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"METODO PARA DETERMINACION RAPIDA DE
11 OXIES TEROIDES PLASMA TICOS"

Introdduccidn

‘La medicién del cortisol libre en el plasma o sus metabolitos urinarios, han

sido considerados en forma tradicional como el dato mas fiel para estudiar -~
~ .
la funcion suprarrenal,
. 4 g vy PR y N .
Los primeros metodos descritos para la medicion de 17 hidroxiesteroides tan
: o - . R . e .
to plasmaticos como urinarios, estaban basados en diferentes procedimientos
. o . 1 . . .
de purificacion de la muestra por solventes orgianicos seguido de una reaccidn
! + - . . . - ; . .
cromogena con la fenilhidrazina, segun el método descrito por Porter y Silver.
“-Sweat y Col, en 1954 v, mas tavde, Lew y Bondy separadamente 11957, y en -
A ] . . . 7’ o . » B
1960 Braunsberg, describiercn sendos metodos que tenian como denominador
; - [ o A . Iy . . g ,'
comun la individualizacidn cromatogréfica de los esteroides midiendo poste==
. g 5 “ f " ) ,, X ' . . ;
riormente su fluorescencia, Estos metodos presentaban comxo inconveniente,
: : iz P . g N e L .
el gue so0lo podian aplicarse a la clinica en forma muy restringida, ya que el
. costo era muy elevado y el proceso largo y minucioso, ademds de requerir; .

~por lo menos, 5 ml, de plasma para cada determinacion.

N L R iy - . : . ’ e " K e Lo =
A partir de 1958, Silver y Col. Guillemin y Col., y mas tarde, en 1960, Van »
Der Vies, lograron medir la concentracién de 11 hidroxicorticoides en plasma = .

. crudo de ratas, cuando encontraron que estos esteroides al ser colocades en. -
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acido sulfurico concentrado, tenian una fluorescencia especifica, siendo los =

- dos principale‘sill_ OXije‘steroides, cortisol y-corticoste 0,1"1_3_.»1._: ,

‘bajos de ~es"':.'ostdo‘s dltimos autores. A.p‘e‘ ar de que el uso de esta técnica -

simplificd g 1domz,nte el traba;o de 1aborator10’ tie'n'e dos inconvenientes :

l} Kl error introducido poz la concentracidn plasmadtica
de estrdgenos, ya que fluorecen a la misina longitud
de onda, ademais de la fluorescencia inespecifica del
plasma,

o
.

El segundo, ¢s la purificacién prolongada del cloruro
de metileno, principal solvente utilizado, mediante la_
vados sucesivos con hidrdxido de sodio, dcido sulfd i

co, agua y secado posdteriormente con sulfato de sodio

N

anhidro.
= v . ‘ / : S
ST _ i1 objetive de las modi.f.icaciones gue se introducen en el metodo es elim’mar

los inconvenientes mencionados y reducir el liempo de duracién del proceso.

MATERIAL Y METODOS @ REACTIVOS.

Clorure de metileno destllado
Hidréxide de sodio 0.1 N

Acido sulfdrico guimicamente pur
Alcohol etilico absoluto
Carbonate de calcio anhidro

"a_d}a' litro de clorurc de metileno Merck, se agregaron 10 g. de ,Calﬁb,Ona;tb';.

‘de calcio anhidro y fué destilado a 35° C en un matraz conectado a un (.onden e

sador enfriado por agua, el que a su vez drenaba a-otro matraz,




de dcido sulfixico quimicamente puro Monterrey, a las cuales se agregaron =

lentamente tres partes de alcohol etilico absoluto, al tiempo que se agitaba -

delicadamente el matraz. Esta mezcla fué establecida a la temperatura am-~

biente protegiéndola de la luz y sélo produjo alteracion en la determinacidn,
RS P

cuando se uso 72 horas despuwes de preparada,

APARATOS,  Unugitador automdtico de movimiento oscilatorio de 66 PM, -

con broches en el plato, capaces de sostener matraces de Erlenmayer. Un »

fluordometro G, ¥, Turner modelo 110 con filtro primario 47 B azul y {iltro se,

. . -y r ’. s - -

cundaric 58 verde, Una bomba de extraccion por vacio,

EXTRACCION, Enomatraces de Erlenmayer de 250 ml. se pusieron 2 ml. =
de plasma preblema a los gque se agregaron 15 ml, de clorure de metileno des

> ” - - - . - X ~ . .
tilado, colocandose en el agitador de movimiento oscilatorio durante 10 miny_

tos, Se. separaron ambas fases por decantacidn recibiéndose el cloruro dx, me

‘tz]a,no c y tizbos de ensayo de 15 % 150 mm. Se agregd a cada tubo I ml. de solu

nte.

