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SUMARIO 

En este trabajo se describe un método para la determinación de andros-
tendiona, progesterona.dihidi'otestosterona, testosterona y 17—hidroxi—progestero-
na en muestras de 1 ml de suero femenino y masculino. 

Después de la extracción de los esteroides la mezcla es sometida a cromato­
grafía en una columna de Lipidex—5000 (hidroxialcoxipropil Sephadex) en n— 
hexano: cloroformo 95:5. La evaluación final de los diferentes esteroides se hace 
por medio de radioinmunoanálisis específicos usando carbón—dextrano [jara sepa­
rar las fracciones libre y ligada de la radioactividad. 

Los cinco compuestos se resolvieron en cuatro fracciones eluyendo conjun­
tamente androstendiona y progesterona, las cuales fueron determinadas específi­
camente usando antisueros selectivos. La recuperación varió entre 63.5 y 93.7% 
siendo los valores más bajos para dihidrotestosterona. La interferencia o blanco 
para los cinco esteroides fue inferior al límite de detección de los radioinmuno­
análisis (10 pg) y la exactitud, usando el criterio de la prueba de pureza radioquími­
ca, fue comprobada para los análisis de progesterona y testosterona. 

En un estudio comparativo se analizaron las cinco hormonas en un grupo 
de hombres y mujeres normales mediante la determinación directa del extracto y 
después de la etapa cromatográfica. En la mayoría 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 y en algunos de ellos se estudió la variación 
circadiana. Dichos niveles también se determinaron después de practicar pruebas 
de estímulo y/o de freno para su secreción, en muestras provenientes de pacientes 
con sospecha de alteración relacionada con el hirsutismo. 

Departamento de Química, Facultad de Ciencias, Universidad Nacional, Bogotá, 

Ckjiombia. 
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SUMMARY 

A method for the determination of androstenedlone, 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 (hydroxyaikoxypropyl 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 f ive compounds into four fractions with androstenedlone 
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 
valúes being for dihydrotestosterone. Blank valúes 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. 

ln 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 slgnificant differences in 
the means by the two methods, except for 17—hydroxyprogesterone in male 
serum, where the means were indistinguishable. 

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

INTRODUCCIÓN 

La introducción del radioinmunoanálisis (RÍA) en el campo del 
análisis de las hormonas esteroidales incrementó apreciablemente la 
sensibilidad de las determinaciones. De esta manera fue posible estable­
cer las bajísimas concentraciones de muchas de las hormonas esteroida­
les y que escapaban a los límites de detección de los métodos tradicio­
nales. Por otra parte, al poder correlacionar estos niveles con diversos 
estados patológicos, abrió un campo nuevo en la investigación de la 
bioquímica y fisiología endocrinas. 

Una condición esencial para que todo radioinmunoanálisis 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 demás compuestos que pueden interferir 
en la reacción inmunológica. 
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Se han descrito varios métodos para extraer y purificar los este­
roides de tejidos y fluidos biológicos. Se pueden mencionar la croma­
tografía en papel y capa delgada (1), de columna con soportes como 
celita (2), Sephadex LH—20 (3) y más recientemente se ha introducido 
el empleo de un derivado lipofílico del Sephadex, Lipidex—5000.(5). 
Este derivado hidrofóbico se hincha en solventes no polares en contras­
te con el Sephadex LH—20, lo cual permite su empleo en la purificación 
de esteroides de baja polaridad y que difícilmente se pueden separar 
por otros métodos. El propósito de este trabajo fue el de desarrollar un 
método para la determinación de cinco esteroides de importancia 
bioquímica con un alto grado de especificidad, precisión y exactitud. 

Se empleó la capacidad potencialmente alta que ofrece el 
Lipidex—5000 para fraccionar endrostendiona, progesterona, dihidro­
testosterona, testosterona y 1 7—hidroxiprogesterona de suero humano, 
para posteriormente medir sus niveles por medio de radioinmunoanálisis 
usando antisueros de reconocida especificidad. 

