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t\Iv1ETODO PARA D.ETERMINACrON RAPIDA DE
11 OXIESTEROIDES PLASlvIATICOS"

Introducción

La medición del ,~:ortisol libreenel plasmaoslls>l:l1.etabontos urina,rios, han

sido co ns ide rado s en forma. tradicional cornoéI.dato más fiel para estudiar ...

1
. . ...

a Iun c io n s up ra r reria l ,

Los p r irne r o s rnétodclS descritos pal'a la m cdíciór; de 17 hzd roxie s te roi.de s ta12.

to plasmáti co s corno \1 r ina rio s, e s ta ba.n basados en dife rente s p ro ce dirrrie nto s
I

d e U" 1"; "1' e: "'J' ()"n el ,,' 1"'..l. l~"" _1. _ . e...'-~, ". .1...... t.e. .. rnuc s t ra
r • ...

po r solvente:"; orgánir.o s seguido de una r ea c caon ,.
}

cromc)gcna con la fenilhidrazina, seglJn el rnétoc1o descrito po r Porter y Silve1'.

Sweat "/ Col. en 1954 y, rná s tarde, Le w y Bon dy s e pa radarne nte n 1957, yen -

1960 Bl'aunsberg, de s c r ib íe ron sen.dos rnétcdo s que tertiari Corno dcno rrrinador

común Ia.Iridivi dua.Liz'aci.ón e rornatog ráfica de los e s tero í.de s .rnidiendo poste "' ...

r io r-mente Su fluo r e s ce.nc ia . Estos m étodo s presentaban corno inconveniente,

/'l 1/ l' 1-' , ." "d . 1el que so. o PO( i a n ap.n car.s e él la e m i ca en forma nlUY re stn-í.ng í a, yél_que e

. 1" de.m á él .costo e ra.vnuy elevado y el. p ro c e s o . argo y manu cio so., a erna.s e r-e que r i.r , ,.

por lo mcno s , 5 ml, ele pla s rn.a para cada de tc rrrrina.ci.ón ,

A partir de 1958, Silver y CoL Gui.Il e m'in y Col., y má s tarde,

Del' V'i.es , lograron rrie di r la concent:racióndeH hidroxicorticoidesenplasma
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do sprincipales 11()xiesteroidesl>corti,solyiCorticostel~op.Gt'
.,.. ,.,- '.-:.- ..... ---- - .; ,',' - :. , -~ "'-''-'' -: . -.' - .

De Moo r en 1960 y Mattingly en1962".10gral'onaplicareste método de flu~

El método que aquf sep~es~nt~,h~torni~ol~~I)rincipiosbásicos de los tr~

bajos de estos dos últimosautoi'~s,~p~s:~l;'~eqUeelUsodeestatécnica -

simplificó grandemente el tral)ajo'de laboratorio, tiene dos inconvenientes

1) El e lTO T introducido po r Ta concentración pl.a s rná tica
de e s t ró ge no s , ya que fl.uo r-e cen-a la mí.srna-Iongi.tud
de onda, a de ma s de la fluorescencia i ne specif.i.ca del
p la s m a ,

2) El segundo, es 1<1. purificación prolongada del cloruro
de me tilcno , principal solvente utilizado, me di.ante l?-_
vados sucesivos con Iridr óxi do de sodio, éícido SUlfÚll
ca, a gua y secado po s t e ri.orrne nte con sulfato de sodio
arihid r o .

El objetivo de 13,5 m odi.fi cac ione s que se introducen en el rné todo es e li.mina r

10 s -i.nco nve nie rrte s rrrenc i.onado s y reducir el tiempo de duración del proceso.

MATERL\L. Y 1vfETODOS : RSAC'I'I'105
..._-.....-.~"'---

Cloruro de rrie tile no de s tl lado
Hidróxido de sodio 0,1 N
Ací.do sulfú rico c;.uímicanlente puro
Alcohol etílico ab s ol.uto
Ca rbonato de cal cio hnhíd ro

cloruro de rneti.Ie no Me r ck., se agregaron 10

decalcioanhídro v fué de s tiladó él :.:;,::.0 e en un matraz conectado a
J

saciar enfriado por agua, el que a su vez drenaba a otro matraz.
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La sotucióit dehidrÓ>i:ido de sodio 0.1 N se hizo a partirde escamas de la sal.

