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SUMARIO

En este trabajo se describe un método para la determinacién de andros-
tendiona, progesterona, dihidrotestosterona, testosterona y 17—hidroxi—progestero-
na en muestras de 1 m| de suero femenino y masculino.

Después de la extracciodn de los esteroides la mezcla es sometida a cromato-
graffa en una columna de Lipidex—5000 (hidroxialcoxipropil Sephadex) en n—
hexano: cloroformo 95:5. La evaluacion final de los diferentes esteroides se hace
por medio de radicinmunoanalisis especificos usando carb6n—dextrano para sepa-
rar las fracciones libre vy ligada de la radioactividad.

Los cinco compuestos se resolvieron en cuatro fracciones eluyendo conjun-
tamente androstendiona y progesterona, las cuales fueron determinadas especifi-
camente usando antisueros selectivos. La recuperacion varid entre 63.5 y 93.7%
siendo los valores mas bajos para dihidrotestosterona. La interferencia o blanco
para los cinco esteroides fue inferior al Ifmite de deteccion de los radioinmuno-
andlisis (10 pg) y la exactitud, usando el criterio de la prueba de pureza radioqufmi-
ca, fue comprobada para los andlisis de progesterona y testosterona.

En un estudio comparativo se analizaron las cinco hormonas en un grupo
de hombres y mujeres normales mediante la determinacion directa del extracto y
después de la etapa cromatogrdfica. En la mayoria de los casos se encontraron
diferencias significativas entre los promedios de uno y otro método y solo en uno
de ellos (17—hidroxiprogesterona en suero masculino) no hubo diferencia.

Se establecieron los niveles de estos esteroides en suero femenino en las fases
folicular y luteal del ciclo menstrual v en algunos de ellos se estudié la variacion
circadiana. Dichos niveles también se determinaron después de practicar pruebas
de estimulo y/o de freno para su secrecion, en muestras provenientes de pacientes
con sospecha de alteracion relacionada con el hirsutismo.

> Departamento de Quimica, Facultad de Ciencias, Universidad Nacional, Bogota,
Colombia.
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SUMMARY

A method for the determination of androstenedione, progesterone, dihydro—
testosterone, testosterone and 17—hydroxyprogesterone in 1 ml samples of male
and female blood serum is described.

After extraction of the steroids they are chromatographed on a column of
Lipidex—5000 (hydroxyalkoxypropy! Sephadex) in n—hexane:chloroform, 95:5.
The final measurement of the individual steroids is made by radioimmunoassay
using dextran—coated charcoal in the separation of bound and unbound radio
activity.

We resolved these five compounds into four fractions with androstenedione
and progesterone eluting together, which were also determined specifically by use
of selected antibodies. The overall recovery ranged from 63.5 to 93.7 %, the lowest
values being for dihydrotestosterone. Blank values for all steroids were below the
detection limits of the assays (10 pg) and the accuracy, in terms of the radio-
chemical purity test, was confirmed for progesterone and testosterone de-
terminations.

In a comparative study the serum concentrations of these five steroids in a
group of normal males and females were measured by direct assay of the extract
and after the chromatographic step. All the assays gave significant differences in
the means by the two methods, except for 17—hydroxyprogesterone in male
serum, where the means were indistinguishable.

Also concentration values are presented for women in the follicular and
luteal phases of the menstrual cycle, some of them measured for circadian rythm.
In addition, values obtained in a group of patients with alterations related with
hirsutism are given after simulation and inhibition tests.

INTRODUCCION

La introduccion del radioinmunoanalisis (RIA) en el campo del
analisis de las hormonas esteroidales incrementd apreciablemente la
sensibilidad de las determinaciones. De esta manera fue posible estable-
cer las bajisimas concentraciones de muchas de las hormonas esteroida-
les y que escapaban a los |imites de deteccion de los métodos tradicio-
nales. Por otra parte, al poder correlacionar estos niveles con diversos
estados patologicos, abrié un campo nuevo en la investigacion de la
bioquimica y fisiologia endocrinas.