PARTE EXPERIMENTAL 

Material para Análisis 

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

Solventes y Reactivos 

Todos los reactivos empleados eran de grado analítico. Los solven­
tes, con excepción del éter, se destilaron antes de usarlos. Los esteroides 
no radiactivos se obtuvieron de Steraloids Inc. (Wilton New Hampshire, 
USA). Fueron cristalizados y su pureza se verificó por cromatografía 
en capa delgada (sílica gel, benceno:metanol, 95:5) y determinación 
de punto de fusión. 

Esteroides Radioactivos 

1,2,6,7-^ H Testosterona (93 Ci/mmol), 5 -Dihidro 1,2,4,5,6,7-
^H Testosterona (155 Ci/mmol), 1,2,6,7-'H 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 cromatografía con Sephadex LH—20 (tolueno:metanol 
85:15) a intervalos de 2 meses y se guardaron en este solvente a 4°C. 
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Antisueros 

Antitestosterona (11-^ ) obtenido de OMS y preparado por inocu­
lación de oveja con testosterona—CMO—albúmina sérica bovina. 

Antitestosterona preparado por Dr. C. Tafurt por inoculación de 
conejos con testosterona—CMO—albúmina sérica bovina. Se empleó 
para el RÍA de dihidrotestosterona. 

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

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

Soportes Cromatográficos 

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 dejó decantar 
por gravedad. Se hizo pasar solvente por lo menos 24 h. antes de su 
empleo. La columna resultante medía aprox. 12cm. 

Procedimiento Cromatográfico 

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

El suero (1 ml femenino, fase folicular; 0.1 ml fem, fase luteal y 
0.1 ml masculino) se mezcló con aprox. 5000 DPM (en 0.1 buffer fos­
fato 0.1 M, pH 7.0) de progesterona, testosterona,dihidrotestosterona 
y 17—hidroxiprogesterona trillados como estándares internos. Después 
de 15 min. a temperatura ambiente se extrajo con éter etílico en pro­
porción de 10 volúmenes de solvente por volumen de muestra. Se agitó 
1 min., se congeló la mezcla con hielo seco: etanol y se decantó la fase 
orgánica la cual se evaporó a sequedad. El residuo se disolvió en 0.5 ml 
del solvente cromatográfico y se aplicó a la columna de lipidex. Las 
cromatografías se realizaron a temperatura ambiente y a una velocidad 
de flujo de 30 ml/h. 

Se colectaron las fracciones indicadas (fig. 1) el solvente se evaporó 
y el residuo se disolvió en 1 ml de buffer fosfato calentando en un baño 
de agua a 60°C por 5 min. 

De cada solución se tomaron 0.5 ml para determinar las recupe­
raciones de cada esferoide y 4 alícuotas de 0.1 ml para las estimaciones 
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por RÍA. Para las determinaciones de paralelismo se tomaron 3 alícuo­
tas de 0. 1, 0.05 y 0.025 ml y 0.4 ml para lecturas de recuperación. 

Radioinmunoanálisis 

El método de radioinmunoanálisis empleado fue esencialmente el 
descrito por Brenner et al (5). Se denominó método directo (D) al RÍA 
practicado sobre el extracto en éter y método cromatográfico (C) al 
realizado después de la inclusión de la etapa cromatográfica. Después de 
separar las fracciones libre y ligada de las hormonas, mediante carbón — 
dextrano (1%, 0.1%, 0.5 ml), el sobrenadante (0.8 ml) se decantó en 
viales que contenían etanol (1 ml) y se mezcló con el líquido de cen­
telleo (10 ml, 4 g PPO, 0.44 g dimetil POPOP, 20 ml etanol y tolueno 
hasta 1 I). La radioactividad se midió en un contador beta, Beckman, 
perteneciente al Hospital Militar. 

La pureza final se evaluó por el método descrito previamente (6) 
cuando la cromatografía antecede al RÍA. Según él se asume que una 
fracción cromatográfica está pura cuando la actividad específica 
(radioactividad/masa) es constante a todo lo largo de la fracción cro­
matográfica. En este estudio se aplicó la prueba a los análisis de proges­
terona y testosterona en suero fase folicular donde la concentración 
relativa de las sustancias interferentes es alta. El suero (3—4ml) se 
mezcló con esferoide tritiado (xlO^DPM) y se hizo la cromatografía 
en la forma usual. En la zona de elusión de la hormona en cuestión se 
colectaron fracciones (1—2ml) que se denominaron con números ará­
bigos de acuerdo con volumen eluído. Las fracciones se evaporaron, se 
disolvieron en buffer (0.5 ml) y se tomó una alícuota (0.1 ml) pa­
ra determinar la masa por R IA y otra alícuota igual para medir la 
radioactividad, ambas determinaciones por duplicado. 

