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IL. INTRODUCCION

Las hormonas esteroides se caracterizan por presentar el niicleo del ciclopentanoperhidro-
fenantreno y su sintesis comienza a partir del colesterol. En los mamiferos, la fuente principal de
colesterol se obtiene de las lipoproteinas plasmdticas de la circulacién o de los ésteres de colesterilo,
aunque también hay sintesis en las gldndulas endécrinas a partir de acetato, El proceso de conversién
de colesterol a hormonas esteroides comprende varias transformaciones quimicas reguladas por
acciones enzimdticas. Los principales pasos implicados en la derivacion de los esteroides
hormonales se presentan en la figura 1. Los esteroides producidos se clasifican dependiendo del
nimero de dtomos de carbono que presentan, asx: tenemos los pregnanos (C-21), los androstanos

(C-19) y los estranos (C-18).

Las hormonas esteroides se sintetizan en €l humano en los siguientes érganos: glandulas
suprarrenales, ovarios y testiculos y la presencia en mayor o menor concentracion de ciertas
enzimas, como la 17-hidroxilasa o aromatasa, deciden la ruta biosintética a seguir. Asf, en la corteza
suprarrenal se sintetiza principalmente cortisol [C-21] y pequefias cantidades de andrégenos [C-
193; el testiculo, produce testosterona [C-19] y pequefias cantidades de estrégenos; las células de
la teca ovdrica sintetizan estrégenos [C-18]; mientras que el cuerpo liteo prod-uce progesterona [C-

21] y pequenas cantidades de estrégenos [C-18] como se observa en la figura 2.

La 17-hidroxiprogesterona es un producto intermedio de todas las rutas esteroideas y su

nivel de produccién se puede ver afectado en la suprarrenal por la deficiencia de enzimas que
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participan en la sintesis de cortisol, como en el caso de la hiperplasia adrenal congénita debida

principaimente a deficiencia de 21-hidroxilasa ¢ a deficiencia de 11-hidroxilasa en menor grado.
También se pueden encontrar niveles elevados de 8 a 10 veces sobre las concentraciones normales,

originados por la presencia de ovarios poliquisticos.

En condiciones normales, los niveles periféricos de 17-hidroxiprogesterona durante la fase
lutefnica, reflejan la actividad secretora del ovario que contiene el cuerpo amarillo, al presentar un
patrén de excrecion paralelo al de la progesterona, Esta caracteristica puede utilizarse como un

método indirecto para detectar ovulacion.

El cortisol es el principal glucocorticoide humano producido en 12 zona fasciculada de la
gldndula suprarrenal y su secrecién es controlada por la hormona adenocorticotréfica [ACTH]
hipofisiaria. Esta hormona es secretada en forma intermitente produciéndose variaciones diurnas
con cifras méximas alrededor de las 6:00 a 8:00 hrs y las cifras disminuyen a la mitad por la tarde
[18:00 hrs]. Algunas de las funciones mds importantes que ejerce el cortisol es el control de la
secrecion de ACTH en la hipdfisis, mantienc el nivel de glucosa sanguinea, favorece la
gluconeogénesis en el higado,etc., por lo que su determinacion permite evaluar la actividad de la
corteza suprarrenal. Esta actividad puede verse afectada, y podemos encontrar hipercortisolismo
plasmadtico en el sindrome de Cushing que puede ser: dependiente de ACTH como en el caso de
adenomas hipofisiarios y ACTH ectdpica e independiente de ACTH debida a una produccién
auténoma por tumor adrenal. La produccion de cortisol puede estar disminuida en pacientes con

insuficiencia adrenal [Sindrome de Addison] o debido a deficiencias enzimdticas como en la
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hiperplasia adrenal congénita. El poder medir éstas hormonas permite conocer la fisiopatologia

orgdnica y evaluar la respuesta al tratamiento.

Una de las necesidades para la medicién de dichas hormonas, es la de contar con técnicas
lo suficientemente sencillas para hacer determinaciones cuantitativas y que puedan ¢jecutarse en

pequedios volimenes de una muestra de fluido biolégico.

Antes de 1960 las substancias presentes en pequenas cantidades en los fluidos corporales
eran dificiles de medir y los métodos para cuantificar hormonas esteroides se realizaban en forma

indirecta mediante la medicién de sus metabolitos en la orina.