Una condicion esencial para que todo radioinmunoanalisis tenga
una alta exactitud es que cumpla con un alto grado de especificidad.
Para lograr esto se busca, por lo general, combinar un antisuero de
alta especificidad, con el mejor método que permita separar los esteroi-
des que se van a analizar de los demas compuestos que pueden interferir
en la reaccion inmunoldgica.
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Se han descrito varios métodos para extraer y purificar los este-
roides de tejidos y fluidos bioldgicos. Se pueden mencionar la croma-
tografia en papel y capa delgada (1), de columna con soportes como
celita (2), Sephadex LH—20 (3) y mas recientemente se ha introducido
el empleo de un derivado lipofilico del Sephadex, Lipidex—5000.(5).
Este derivado hidrofébico se hincha en solventes no polares en contras-
te con e| Sephadex LH—20, lo cual permite su empleo en la purificacion
de esteroides de baja polaridad y que dificilmente se pueden separar
por otros métodos. El propésito de este trabajo fue el de desarrollar un
método para la determinacion de cinco esteroides de importancia
bioguimica con un alto grado de especificidad, precision y exactitud.

Se empled la capacidad potencialmente alta que ofrece el
Lipidex—5000 para fraccionar endrostendiona, progesterona, dihidro-
testosterona, testosterona y 17—hidroxiprogesterona de suero humano,
para posteriormente medir sus niveles por medio de radioinmunoandlisis
usando antisueros de reconocida especificidad.

PARTE EXPERIMENTAL

Material para Andlisis

Las muestras de sangre se obtuvieron de mujeres y hombres
voluntarios sin ninguna enfermedad aparente. Las muestras de sangre
donde se sospechaba algun trastorno relacionado con hirsutismo se
obtuvieron de pacientes del Servicio de Endocrinologia del Hospital
Militar Central, Bogota.

Solventes y Reactivos

Todos los reactivos empleados eran de grado analitico. Los solven-
tes, con excepcion del eter, se destilaron antes de usarlos. Los esteroides
no radiactivos se obtuvieron de Steraloids [nc. (Wilton New Hampshire,
USA). Fueron cristalizados y su pureza se verificO por cromatografia
en capa delgada (silica gel, benceno:metanol, 95:5) y determinacion
de punto de fusion.

Esteroides Radioactivos

1,2,6,7—> H Testosterona (93 Ci/mmol), 5 —Dihidro 1,2,4,5,6,7—
3 H Testosterona (155 Ci/mmol), 1,2,6,7—3H Androst—4—ene 3, 17—
diona (99 Ci/mmol), ,2,6,7—>H Progesterona (92 Ci/mmol) y 17
—Hidroxi 1,2,6,7—>H progesterona (82 Ci/mmol) se obtuvieron del
Radiochemical Centre (Amersham, Inglaterra). Todos los esteroides se
purificaron por cromatografia con Sephadex LH—20 (tolueno:metanol
85:15) a intervalos de 2 meses y se guardaron en este solvente a 4°C.

85



Antisueros

Antitestosterona (77—E) obtenido de OMS y preparado por inocu-
lacion de oveja con testosterona—CMO— albumina sérica bovina.

Antitestosteronapreparado por Dr. C. Tafurt por inoculacion de
conejos con testosterona—CMQ—albumina sérica bovina. Se empled
para el RIA de dihidrotestosterona.

Antiprogesterona (79/6) obtenido de OMS y preparado en conejo
por inmunizacién con progesterona—CM)—albimina sérica bovina.

Anti 17—hidroxiprogesterona obtenido de Dr. M. Rivarola,
Buenos Aires, Argentina.

Soportes Cromatogréaficos

Sephadex LH—20 (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Suecia)
Lipidex—5000 (Packard Instrument Co., Downers Grove, II. USA)
Aprox. 6 g de lipidex equilibrados en n—hexano: cloroformo, 95:5 se
empacaron en columnas de vidrio (di = 1 cm) y el gel se dej6é decantar
por gravedad. Se hizo pasar solvente por lo menos 24 h. antes de su
empleo. La columna resultante media aprox. 12 cm.

Procedimiento Cromatogréfico

El diagrama de flujo empleado en la separacion de los cinco este-
roides se muestra en la fig. 1.

