del fluorescencia se realizaron en el espectrofotofluo

rémetro Aminco Bawman equipado con ldmpara de hidrégeno.

TECNICAS DE CUANTIFICACION:

17-OHCS, -

Fundamento.

Los 17-OHCS se cuantificaron por el método colorimétrico de Por
ter Silver (39 ) que se basa fundamentalmente en la formacion de un pig-—
mento amarillo ( méximo de absorcidn a 410 nm ) cuando ciertos corticoste
roides reaccionan con fenilhidracina en presencia de alcohol y acido sulfiri
co.

Calculos.

Los cdlculos se obtienen mediante la siguiente formula:

Vol. Total

mg/24 hs, = D.O, problema o ¢, del patrén X 5

'D.O. patron
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Los resultados se reportan en mg/g de creatinina debido a que la
creatinina es de origen endogeno y no se reabsorbe por los tibulos, y su ==

eliminacion en una persona dada es relativamente constante.

Creatinina, -
La creatinina se determiné en autoanalizador ( Technicon ) por el

método de Folin.,

11-OHCS. -

Fundamento .,

Los 11-OHCS se determinaron por el procedimiento fluorométrico
descrito por Mattingly (40 ) que consiste fundamentalmente en una extrac=
cian con diclorometano de los esteroides del plasma alcalinizado; estos son
tratados con una mezcla acido sulfirico-alcohol absoluto, para llevar a ca-
bo el desarrollo de la fluorescencia la cual se realiza 17 minutos despues -
de haber agregado la mezcla; compardndose con la fluorescencia de una so_
lucion de cortisol de concentracion conocida y tratada de la misma manera.

El método consiste en procesar por duplicado, tanto las concentra
ciones patrones de cortisol como las muestras problema.

a) Extraccion:

1.- En tubos tipo Kober numerados en forma apropiada, se po=-=—
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nen 2,0 ml del plasma en estudio., Si la cantidad de plasma es insuficiente
se usa 1.0 ml y se agrega 1.0 ml de agua bidestilada,

Como blancos se utilizan 2.0 ml de agua bidestilada. Para los pa
trones se colocan 0.2, 0.4 y 0.6 ml de una solucion patron de cortisol di-
lufda de 1.0 ug/ml y se aforan a 2.0 ml con agua bidestilada ( estas dilu-
ciones corresponden a concentraciones de 10,20 y 30 ug% ).

2,- A todos los tubos patrones, blancos y muestras de plasma, -
se agrega 0.2 ml de hidroxido de sodio 1.0 N y se mezcla muy suavemen-
te,

3.- En forma cuidadosa se agregan 15 ml de diclorometano a los
tubos, se invierten lentamente 30 veces.

4,- Se deja reposar 10 minutos y se descarta la fase acuosa.

b).- Desarrollo de la Fluorescencia;

5.- Transferir 10 ml. del extracto de diclorometano ( capa infe_
rior ) a un tubo limpio similarmente numerado.

6.- Se agregan 5 ml de mezcla acido sulfirico-etanol ( 7:3 vol
/vol ), comenzando con el tubo que contiene 30 ug% y continuando con el
de 20 ug%, 10 ug%, las muestras y, finalmente los blancos. Los tubos se -
mezclan en el vortex durante 20 segundos. A partir de este paso 6, los tu-

bos se trabajan en grupos de ocho. La mezcla de dcido sulfirico alcohol ab
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soluto se agrega a los tubos a intervalos de 1 minuto, Un blanco adicional
es necesario para cada grupo de ocho tubos.

7.~ Descartar la fase de diclorometano medi;:nfe succion ( fase -
superior ).

8.~ Leer la fluorescencia en el espectrofotofluorometro 17 minu=-
tos después de que se agregd la mezcla, siguiendo el mismo orden del paso

6 y conservando los mismos intervalos de tiempo. La maxima fluorescencia -

de cortisol es por excitacién a 465 nm y la emision a 520 nm.

Calibracién del espectrofotofluorometro, -

1.- Encender el aparato 20 minutos antes de comenzar las lecturas.