. - 3 . .2 : . ..
cia e O, 1 N de hid +&xida de sodio, agitandose suavemente con la mano, du==-
 rante 20 segundos, despues fueron centrifugados durante 10 minutos a 1,500 «

B'E"M; posteriormente, con la bomba de extraccién por vacio se extrajo el so=




“'fBLA’\ICO DE REACTIVOS Y I‘STANDAR Para cada se'rle'de 6 tubos de
plasma "pr'oblem;i”, se chs"mso un tubo blanco de 1c,a(‘t1vos usa.ndo 2 ml

de agua destilada y los d‘ema{‘s reactivos u.tilizados para la extraccién. Pa

 ra obtenér una curva estandar se utilizd el blanco de reactivos como punto

cero, prepardndose ademds 2 tubos con 2 ml. de solucidn acuosa de cortis

s‘ol‘affcon'cent'racio_ne‘s'_d,e'Q, 2 y'-l ng . res'pe‘ctivamente',‘:,ilos‘ cuales fueron .

pr()(:csado& de la. mlsma mane‘ra q_ue el lasma ‘!problema.

PREPARACIO‘\I PARA' LA FLUOROMETRLA" E e cen 'fffdééiaé.-ﬁ-ls", ‘,

del extracto ‘

“ml. de capacxdad sc Lolocaxon Lon plpera vo iu'net ca 10 ml

on 5 ml, de ame’z(:iaﬂuo ‘ré‘s'«

final, A inte:va.}p"s de:;' tin,‘rfiinufo;vsb"ag_'rega‘i'
cerite a cada tubo, comenzando por el blanco y el estandar, agitdindose sua
vemente durante 20 segundos y colocdndose de inmediato al abrigo de la =

luz direciz en una gradilla cubicerta con una tela obscura ¢ impermeable a

e o T T T L

121 luz.,

Se extz#éjo por vacio el sobrenadante, procediendo a leerlos de ir‘.mmediéto.
FL'(?OROMETRDX. Después de mantener encendido el fluordmetro durante
:ﬁ[O mimlto*é, LS li.evélla aguja de lectura a posicién cero, midiendo la fluo~

rescencia de una celdilia de 10 % 75 mmm, que contenia aguda destilada, pro.

. cediendo a la lectura de los tubos blanco, estandar y Yproblema' con el mis.

“rno orden e intervalo de un minuto, entre cada tubo, igual como se agregd =

“lasmezcla fluerescente,




CALGULOS. Sobre una carta de papel milimétrico se trazd la curva es~

tandard, graficando en el eje de las zbscisas las concentraciones de cor_

tisol y ¢en de las ordenadas, 1a$ riré‘ci:ur;ds; o.bAt.té'I‘lidé.‘i's_'.“‘_ La '-le_';:tmj*a“ﬁeta'dr:: los
tubos "problema’ fué convertida a microgramos interpolando sobre la cur
va estandar.

SENSIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD APLICADO A DIVERSOS GRUPGS
DE PACIENTES : Para ensayar la sensibilidad v reprdducibilidad del mé_
“tvodo., se seleccionaron cinco grupos de sujetos a los cuales se tomaron =
‘ﬁzue stras para determinar la concentracidn -plasmi{tica de 11 oxiesteroides,

bajo diversas condiciones experimentales,

- ‘ N . P . ' . . :
GRUPO I, Este grupo fué considerado como conirol por estar integrado =

por sujstos normales, veinte estudiantes de medicina Ce le5 cuales diez ~
eran hombres y diez mujeres, que no excedian en mds de 10% de su peso
ideal con promedio de edad de 23 afios y sin evidencia clinica de I)a.tologfa
suprarrenal, Se les tomé sangre wenosa por venopuntura de una vena del
'an?é'fsz'amzo con éyuno previo de 12 a 14 horas entre las 8y 9 ,horeis, del cifa,

s para-evitar las variaciones circadianas.