El suero (1 ml femenino, fase folicular; 0.1 mi| fem, fase luteal y
0.1 ml masculino) se mezcld con aprox, 5000 DPM (en 0.1 buffer fos-
fato 0.1 M, pH 7.0) de progesterona, testosterona,dihidrotestosterona
y 17-hidroxiprogesterona tritiados como estandares internos. Después
de 15 min. a temperatura ambiente se extrajo con éter etilico en pro-
porcion de 10 volimenes de solvente por volumen de muestra. Se agito
1 min., se congel6 la mezcla con hielo seco: etanol y se decant6 la fase
organica la cual se evapord a sequedad. El residuo se disolvié en 0.5 ml
del solvente cromatografico y se aplicd a la columna de lipidex. Las
cromatografias se realizaron a temperatura ambiente y a una velocidad
de flujo de 30 mi/h.

Se colectaron las fracciones indicadas (fig. 1) el solvente se evapor6

y el residuo se disolvié en 1 ml de buffer fosfato calentando en un bafio
de agua a 60°C por 5 min.

De cada solucion se tomaron 0.5 ml para determinar las recupe-
raciones de cada esteroide y 4 alicuotas de 0.1 ml para las estimaciones
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por RIA. Para las determinaciones de paralelismo se tomaron 3 alicuo-
tas de 0. 1, 0.05 y 0.025ml y 0.4 ml| para lecturas de recuperacion.

Radioinmunoandlisis

El método de radioinmunoanalisis empleado fue esencialmente el
descrito por Brenner et al (5). Se denomind método directo (D) al RIA
practicado sobre el extracto en eter y método cromatografico (C) al
realizado después de la inclusion de la etapa cromatogréfica. Después de
separar las fracciones libre y ligada de las hormonas, mediante carbon—
dextrano (1%, 0.1%, 0.5 ml), el sobrenadante (0.8 ml) se decanté en
viales que contenian etanol (1 ml) y se mezcl6é con el liquido de cen-
telleo (10 ml, 4 g PPO, 0.44 g dimetil POPOP, 20 ml etanol y tolueno
hasta 1 1). La radioactividad se midid en un contador beta, Beckman,
perteneciente al Hospital Militar.

La pureza final se evalué por el método descrito previamente (6)
cuando la cromatografia antecede al RIA. Seg(n el se asume gue una
fraccibn cromatografica estd pura cuando la actividad especifica
(radioactividad/masa) es constante a todo lo largo de la fraccién cro-
matografica. En este estudio se aplicd la prueba a |os andlisis de proges-
terona y testosterona en suero fase folicular donde la concentraciéon
relativa de las sustancias interferentes es alta. El suero (3—4ml) se
mezcld con esteroide tritiado (x10*DPM) y se hizo la cromatografia
en la forma usual. En la zona de elusion de la hormona en cuestion se
colectaron fracciones (1—2ml) que se denominaron con nimeros ara-
bigos de acuerdo con volumen eluido. Las fracciones se evaporaron, se
disolvieron en buffer (0.5 ml) y se tomé una alicuota (0.1 ml) pa-
ra determinar la masa por RIA y otra alicuota igual para medir la
radioactividad, ambas determinaciones por duplicado.

Célculos

Las curvas estdndar se linearizaron por el método logit-log (7).
En cada serie de analisis se construyé una nueva curva estandar. El
ajuste se hizo por un método de regresion lineal verificando la lineari-
dad por medio de la prueba de Fisher (valor F).

En las fracciones cromatograficas que contenian diferentes canti-
dades de estandar interno, fue necesario hacer una correccion para la
masa adicional al hacer el cdlculo de la masa real de las fracciones,
para lo cual se siguid el método descrito por Cekan y de Goémez (6).

Las pruebas de paralelismo se hicieron con base en la estadistica
del bioensayo (8) donde las respuestas (logits) de 3 dosis de hormona
pura se compararon con las obtenidas en 3 voliumenes de extracto de
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suera, ambos por triplicado. El paralelismo y la linearidad se analizaion
por las pruebas estadisticas de Fisher y de Student (valor t) a un nivel
de confidencia de 95%.