Enün m';'t:r.a;i¡()lo~~c1~en..'bafío(1e agua helada o puestbsobrehielo sép1'eparó

una mezcla a la c'uálse ledenominof1uorescente¡ C()lnpuesta por siete partes
';<'?':"~':"> ',',".; "\.

de ácido sttlfúrico ql.tÍ,m1e a.niente puro Monte rrey, él.l~SCual~~seágxegaron -

Ie nta.rne n.tc tres partes de alcohol e.trUco a.bsoluto ,altiempo que seagítaba -

del.í c adn.rnentc el matraz. Esta rrie zcIa fué establecida a la tempe ratu r a am>

bi ente protegiéndola de-La luz Y sólo produjo alteración cnladeterminación,

cuando se usó 72 horasdespuresdepreparada.

APARATo.S. Un agitador' automátic.o dé movimiento oscilatorio de 66 PJ7...1, -

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

fluoróme tro G .. K. Tu rrie r rno deIó 110 con filtro p rí ma r'i.o 47 B azúl y filtro s~

cunda nio ')8 verde . Una bornba de ext r ac ci ó n por vacío,

EXTRACCION. En matraces de E rle nrna ye r' ele 2:.0 rnl , se pus i e ron 2 m l . .-

de plasrria p roblema él los que se agregaron. 15 rn.l , de cloruro de rne ti.Ie no des

t i.Ia.do , colocándose e n el agitador de movirnie nto oscilatorio dura.nt e 10 minI±.

tos, Se separaron a.mba s fases po r decantación r-ec ib icrido s e el clo ru ro ele ln~

t.í.Ierio en tubos de ensayo de lEí x F:iO rnrn. Se agre gó a cada tubo 1 rrrl . ele solld..

dónde O ,1 N de hidTóx5.do de sodio, agitélndose suave rnerrte con la rnano ,du'~-

rarrte 2,0 segundos, después fuero n cent r ifugado s durante 10 rni.nuto s al, 500 ...

con Laibo'rrrba de e xtr-ac ción po r-va c ío se extrajo el S()-
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·BLA.NCÓDE·REAcTIVaSYEstANDAR.. PaJ."acada serie c1e6t:l.1.bosde··

plas:maltproblema" > se dispuso un tubo blanco de reactivos usando 2ml.

de agua destiladaylos de má s reactivos utilizados para la extracción. Pa

ra; obte.ner.oma curva e.atanda r se utilizó el blanco de reactivos eomopunto

cero>pxeparál'1dose ade.má.s 2. tubos con 2. rnl ; de solución. acuosa de co r tí-

,,::,... -.. '-;'::';,-'"-.::_,-' " ,

PREPARAClbNPAR~I.JA FLU0ROMETRJA. Entubas c:l{ci:}utrífuga de 15

rol. de capacidad, secolocarém con piPetavOlm"1;~t;~cá\Órrl1,<del extracto

, " .' - .- - .

procesados. de lanüsmamane'rac¡ue elplasl"):la.t!pr()bl~m(J..':I"

sola;concentrací.on.e.sde .0- 2. yl mego respécti"amentc,.los c\1ales.fúel"On

:'-~;'::~: :"'~-'~-::~.--:-.-;';:' . ~

. t·.·,;:·

fi.na.l, A i.nte rvalosde un rninutosb ··agregalooI15rn.l.·Úe.la;mezclafluo res ...

centea cada tubo> comenzando :por el blanco y el estandar, agitándose su~

vernerite durante 20 segundos y colo cá ndo s e de inmediato al abrigo de la

luz directa. en una g .ra d i.Lla, cubi e r ta con una tela ob s cura e hupe r me.abl.e a

la luz.