2.- Aijustar a la maxima sensibilidad con una solucién de sulfato de quini_
na a 40 x 0,03 y longitud de onda de excitacion a 350 nm y de emi
sion a 450 nm,

3.- Una vez ajustado el aparato se cambia a la longitud de onda especifi
ca para leer el cortisol, llevando a cero con agua destilada.

Calculos, -

Trazar una curva con las lecturas de los patrones ( concentracion
vs. fluorescencia ) después de corregir las lecturas restando a cada una de
ellas el valor obtenido por el blanco, y leer directamente en la curva los =

valores de las muestras problema ya corregidas.
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Para obtener resultados satisfactorios con esta técnica se debera -

cuidar que todos los reactivos utilizados sean de alto grado de pureza.



RESULTADOS
(1v)



La especificidad del metodo de fluorescencia utilizado en este -
trabajo, ha sido estudiada por varios autores ( 41,42 ), En la tabla | se -
muestran los resultados obtenidos por Mattingly (40 ) en el estudio de va--
rios compuestos esteroides.

La precision del método fué estudiada para este trabajo, determi-
nando el coeficiente de variacion intraanalisis de cinco concentraciones di-
ferentes de cortisol. Los resultados se muestran en la tablla II. En dos mues
tras de plasma en las que se practicaron 18 y 16 determinaciones por dupli_
cado en diferentes dias, el valor medio fué de 16.3 + 0.60 (D.E.) y =--
7.10 +0.90 ( D.E. ) lo que corresponde a un coeficiente de variacion in_
teranalisis de 3.68 y 12,67 respectivamente.

En las figuras 8 y 9 en las tablas Il y IV se ilustran los valores
del cortisol plasmatico y de los 17-OH urinarios antes y después de la ad—
ministracion del polipéptido sintético en los tres grupos de sujetos estudia--
dos. En las figuras y tablas los resultados estan expresados en su valor me—
dio =+ el error estandar,

Con el objeto de observar con mayor claridad el efecto de la =-—

ACTH, en la fig. 10, se muestran Gnicamente los valores basales y los ob—



35

tenidos en el tercer dia de estimulacion. Es evidente que el valor obtenido

después de la administracién de la ACTH sintéfica de accién prolongada -

durante 3 dias, es claramente distinto para cada uno de los grupos de suje-
o, 3 . e T

tos, permmendo la diferenciacion entre normales y enfermos, asi como en—

tre los dos tipos de insuficiencia suprarrenal.



TABLA I.-
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Fluorescencia de diferentes
des, expresada como porcentaje de la
cia del cortisol (Mattingly, D. 1962)

esteroi
fluorescen

Esteroides (2mg) %
Cortisol 100.0
Corticosterona 252 .0
Cortisona 0.0
Tetrahidro —cortisol 5.0
Il — Deoxicortisol 2.8
Prednisona 1.4
Prednisolona 0.0
Metilprednisolona 2.6
Fluorocortisona 2.9
Acetonida de triaimci

nolona 2.1
Dexametasona 0.0
Acetato de parameta

sona 0.0
Betametasona 0.0
Fosfato disodico de be

tametasona 0.0
Triamcinolona 1.2
Estriol 2005
Estrona 6.0
Estradiol 23 .2
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TABLA I .— Coeficientes de variacidn de determinaciones por
duplicado a diferentes concentraciones de cortisol.

Ndmero de determina | Concentracion de C Ve
ciones por duplicado |[Il-OH plasmdtico (ug/icoml) (%)
N = | 62 O — 9.9 15. 6
N = 97 o — 1979 9. |
N = 38 20 — 29.9 7.0
N = 34 30 — 399 4.6
N = 54 40 — 73.0 4.7
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Fig.8.— Respuesta del cortisol
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Fig. 9.— Respuesta de los |7— OH wurinarios a la administracion
de Img. diario de ACTH sintetica de accion prolongada en nor
males (a) y en pacientes con 1.S.S (b) y primaria (c)
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TABLA TIL.— Cortisol

plasmatico antes y durante

“ S Y 4
la administracion

de | mg diario de ACTH  sintética de accion prolongada en ftres
dias consecu?i‘vos.