En la década de los 60’s, la disponibilidad de hormonas marcadas isotdpicamente, hizo
posible la utilizacién de métodos sofisticados que permitieron valorar la mayor parte de las
hormoras esteroides con actividad biolégica reconocida. Sin embargo, estos métodos requerian
gran voiumen sanguineo, procesos de purificacion cromatogréfica tediosos y demasiado tiempo

para el niimero de muestras a procesar, resultando inadecuados para la rutina.

Berson y Yallow [1] en 1959 establecieron una metodologia basada en un ensayo de unién
competitiva utilizando anticuerpos anti-insulina. Posteriormente Murphy [2] en 1963 describié un
método de unién competitiva utilizando proteinas transportadoras para la determinacién de
esteroides y en 1969, Abraham [3] publico la primer aplicacién del radioinmunoandlisis para la

medicién de esteroides en liquidos bioldgicos .
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El radioinmunoandlisis [RIA] es un método que ofrece algunas ventajas como son: a]
sensibilidad, que es la capacidad de un sistema de medicién para detectar pequcﬁas cantidades de
sustancias, b] especificidad, esto €s, la capacidad del sistema para medir unicamente la sustancia
de interés, ¢] exactitud, que es la capacidad para determinar la cantidad real de sustancia presente
y d] la precisi6n, que se refiere a la reproducibilidad del ensayo y representa la caracteristica final
especial ya que proporciona determinaciones extremadamente reproducibles de duplicados de

muestras aplicadas durante un solo ensayo.

El radioinmunoan4lisis es el resultado de las observaciones de Berson y Yallow [1], en
donde, se pueden detectar bajas concentraciones de una hormona al determinar su capacidad
antigénica y ser unida especificamente por anticuerpos dirigidos contra ella. Por lo tanto, la
competencia entre moléculas de hormona no marcadas con aquellas que'est{m marcadas con
radiois6topos por los mismos sitios de unién con el anticuerpo, causa una disminucion de la cantidad

de material marcado unido a los anticuerpos presentes.

IUna muestra, con una cantidad de hormona desconocida, puede ser medida al compararla
con una serie de estdndares con cantidades conocidas de hormona no marcada, porque presenta la
misma competencia con las moléculas de hormona marcada por la unién con los anticuerpos. Al
incrementar las cantidades de antigeno no marcado, los sitios de unién de los anticuerpos presentes
en el ensayo son progresivamente saturados, consecuentemente, se une menos antigeno marcado.

-—

La incubacién de los componentes del sistema permite que ocurra una reaccién de equilibrip



22

y 1& suusccuente separacion del antigeno unido a los anticuerpos del * *no unido'’ o " “libre'' y1a
medicién de la cantidad de radicactividad de una o ambas fases, permite la cuantificacién de la

reaccion que ha ocurrido.

En términos simples; el radioinmunoandlisis se realiza de la siguiente manera: 1] obtencién
de los corponentes necesarios para hacer ¢l ensayo [antigeno no marcado, antigeno marcado, an-
ticuerpo], 2] interaccion de los componentes bajo circunstancias apropiadas, 3] separacién de los
componentes especificos, 4] medicién de éstos componentes con técnicas que midan el trazador
radioactivo y 5] elaboracién de una curva patrén con una serie de cantidades conocidas de la
sustancia 2 medir [hormona no marcada], para tenerla como referencia al comparar una muestra

desconocida de paciente y poder encontrar su valor,

Los anticuerpos son el reactivo mas importante del radioinmunoandlisis, por lo que es
necesario contar con antisueros de buena calidad. La produccién de éstos anticuerpos se ha
mostrado en numerosos reportes, en los que se manejan esteroides conjugados en forma covalente
a una proteina de alto peso molecular, Para lograr esta unién se han utilizado puentes de
hemisuccinato [4-7], carboximetiloxima [5-8] o bién por medio de un puente sulfhidrilo [9] entre

ambas moléculas.

Un factor importante que influye en la especificidad del antisuero producido, es el sitio de
conjugacion de la proteina acarreadora. La proteina debe estar acoplada al esteroide en una regién

alejada de los grupos funcionales, para que puedan actuar como determinantes antigénicos [10]. Las
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dosis y las vias de inoculacién, el tiempo y los animales de experimentacién para producir
anticuerpos son variadas [5-7,11]. Los animales que se han utilizado son caballos, cerdos, ovejas
y chivos, sin embargo es el conejo de Nueva Zelanda el que brinda mejores resultados y es de mas

facil manejo.