Se e xt ra jo por vació el sob renadanre , procediendo a lee 1'105 de i.nrriediato ,

FLU0ROMETRL!\. Después de ma nte ne r encendido el fl.uo rórne t ro durante

lO minutos, se nevó la aguja de lectura a po s í.ci.óri cero, rni.d'iendo Ia Fluo>

r e.scericí a de U1:121 celdilla de 10 x 75 mrn . que contenía aguda destilada, pl'2..,

cediendo a la lectura de los tubos blanco, e stan da r y llproblen~all con el n1i~

rno orden e intervalo de un minuto , entre cada tubo, igual corno se agl'egcÍ".

la mezcla. fluorescente.



SENSIBII.sID./I..DY REPROD1JCIBILIDAD APLICADO A DIVERSOS GRUPOS

bajo divo r s as condiciones e xpe rirrieuta.Ie s ,

sobre la CUT

GRUPO 2.; Se integl'ó con siete pacientes. t r e s rhornb re s y cuatro

sinevidencía de patología sup ra r rena.l a lo s c ual.é s de spúé sde

2·1 horas, se les a.drrrirri s t.ra ron 50U deAGTH en so iucaon

salina e ndoveno sa du r arrte 8 hora s , rnariterriérrdolo s durante e se tiern.po

decúbito.·dorsal.

pa!,'aevitar Ia s variaciones c i r cad i.a.na s ,

a nteb r azo Con ayuno previo de 12 a 14 horas entre las 8 y 9hora5 del día,

ideal con pro rrie dí o xie edad de 2:) año s y sin evidencia cl.írii ca de patología

eran hombres y diez rnu j e r e s , que no excedían en má s de 10% de su peso

por sujetos norrna.le s , ve inte estudiantes de rnedi ci.nade los cuales die z :«

suprarrenal. Se les ton1.() sa.ng r e veno s a por veriopuntu r a de una vena del

GRUPO L Este grupo fth~ co n s i der ado como cont.rol por esta r integrado ...

todo, se seleccionaron cinco g rupo s de suje to s a los cuales se torna ron ­

rn ue s tra s para dcte rrnin a r la concentracü-)nplasrnó~ticaele 11 o xi e s te ro ides ,

DE PACIENTES: PaTa ensayar la sensibilidad y rop r-dduc ibil ídad del m é

tubos "problern.a tl iu6 convertida a mí c rog-rarno

va e s tarida.r .

tisol y en de las ordenadas, las lecturas

tarida rd , g raficando en el eje

CALCU LOS, Sobre una carta
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GRUPO 3. .A cuatro pacientesdetgx"Upoaritérioiesta:nd6hospitalizados,

s eLe s a.drrriná s t r-a ro n 2 mg.dedeX~lXl~ta~¡o~~p~~'lall~chd(alas 24.00 hr s]

y 12hol'as ),nás ta r de , se les tomó'<~~a;~~esi~a~esangl'e para determi.nación

de 11 oxie s te .ro i de s ,

GRUPO 4. Se fo rmó con cinco pacientes qu.e suf r ín.n e nfe rrriedad de Adi~

58011, los cu a Ie s ingTcsaron en i nsufi.cionci.a suprarrenal aguda por a.ban--

dono del t r at.arnient.o o po T alguna. lo rrna de st re s s , tornán do se las rnu.e s t ra s

t ,..,.) '. "'"..a n es ele J,1l1CJ.a.r e. t ra ra.miento e s pe c irt.co ,

GRUPO 5. Estuvo integrado s o Ia me nt;e po r un ho rnb re jó ven de 15 a.ño s ~

de edad en el c ua l se dc mo s t xó Iri s to Io g i'c arne nte la coexistencia de hipe!:..

plasia y a.de norna.s supra r renales b ilate Tales.