Cálculos 

Las curvas estándar se linearizaron por el método logit-log (7). 
En cada serie de análisis se construyó una nueva curva estándar. El 
ajuste se hizo por un método de regresión lineal verificando la lineari-
dad por medio de la prueba de Fisher (valor F). 

En las fracciones cromatográficas que contenían diferentes canti­
dades de estándar interno, fue necesario hacer una corrección para la 
masa adicional al hacer el cálculo de la masa real de las fracciones, 
para lo cual se siguió el método descrito por Cekan y de Gómez (6). 

Las pruebas de paralelismo se hicieron con base en la estadística 
del bioensayo (8) donde las respuestas (logits) de 3 dosis de hormona 
pura se compararon con las obtenidas en 3 volúmenes de extracto de 
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suero, ambos por triplicado. El paralelismo y la linearidadseanalizaion 
por las pruebas estadísticas de Fisher y de Student (valor t) a un nivel 
de confidencia de 95%. 

En lo que se refiere a las pruebas de pureza radioquímica se aplicó 
un análisis de regresión lineal de las actividades específicas de las frac­
ciones cromatográficas. La pendiente obtenida (b) y la estimación del 
error estándar de la pendiente (ŝ )̂ se emplearon en el cálculo de los 
límites de confianza de la misma, a un nivel de confiabilidad del 95%. 
Cuando dichos límites de confidencia incluían el valor cero, se asumía 
una pendiente indistinguible de cero y por lo tanto existía constancia 
en las actividades específicas. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

El propósito de este estudio fue el de desarrollar un método radio-
inmunológico para la determinación de cinco hormonas esteroidales 
clínicamente importantes, combinando el alto poder de resolución del 
Lipidex—5000 con la alta sensibilidad y especificidad del radioinmu­
noanálisis. Las condiciones en que se realizaron los RIAs se indican en 
la tabla 1 y en la fig. 2 se muestra una curva estándar típica. Siempre 
se usó 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 I imites de confidencia: 

b - s t 4 - 2 . 3 0 3 < b 4- s t 05/^1-2^ 
b . 9 5 ( n - 2 ) ^ b .95 (n 2) 

En estudios recientes (9, 10) se han realizado comparaciones de 
los resultados obtenidos en análisis de plasma femenino y masculino 
incluyendo una etapa cromatográfica y sin ella, con el objeto de ver si 
la cromatografía es un factor necesario para alcanzar resultados espe-i 
cíficos. En esta investigación 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 
volúmenes de elusión relativos usando tres sistemas de solventes. Los 
valores que figuran son el promedio de 4 cromatografías observadas 
durante un período de 2 meses. Se escogió la mezcla hexano—cloro 
formo 95:5 porque permite separar testosterona y dihidrotestosterona, 
lo cual es una gran ventaja ya que asegura determinaciones específicas 
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 permitió separar efec­
tivamente del suero humano los cinco esteroides en cuestión, lo cual 
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ANT1SUFF3CJ; D ILUCIÓN 1-21.OOÜ 

og ramos de EBterti irfe 

F \ C . 2 . CURVA OE C A L I B R A C i O N PARA PROGESTERONA 

hizo posible su determinación específica y simultánea usando un volu­
men reducido de muestra. (Fig. 3). El patrón de elusión se verificó 
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 evaluó por medio de experimentos de 
recuperación. A un pool de suero femenino, fase folicular, se agregaron 
cantidades conocidas de esferoide no radioactivo y se midió la recupe­
ración al final de todo el proceso cromatográfico. (Tabla 3). Los valores 
encontrados son bastante altos lo que eventualmente podría indicar 
que no es necesario emplear un estándar interno, excepto tal vez para 
dihidrotestosterona, que repor+ó los valores más bajos. 