VALORES Dias de administraciéon de la ACTH
SUJE TOS

BASALES ! 2 3
Normales 6.4+ |77/11.5 = [.47|I19.1* 5.3 |648+84|64.829.7|60.3t4.6/57.7+65|68.2+ 7.9
Insuficiencia
Suprarrenal [2.7% 10| 2.4 £t048|21 *0.59 ([2620.68|2.2t0.59|23*x06| |23+t059|26%+074
Primaria
Insuficiencia
Suprarrenal 1.1 2.1 43 3| [I13926.8|220269/243+6.6|/269+ 8. |28.7t62
Secundaria

| O e O [ | O [ O
B - Muestra de las 9.00 a.m.
[J = Muestra de las 4 00 p.m.
Los valores indican media * error estdndar
Los resultados se expresan en ug/i00ml.
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TABLA I¥- Excrecidn urinaria de |7—hidroxicorticosteroides
antes y durante la administracién de ACTH sintética de
accidn prolongada.

NIVELES | Dias de administracidn de la ACTH
SUJETOS

BASALES | 2 3
Normales 3.8 +t0.64 |133.6 £t6.0 5.5 #12.3 77.1 £29.0
Insuficiencia
Suprarrenal 0.34*0.24 0.6120.38 0.75t0.43 |0.73x04
Primaria
Insuficiencia
Suprarrenal 1.1 £0.7 2.7 £1.39 7.6 £1.68 9.3 20.82
Secundaria
Los valores indican media ¥ error estandar
Los resultados se expresan en mg/gr Cr
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Fig. 10.— Prueba de estimulacion suprarrenal con
ACTH sintetica de accidn prolongada. En lo figura
se indican unicamente los valores obtenidos en el dia
basal (O) y en el dia dlitimo (@) de estimulacion.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES
(V)



El método fluorométrico utilizado en este estudio para medir los -
11-OHCS plasmadticos, detecta ademds del cortisol, la corticosterona y posi.
blemente el 20-OH cor'ri’sol (40), asi como fluordgenos inespecificos, Esto
no parece representar un inconveniente de importancia para su uso clinico,
puesto que se ha encontrado (43 ) que los cambios en las concentraciones -
de cortisol plasmatico se reflejan con exactitud en los cambios de la fluo--
rescencia total; por lo tanto, aunque no tiene la especificidad de las fécn_i_
cas inmunoisotépicas, es un procedimiento rapido y accesible por su facil -
metodologia y porque no requiere personal ni equipo especializados.

Con la dosis empleada de ACTH sintética, los sujetos normales re
firieron manifestaciones de toxicidad, posiblemente debido a hipercorticismo
agudo desde el primer dia, tales como nalseas, palpitaciones, ansiedad o -
euforia alternada con depresion, debilidad muscular y discreta elevacion de
la tensién arterial. En algunos de ellos estas manifestaciones clinicas fueron
intensas y obligaron a suspender la prueba, en dos sujetos el primer dia y -
en otros dos el segundo dia, terminandola en forma completa sélo cuatro de
los sujetos normales, Estas manifestaciones no se observaron en los pacientes

con insuficiencia primaria o secundaria lo que apoya la interpretacion de -
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toxicidad por posible hipercorticismo agudo iatrogénico. En ninguno de los su
jetos estudiados hubo manifestaciones de alergia a la ACTH empleada.

Debido a lo anterior, y al hecho de haber alcanzado rapidamen-
te una respuesta importante en los normales, creemos que la dosis de 1 mg
de ACTH sintética, equivalente aproximadamente a 100 U de la natural, re
sulta elevada cuando hay buena reserva corticoadrenal, en cambio, es ade-
cuada para dilucidar entre una insuficiencia primaria y una secundaria.,

En los sujetos normales el valor basal de cortisol plasmatico fué -
de 16,4 ug/100 ml a las 9 hs; y de 11.5 ug/100 ml a las 16 hs. Este valor
aument répidamente el primer dia de estimulacién a 64.8 ug/100 ml, man_
teniéndose esta concentracion practicamente en el mismo nivel durante los -
dos Gltimos dias de la prueba,

En los sujetos con 1.5.P. no se observd aumento significativo de
cortisol, con relacidn a los niveles basales ( 2.7 ug/100 ml ).