Los pl.asr-ias , objeto del estudio, fueron obtenidos por centrifugación de

sangreheparinizada. Todas las rnue s t ra s fueron p ro ce sada s por duplica,

do dentro de las primeras 24 horas después de obtenidas.
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RESULTADOS

REPRODZJCIBILIDAD : El error estandar fué calculad.o Con los resulta ....

do s de cbl~0rrninacion.es hechas por duplicado en 20 tubos 'que contenían -

una rni.s m a conccnt ra cí.ón de 0.2, lng. de solucionac1iosade co rti sol y en

100 de te t-rni nac ione s por duplicado de losplasluasuproblema". El error

encontrado el) las deto r-mi na.c ione s de solu.cionacl1osa de co r ti sol , fué de

t 1. 7%, mí.ent ras que el e 1'1'01' e staridar encontra do en las dete l·I11.inacio-

nes ele pla s ma.s " p r o bl.e rna.'! ¡ fuédc t 2.3 o/a.

SENSIBILIDAD: Corno S(~ e s querrra.ti.za en la figura No. 1, el cálculo de'>

la!..T:e dia <ll'itrr,ética de los valores de 11 oXiCsLCl'oidesplasmáticos obterri-.

dos en el gl'llpO de control Io rrnado por sujetos no r rna.Le s , .rué de 0.31 m cg .

d . . ~ tar , ]con e svracrori e stanuar e e t O.14o m.e g . Estos valores se co.ns í.de r a r o n ~

importantes, ya que nos sirvieron COJYtO referencia para el análisis e s ta «

dístico de los datos obtenidos en los restantes grupos del estudio.

Analizando por sepa.rado los valores de 11 oxie ste r o ide s del pla sma de hom

bl'esylTI.ljeres, pudi.rno s encont ra r diferencia en ellos al cornpa ra r el pr<2.,

uno de los grupos que fue ronde 0.32 m.cg para .~

0.27 mcg para e.l grupo de rnuje res .

estadÜerencia, no e nc ont.ra.rno s significanciaestad~stica.
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El1.·elg rüpo'<de ···siete paciénteS.t1.01'males qúe.fúer6lisorn.elidósifEislih:nilácion

e.rrdo ve no s a con AC'I'H, observamos quedespuésdela infusión deesa ho rrno>

na, los niveles de II oxí.e ste rofde sjse incrementaron en un rango co mp r endí.do

entre 0.50 y 0.89

ción estadística.

demo st ró una

r rcnal con Z

lores de 11 o.xie s te ro i.dc.s

dístico di.ó un valor de p(O, 01.

La compara ....

C011.1.0cont 1'01,

En el grupo de pacientes que ingresaron 8.1 hospital Con i ns ufí cienc ia supl'arr<l.

na1 a guda , los ha.l l.az.g o s en cuanto a niveles plasmáticos de 11 o xí e s te ro í.de s ••

fueron m.uy s irn.iIar e s a Io s e.n.cont r a do s en el grupo de sujetos no r rnale s i nh i ....

bé.dos con de xarnetas o na. Las cifra s cn.contvada s , o s ci.La.ro n e nt r e 0.00 y 0.15

rricg. con media de 0.06 mcg y el a.nálií.s is de significancia estadística fué tall.l.

bién similar al del grupo ant.e r io r .

El ultimo grupo estuvo consr.i.tui'do exclusivamente por un paciente con el c1iag_

nóstico de S Íll<h:01T1C de Cushing, al cual se h i cie ron mediciones repetidas de

11 ox.ie atc roLde s sin e fe ctua r ninguna rnanipulaciónfarm.acológica; el promedio

encontrado en e s ta s rnedi.cione s fué de 1. O mego
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.. DTS e USI ON

Aun.que sabernos que ell1:"létododescrfto eáestetrabajo no es uú.ahmova-
:' • _,.- "~,o, _, __ '-:':.• '.,. ':'," -' :,"","'." " : ",C:' ->:-,-','-., ','- ". ,_o ,_", ,', '.', ,. - ',' Ó; , _.,'.--.,' -:. "

ción s.ub s tarrc'ia.l enlatiietodólogíapilrdla"d~tel'lnina~Í<)nde esteroicles,

c on s i de ramos que es unprocedimient~:~e¡ic~Z:deapliCadÓnclínica~,:~....
. _. i _" - - .. ' .,,', - " - . - '. - ' ".- -'", - -, . ,';--.-o:' '. ,_~, ',' ','" ,,,_.,,'. :, :',

para el estudio de la funció~:supral,'renarf:~ue~requiere tan¡S()lode/un

equipo de costo bajo, de escasopel"sonal.delaboratorio ydeuntiempo roL

n.irno de proceso.