Para verificar la validez de las determinaciones por medio del sis­
tema Lipidex/RIA, se empleó el criterio de la pureza radioquímica 
descrita previamente (6). La prueba se aplicó a los análisis de progeste­
rona V testosterona en suero femenino fase folicular, por ser los que es 
taban sujetos a mayores interferencias. La purificación 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 específi­
ca para las fracciones individuales estadísticamente indistinguibles para 
los valores de masa comprendidos dentro del rango de concentración 
del método. (Fig. 4 y Tabla 4). 

Este hallazgo contrasta con lo encontrado en experimentos simila­
res de purificación de testosterona usando columnas de Celita (11), 
donde no se encontró constancia en las actividades específicas dentro 
del pico de elusión de este compuesto. Al encontrarse un incremento en 
la desviación de la I ínea de regresión a medida que aumenta el número 
de átomos de tr i t io, se atribuyó este efecto al remplazo isotópico, el 
cual retarda la elusión de la forma tritiada. Los resultados de este 
estudio muestran que no hay efecto isotópico en el sistema Testoste-
rona/Lipidex ni en el sistema Progesterona/Lipidex. Para este último 
compuesto tampoco se encontró en el sistema Progesterona/Celita (6). 
Se puede concluir por lo tanto que el efecto isotópico depende no sólo 
de la naturaleza de la molécula sino también del sistema cromatográfico. 

Las concentraciones de los cinco esteroides fueron determinadas 
en grupos de mujeres y hombres normales por el método directo (D) y 
cromatográfico (C). (Tabla 5). En la mayoría de los casos se encontró 
diferencia significativa entre los promedios alfcanzados 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 existía diferencia significativa. Estos resulta­
dos indican que por lo general, el RÍA directo puede estar sujeto a la 
interferencia de sustancias presentes en el extracto que pueden dar 
reacción cruzada con el antisuero, en proporción variable. La disminu­
ción de los valores al hacer la cromatografía, muestra que el Lipidex 
es efectivo en la separación de algunas de las sustancias interferentes y 
por lo tanto, las determinaciones hechas en estas condiciones son más 
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 más bajos que los de Jánne et al. 
(14). Se dispone sólo 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 Jánne et al.(14) 
y la concentración de 17—hidroxiprogesterona es similar a la descrita 
por Sjóberg et al.(15). Con relación a los niveles de testosterona en 
mujeres no se encontró 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) (Ig). 
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Los resultados que aquí se reportan para la dihidrotestosterona 
están 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
ción con los normales. Los pocos casos femeninos donde se aaalizó la 
variación diurna de los niveles esteroidales, mostró fluctuaciones para 
androstendiona y 17—hidroxiprogesterona y prácticamente ninguna 
para testosterona y dihidrotestosterona, lo que está de acuerdo con 
Aedo et al. (13). (Tabla 6). 

Los cuatro andrógenos respondieron a las pruebas de estímulo y 
supresión de la función adrenal. El estímulo se practicó mediante la 
administración de ACTH (1 mg en depósito a continuación de la toma 
basal) y posterior análisis de los esteroides mencionados (4 pm). La 
inhibición de la producción de esteroides se realizó mediante la aplica­
ción de dexametasona (1 mg, 11 pm) y análisis posterior (7 am). No 
es posible realizar una discusión de los valores encontrados bajo estas 
pruebas pues el nijmero de casos considerados fue reducido y porque 
solo después de establecer los contenidos en sujetos normales tratados 
en idénticas condiciones, será posible encontrar su significado. 

Sin embargo, con este estudio se puede afirmar que el empleo de 
Lipidex como soporte cromatográfico, permite aislar y purificar cinco 
hormonas esteroidales de polaridad diversa y con una buena recupe­
ración. 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 volúmenes pequeños de muestra y además el poder 
determinar simultáneamente hasta cinco hormonas con una buena 
precisión y reproducibilidad, son características que hacen de este 
método un instrumento muy útil en el estudio de problemas clínicos y 
fisiológicos que dependan de una o varias de estas hormonas. 
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