En lo que se refiere a las pruebas de pureza radioquimica se aplicd
un andlisis de regresion lineal de las actividades especificas de las frac-
ciones cromatograficas. La pendiente obtenida (b) y la estimacion del
error estandar de la pendiente (s,) se emplearon en el cdlculo de los
limites de confianza de la misma, a un nivel de confiabilidad del 95%.
Cuando dichos |imites de confidencia inclufan el valor cero, se asumia
una pendiente indistinguible de cero y por lo tanto existia constancia
en las actividades espec ificas.

RESULTADOS Y DISCUSION

El propésito de este estudio fue el de desarrollar un método radio-
inmunologico para la déterminacion de cinco hormonas esteroidales
clinicamente importantes, combinando el alto poder de resolucion del
Lipidex—5000 con la alta sensibilidad y especificidad del radioinmu-
noanalisis. Las condiciones en que se realizaron los RIAs se indican en
la tabla 1 y en la fig. 2 se muestra una curva estandar tipica. Siempre
se usé un rango entre logit 2 y logit —2 recomendado previamente (7)
y se descartaron las curvas cuyas pendientes (b) no estaban contenidas
dentro de los siguientes | imites de confidencia:

b - sbthS(n—Q) £ -2.303&b % st 95(n-2)

En estudios recientes (9, 10) se han realizado comparaciones de
los resultados obtenidos en analisis de plasma femenino y masculino

incluyendo una etapa cromatografica y sin ella, con el objeto de ver si
la cromatografia es un factor necesario para alcanzar resultados espe-
cificos. En esta investigacion se hizo un estudio del efecto sobre las
determinaciones de algunas hormonas esteroidales, al purificarlas
previamente en columnas de lipidex. En la tabla 2 se muestran los
volimenes de elusion relativos usando tres sistemas de solventes. Los
valores que figuran son el promedio de 4 cromatografias observadas
durante un periodo de 2 meses. Se escogié la mezcla hexano—cloro
formo 95:5 porque permite separar testosterona y dihidrotestosterona,
lo cual es una gran ventaja ya que asegura determinaciones especificas
para ambos compuestos. Aunque progesterona y androstendiona eluyen
superpuestas, se pudieron determinar selectivamente ya que los anti-
sueros respectivos no mostraron afinidades cruzadas.

El empleo de este sistema cromatogratico permitié separar efec-
tivamente del suero humano los cinco esteroides en cuestion, lo cual
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hizo posible su determinacion especifica y simultdnea usando un volu-
men reducido de muestra. (Fig. 3). El patrén de elusion se verifico
aproximadamente cada 2 semanas por un término de 2 meses que fue el
tiempo de empleo de una columna individual.

La exactitud del método se evalud por medio de experimentos de
recuperacion. A un pool de suero femenino, fase folicular, se agregaron
cantidades conocidas de esteroide no radioactivo y se midi6 la recupe-
racion al final de todo el proceso cromatografico. (Tabla 3). Los valores
encontrados son bastante altos lo que eventualmente podria indicar
que no es necesario emplear un estandar interno, excepto tal vez para
dihidrotestosterona, que repor*5 los valores mas bajos.

Para verificar la validez de las determinaciones por medio del sis-
tema Lipidex/RIA, se empled el criterio de la pureza radioguimica
descrita previamente (6). La prueba se aplicé a los analisis de progeste-
rona y testosterona en suero femenino fase folicular, por ser los que es
taban sujetos a mayores interferencias. La purificacion de testosterona
del suero (4 ml) adiconado con 20.000 DPM de testosterona tritiada,
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usando una columna de lipidex, condujo a valores de actividad especifi-
ca para las fracciones individuales estad isticamente indistinguibles para
los valores de masa comprendidos dentro del rango de concentracin
del método. (Fig. 3 y Tabla 4).

Este hallazgo contrasta con lo encontrado en experimentos simila-
res de purificacion de testosterona usando columnas de Celita (11),
donde no se encontré constancia en las actividades especificas dentro
del pico de elusion de este compuesto. Al encontrarse un incremento en
la desviacion de la linea de regresion a medida que aumenta el niimero
de atomos de tritio, se atribuyd este efecto al remplazo isotdpico, el
cual retarda la elusion de la forma tritiada. Los resultados de este
estudio muestran que no hay efecto isotopico en el sistema Testoste-
rona/Lipidex ni en el sistema Progesterona/Lipidex. Para este Gltimo
compuesto tampoco se encontro en el sistema Progesterona/Celita (6).
Se puede concluir por lo tanto que el efecto isotdpico depende no sblo
de la naturaleza de la molécula sino también del sistema cromatografico.