La roproducibilidad

rrio lo demue st r-a el cálculo de e r ror.e standa.r que se obtuvo en las de te r>

rrii.na cio nc s por duplicado tanto en rnue s t ra s de pl.a sma tlp r o bl e n1a " , corno

de solución acuosa de co r ti s ol. y que fu.é siempre inferior al 3%.

Las diferencias que encontrarnos en. 108 niveles ele J.l oxie s te ro í des entre

el grupo control y el grupo s orrie t i'do a e s t.irnnlac ión prolongada de la co r--

to za sup-rarrenal, as/ corno a. otros dos grupos a los que ariatórni.ca , fisi2.

1 " , f ]/. t .» '" 1 f .... 1 doglca o .a r rna co .ogrca.mente "en12111 sup rrrmcia él .uncron s up ra r renar , ~

rnue st.ran que el rnétodo es capaz de descubrir estas variaciones en la c0ll.

c e nt r a.cí ón plasmática. dell 0:'<10 ste ro i de s . Este rango de sensibilidad es "

s ufi cienterrie nt'e lÍül para ser utilizado en Jos estudios clí.nicos rutinarios

.de los principa.le s padecim.ientos de la glándula suprarrenal.

este método no es capaz de clí s c ri.rnína r entre co rti s ol y corticoesterona

y~por lo tanto, no puede emplearse en los estudios b io qirirmco s fino s •.~
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Sin embargo , la sensibilidades comparable ala de otros métodos que emplean en

: -',- .,'. .', ,¡

sos solventes orgánicos, pero e.tUeno·incluyenuna croInatografía en alguno

de sus pasos.

Por otra parte, ta!nbiénde1:>~rnostE)nerencuentaque los valores obtenidos

en estas rnedi.ci.ones , a.uriquevce r cano s a la concentración real existente en

el pl a s rna , no co rrespClndpnex~lusiva;m.Emté,all():desteroídes., ya. que e xi~

.,', .,' ,,' ' .. .'. .....,

ten otras substancias enel plasma que fluol'~scen.enlamí srria longitud de

onda que estos esteroidescomopodrrans~rlasbasesp~ricas y pirirnídi-
. . ' ......•.....' -: '. .'.

.: .:-:"','.:"'-:,:.-:">>.:'"';.<:": :~ ~_.... ,­

de diferencia estadísticamel¡te significativa en las mediciones he-

ca s ,

La falta.

cha s en hombres y mujeres, pochía d~bersea un fenóm.eno al azar, habié!!,.

do se el.irni.nado vea.Irne nté la co nta.rni.na c ió n por estn,)genos, ° bien, porque

la eliminación de e s tas Jio rrnoria s ha sido parcial, pero suficiente pal'a esta

b l e ce r una f ra.nca diEer-enc.ia estad{sti(:~a,

Ericont r arno s corno una de las p r in c ípa.Le s ventajas de esta me todoIo g ía , el

hecho de que el tí.empo de proceso de un ensayo de seis tubos dura, en pr.9,

rnedí.c , 90 minutos, pe rrní.ti cndo aligerar el trabajo de laboratorio, si tom':..,

rn.o s en cuenta que otros 111.étoclos fl uo romé t rí co s emplean ent re B y 12 horas

de t ra.bajo efectivo.
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SU M A R 1 O

.".' '-,. . .-

Se des cribe un métodofluororn.éllricopa raia.deterl"uii1ación

de II oxie s te ro'ide s del plasma simplificado, qué.tiel'lE}unÓosto bajo

y requie re de un ca rto tiem.po de proceso.

Se de rnue s t ra m ediante el. estudio de varios grupos de pa-'"

c ie nte s Con diversos e stado s de fuu ci.ona rrri.errto suprarrenal

su sensibilidad y 1 mediante clan;:ílisis estadístico de rne dí...

c ione s por duplicado, Su re p.ro duci.bíIi.drád,
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