. GRUPO 2 ;' Se integro con siete pacientes, tres hombres y cuatro mujeres

N R . . - . . ) . -, . - :
sin evidencia de patologia suprarrenal a los cuaies después de reposo noc=~

turno y ayuno de 24 horas, se les administraron 50 U de ACTH en solucién |

‘salina endovenosa durante 8 horas, manteniéndolos durante ese tiempo en

“decubito dorsal,

o e e
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- # , - . X PR IR R . - ) .
y 12 horas mas tarde, se les tomd una muéstra dé sangre para determinacidn

de 1l oxiesteroides, S A T '
. . .
GRUPQ 4. Se formd con cinco pacientes que sufrian enfermedad de Adi~ ’

sson, los cuales ingresaron en insuficiencia suprarrenal aguda por abane
dcmo del £ratamiento o por alguna lorma de stress, tomdndose las muestras
a'm:e_s de iniciar el tratamiento especifico,
‘ GRUPO .5 . Estuvo integrado sclamente por un hombre jdven de_lS afips =~
~de.edad en el cual se demostrd histolc‘igicamemd}.a coexistencia de hiper
'_.i_pl?.,sias vvy adenomas suprarrenales bilaterales.
- LQS plasmas, objeta del estudio, fueron obtenidos por centrifugacién de
,‘.“sax‘ng‘ IE.hL,pdTlhlz:Edl Todas }.as mxmsiras fueron procesadas por duplicg._.

R ! ' = 7' ) i - : R p . . \ . . B .
do dentre de las primmeras 24 horas después de obtenidas,

joTRch, EERL
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RESULTADOS

'REPRODUCIBILIDAD : El error estandar fué calculado con los resultar
dos de Geterminaciones hechas por duplicado en 20 tubos que contenian =~

una misma concentracion de 0.2 mg. de solucidn acuosa de cortisol y en

100 determinaciones por duplicado de los plasmas "problema". El error

e e . P . — e e e

encontrado en las determinaciornes de solumén&cuosade cortisol, _fué' de

{- 1.7%, mientras gue el error esﬂt’::-.mclaf enconfrado eﬁ. las determinacio~
nes de plasmas "problema", fud de & 2“’ ";% s

»SE_NSIBILIDAD : Como sé esquematiza en la figura No, 1, el (;_élc:uio de -
la rre dia aritmética de los valores de 1l oxicsieroides plasmaticos Ob.fer.li"
dos en el.'-grupa de control formado por sujetos normales, [ué de 0.31 meg.
con de_sviacién estandar de 42 0.14 meg. Istos valores se consideraron =
importantes, va gue nos sirvieron como refe 1:eﬁcia para el analisis esta,nb
"dif's‘é;vico de los datos obtenidos enlos restantes grupos del estudio.

: Aﬁ«}iizando por separado los valores de 11 oxiesteroides del plaézh# de hoﬁ};f »
bnes v 'm.ije‘res, pixdinms g—z‘ncon‘crvar diferencia en ellos a.l; comparar 01 prg_

: macho aritmético de cada-u_nd de ios grupcs’ que fueron de 0.32 meg kparvaﬁ»z--

: el grupo de hombres y de 0.27 mcg para el grupo de mujeres. A pesax de - - -

- esta diferencia, no encontramos significancia -estadistica.

H
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“Enel grupo de siete pacientes normales que fueron sometidos a estimulacion
endovenosa con ACTH, observamos que después de la infusién de esa hormo=~
na, los niveles de 1l oxiesteroides se incrementaron en un rango comprendido
entre 0.50 y 0.89 mcg con una media aritmética de 0.74 micg. La compara~

cidn estadistica con el grupo de sujetos normales considerados como control,

demostrd una diferencia significativa con un

En los cuatro pacientes a los cuales se practicd inhibicidn de'la funcidn supra

rrenal con 2 mg. de dexametasona encontramos un descenso notdble de los va.