Las concentraciones de los cinco esteroides fueron determinadas
en grupos de mujeres y hombres normales por el método directo (D) y
cromatografico (C). (Tabla 5). En la mayoria de los casos se encontrd
diferencia significativa entre los promedios altanzados por uno y otro
método. Los niveles de significancia variaron dependiendo de la hormo-
na y del tipo de muestra y solo en uno de ellos (17—hidroxiprogeste-
rona/suero masculino) no existia diferencia significativa. Estos resulta-
dos indican que por lo general, el RIA directo puede estar sujeto a la
interferencia de sustancias presentes en el extracto que pueden dar
reaccion cruzada con el antisuero, en proporcion variable. La disminu-
cién de los valores al hacer la cromatografia, muestra que el Lipidex
es efectivo en la separacion de algunas de las sustancias interferentes y
por lo tanto, las determinaciones hechas en estas condiciones son mas
confiables.

Los valores normales de progesterona encontrados para las dos
fases del ciclo menstrual, son similares a los reportados por Apter et al,
(12) y Aedo et al. (13) y son un poco mas bajos que los de Janne et al.
(14). Se dispone sblo de unos pocos valores reportados para progeste-
rona y 17—hidroxiprogesterona en hombre. El valor de progesterona
encontrado en este estudio es igual al reportado por Janne et al.(14)
y la concentracion de 17—hidroxiprogesterona es similar a la descrita
por Sjoberg et al.(15). Con relacion a los niveles de testosterona en
mujeres no se encontré diferencia entre los promedios para las dos fa-
ses del ciclo. Este punto ha sido objeto de gran controversia, pues algu-
nos reportes muestran niveles luteales superiores (16) mientras otros
indican niveles foliculares mayores (17). En cambio los niveles mascu-
linos encontrados concuerdan con la literatura investigada (15) (16).
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Los resultados que aqui se reportan para la dihidrotestosterona
estdn de acuerdo con los reportados en la literatura (12) (18) y se
caracterizaron por ser relativamente estables en suero femenino fases
folicular y luteal. Los niveles de estas hormonas analizadas en suero
de pacientes con posible hirsutismo, resultaron elevados en compara-
cion con los normales. Los pocos casos femeninos donde se analizd la
variacion diurna de los niveles esteroidales, mostré fluctuaciones para
androstendiona y 17-hidroxiprogesterona y prdacticamente ninguna
para testosterona y dihidrotestosterona, lo que estd de acuerdo con
Aedo et al. (13). (Tabla 6).

Los cuatro androgenos respondieron a las pruebas de estimulo y
supresion de la funcion adrenal. El estimulo se practicd mediante la
administracion de ACTH (1 mg en depdsito a continuacion de la toma
basal) y posterior andlisis de los esteroides mencionados (4 pm). La
inhibicion de la produccion de esteroides se realiz6 mediante la aplica-
cion de dexametasona (1 mg, 11 pm) y andlisis posterior (7 am). No
es posible realizar una discusion de los valores encontrados bajo estas
pruebas pues el nimero de casos considerados fue reducido y porque
solo después de establecer los contenidos en sujetos normales tratados
en idénticas condiciones, sera posible encontrar su significado.

Sin embargo, con este estudio se puede afirmar que el empleo de
Lipidex como soporte cromatografico, permite aislar y purificar cinco
hormonas esteroidales de polaridad diversa y con una buena recupe-
racion. El hecho de que las columnas de lipidex se pueden usar varias
veces y por un término de 2 meses constituye una ventaja para el
método.

El empleo de volimenes pequeiios de muestra y ademas el poder
determinar simultdneamente hasta cinco hormonas con una buena
precision y reproducibilidad, son caracteristicas que hacen de este
método un instrumento muy Gtil en el estudio de problemas clinicos y
fisiologicos que dependan de una o varias de estas hormonas.
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