Los pacientes con insuficiencia corticoadrenal secundaria mostra--
ron niveles basales de cortisol bajos, semejantes a los addissonianos de 1.1
vg/100 ml a las 9 hs. y de 2,1 ug/loo ml a las 16 hs., pero a diferencia
de éstos, tuvieron un aumento gradual y progresivo de las concentraciones -
hormonales, que se observé desde el primer dia de estimulacion y fué muy -

evidente en los dfas segundo y tercero llegando a 28,7 ug/100 ml. Es impor
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tante que las cifras observadas no igualaran a las encontradas en los sujetos
normales.

En el grupo de normales los 17-OHCS se encontraron en 3.8 ---
mg/g de creatinina en condiciones basales, aumentando el primer dia de es
timulacién a 33.6 mg/g de creatinina; los aumentos mayores con cifras has=
ta de 77.1 mg/g de creatinina se observaron durante las Gltimas 48 hs. de
estimulacion.

En los pacientes con 1.5.P. los 17-OH, al igual que el cortisol,
se mantuvieron en cifras semejantes a los niveles basales que fueron de 0.34
mg/g de creatinina,

Los pacientes con 1.5.5., con niveles basales también bajos, tu-
vieron aumentos graduales y progresivos a partir del primer dia de estimula-
cidn alcanzando un valor de 9.3 mg/g de creatinina el Gltimo dia de apli-
cacién de la ACTH, Este patrén de respuesta fué similar al observado con -
el cortisol plasmdtico.

Los sujetos normales tuvieron una respuesta inmediata desde el pri.
mer dia, con un incremento medio sobre la cifra basal de 45 ug/100 ml de
cortisol en plasma y en 17-OH urinarios de 30 mg/g de creatinina; en con_
traste, los pacientes con insuficiencia suprarrenal primaria, con niveles ba=—

. @ . . - . -
sales bajos o en limites normales inferiores, no respondieron al estimulo, ==
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manteniendo practicamente los mismos niveles hormonales durante toda la fa
se de estudio; en cambio, los enfermos con insuficiencia secundaria cuyos -
niveles basales fueron también bajos, tuvieron el primer dia un incremento

de 9 ug/100 ml de cortisol y de 1.6 mg/g de creatinina en los 17-OHCS,

para seguir un ascenso gradual y mostrar al tercer dia de estimulacion, in—
crementos de 24 ug/100 ml de cortisol en plasma y de 8.2 mg/g de creati-
nina de 17-OHCS en orina, en relacién a la concentracion basal, el valor
final fué claramente inferior al alcanzado por los normales, correspondiendo
a 42 y 12% de los valores en cortisol y 17-OH observados en los sujetos sa
nos.

Se puede concluir, que la prueba de estimulacion descrita es de
gran utilidad para establecer un diagndstico en cuanto al grado y tipo de -
insuficiencia, debido a:

1.- Que la dosis empleada es adecuada para distinguir claramen
te a los enfermos con insuficiencia corticosuprarrenal prima=
ria de aquellos con insuficiencia secundaria a trastorno hipo
fisiario, solo que resulta elvada por sus manifestaciones de -
hipercorticismo en los sujetos normales.

2.- Que el efecto del polipéptido sintético adsorbido en zinc -

administrado por via intramuscular es mas continuo y prolon
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gado que la infusién endovenosa de ACTH sintética simple,

permitiendo la estimulacién durante 3 dias con minimos ries_
gos de producir fenémenos alérgicos.

Finalmente, no obstante el corto nimero de casos estudia=—
dos, puede observarse que la respuesta encontrada en suje--
tos normales, comparada con la de los pacientes con insufi-
ciencia primaria y secundaria es diferente y notablemente ca
racterfstica para cada grupo, lo que le confiere a la prue—

ba un firme valor diagnéstico y gran utilidad practica.
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