lores de 11 oxieste roidéc en ﬁn rangoemre 0. OOy 010 '1ﬁ1cg",:. El estucho esta=
distico did un valor de p{0.0l. |
Exn el grupo de pacientes que ir}.g’resaron al hospital coﬁ- i1isu£ici¢ncia suprarre
nal B.gl,l.d?i, ios hallazpgos en cuanto 2 niveles plasmdticos de 11 oxiesteroides =
.fuefon muy similares a los encontrados en el grupo de sujetos normales inhi~
bidos con dexametasona., Las cifras encontradas, oscilaron entre 0,00 y 0.15-
meg. ycm‘; media de 0.06 mcg y el andliisis de significancia estadistica fué tam.
bién %similar al del grupo anterior,
  }?31 1?ltiimo grupo estuvo constituido exclusivamente por un paciente con'é;l diag
'nés’c.i'c;‘cyde Sf‘mlron‘m'de Cushing, al cual se hicieron 1nedif:‘ioz.1v3s repetidaé de .'
ll o};iestier.oideé sin eféétuar ninguna 1‘naz'1ipula.ci6n,farmaco‘lgg:;ica'; el promedlo

' encontrado en estas mediciones fue de 1,0 mcg.




. )

equipo de costo bajo, de escaso personal de laboratorio y:de un tiempo mi

nimo de proceso,

La reproducibilidad de esta Lécmca ‘:‘L('-),i'.ie‘v:'l}vltl _pec_iuéﬁoV‘ ma réende ef‘ro T co_
mo lo dermpuestra L}. calculo ,de, er:olestandarque se obtuvo en las deter~
minaciones por duplicado tanto en m;.zéfstraS de plasma Mproblema', como
de solucion acuosa de cortisol y gue fué siempre inferior al 3%.
Las diferencias gue cncontramos en los niveles de 1l oxiesteroides entre.
el grupo control y el grupo sometido a estimulacion prolongada de la cor=
teza 3up'r'<';,rr.r;ﬁn:-1}, asi comoe a otros dos grupos a los que anatémica, fisio
légica ¢ farmacoldgicamente tenian supririda la funcién supl'ar::enal; de_
“muestran Fé_ué 2l método es capaz de de scubrir estas variaciones en'la con, o
2 :c'ent.r'acién_p}‘asmzftica de 1l oxiestercides. Este rango de sensibilidad es - :

~suficientemente Gtil para ser utilizado en los estudios clinicos rutinarios

"de los principales padecimientos de la glindula suprarrenal, Se sabe que

~este rnétodo no es capaz de discriminar entre cortisol y corticoesterona ..

'y, por lo tantc, no puede emplearse en los estudios bioquimicos finos, -




, ,,:1’,0)'

Sin embargo, la sensibilidad es comparable a la de otros métodos que emplean en

Cas,

La falta dé, dlfercnuacstadfstzcamel cs:.gmfzcaﬂva en 'iaé’hiédiciones he-~
chas en hombres y mu je'rés, podlfa debersea un fémfmeﬁo alazar, havdqiéz}_~
doge eliminado rvealmente la r;mﬁan%inzmiéﬁ por estrdgenos, o bien, porqué
la e‘limina':.ién de estas hormonas ha sido parcial, pero suficiente para esta
"biece r una franca diferencia estadistica,
" Ezﬁcqnt;rra.mos corno una de las principales ventajas de esta n’ngodcl.ogfa, el
hﬁeé_lv';.okbde queb el t‘imhpo de proceso de un ensayo de seis tubos dura, en pro
“medio, 90 minutos, pe rmitiendo aligerar el trébajo de laboratoric, si tomfgﬂ-
‘ mus en cuenta que olros métodos fluoroméiricos emplean entre 8 y 1a I“io:renls; "::

. de trabajo efectivo,
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Se de‘scr'ibe ﬁn mé‘odo fluo r{on}éjﬁ‘r:‘l"c:_csi pa ra 1adete1rmna016n g

de 1l oxiesteroides del pié.ana s»ifjti.llplkijf;i»éa’.vc‘l'é;_,v',",q'ile‘ltlexyig';un;;co:s""tiob ba JO
¥ réquié re de un corto tiehﬁpo ‘c‘tcp.‘rocés.o .

Se demuestra mediante ¢l estudio de varios grupos de pa—-;

cientes con diversos estados de ft;l.ncic.m.amiento suprarrenal

su sensibilidad v, mediante el andlisis estadistico de medi~

ciones por duplicado, su reproducibilidad.
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"’»]'_Acta Endocr. 33, 297, 1960.
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 FIGURA No. 1

; Ene sta grifica, se muestran los niveles
~de 1l oxiesteroides plasmdticos de los di

_ versos grupos estudiados, Los valores

" comprendidos entre las dos lineas para-

‘ ”'leias,. corresponden a la media aritméti =
¢a, 't una desviacidn estandard. "

- —
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