La 17-hidroxiprogesterona se ha medido en forma indirecta por métodos quimicos al medir
su metabolito urinario, el pregnantriol [12]. Esta hormona se ha medido en plasma por métodos de
unién competitiva que utilizan proteina transpotadora de corticosteroides [13-14] y también por
radioinmunoandlisis (RIA) se han descrito numerosos reportes, sin embargo los antisueros
utilizados presentan diferentes caracteristicas debido al sitio de conjugacién con la proteina
acarreadora del antigeno inductor. Asf, West [15] utilizé un antigeno acoplado a una proteina en
posicién C-21 y un puente hemisuccinato; Hamond [16] utilizé el mismo puente en posicién C-17,

y Abraham [7], Lee [17] y Pratt [S] utilizaron como puente carboximetiloxima en posicién C-3.

El cortisol puede ser determinado colorimétricamente porque su cadena lateral de
dihidroxiacetona reacciona con la fenilhidracina en 4cido sulfirico. Este método fué desarrollado
por Porter y Silver [18,19] y cominmente se conocen como 17 hidroxicetoesteroides (17-OHCS).
También se ha medido por métodos cromatogrificos [20] y por métodos de unién competitiva
utilizando Ja transcortina (proteina transportadora del cortisol) [2,21]. Por radioinmunoandlisis se
han utilizado diferentes antisueros: Ruder [22] los induce al utilizar e] antigeno unido en posicion
C-21 a la proteina por un puente hemisuccinato, Nishina y cols. [10] inducen ademds con otro

antigeno unido en posicién C-3 con un puente de carboximetiloxima, antigeno que también
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ssitizaron Fahmy [23] y Magyar [24]. Ellos obtuvieron antisueros relativamente especificos por lo

que sugieren que la muestra a determinar sea tratada previamente con una cromatografia de columna

para separar los componentes especificos.
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. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Al ver la necesidad de contar con métodos como el radioinmunoandlisis para medir
lormonas esteroides que sean de utilidad en las clinicas de endocrinologia, endocrinologia

ginecoldgica y andrologia, es que se han planteado los siguientes objetivos:

1. Inducir anticuerpos anti-hormonas esteroides [cortisol y 17- hidroxiprogesterona] en

conejos de Nueva Zelanda.

2. Caracterizar dichos antisueros para conocer su especificidad.

3. Demostrar su utilidad al aplicarlos en técnicas de radioinmunoandlisis.

4. Incrementar los recursos 1€cnicos en clinica e investigacitn en el 4rea endocrinol6gica.

5. Reducir €l costo operativo.
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II. MATERIAL Y METODOS

REACTIVOS QUIMICOS
1.1. Esteroides puros [Steraloids Inc.]
1.1.1. Estrégenos [C-18]
- Estratrien-3,178 diol [Estradiol]
- Estratrien-3-0l,17-one [Estrona]
- Estratrien-3,16,178 triol [Estriol]
1.1.2. Andrégenos [C-19]
- 5 Androstan-178 ol-3-one [5 Dihidrotestosterona]
- 4-Androsten-3,17-dione [Androstendiona]
- 4-Androsten-178 ol-3-one [Testosterona)
- 5-Androsten-38 ol-17-one [Dehidroepiandrosterona}
- 5-Androsten-38 ol-17-one-NaO,SO [Dehidroepiandrosterona Sulfato}
1.1.3. Progestagenos [C-21]
- 5Pregnan-3,20-dione [Pregnandiona]
- SBPregnan-3 ,20 -diol [Pregnandiol]
- 58Pregnan-321-diol-20-one [Tetrahidrocortisol]
- 58Pregnan-17«21-diol-3,11,20-trione [Dihidrocortisona]
- 58Pregnan-3-20-dione [S8 Hidroxiprogesterona)
~ - 58Pregnan-3%,118,17«21-tetrol-20-one [Tetrahidrocortisol]

- 58Pregnan-3e, 170,20 %2 1-tetrol-11-one [Cortolona]
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- 58Pregnan-3,17,20-triol [Pregnantriol]
- 58Pregnan-118,17,21-triol-3,20-dione [58 Dihidrocortisol]
- 58Pregnan-3,118,21-triol-20-one [Tetrahidrodesoxicorticosterona)
- 4-Pregnen-17,21-diol-3,20-dione {11-Desoxicortisol]
- 4-Pregnen-174-21-diol-3,11,20-trione [Cortisona])
- 4-Pregnen-3,20-dione [Progesterona]
- 4-Pregnen-17a-0l-3,20-dione [17_ Hidroxiprogesterona]
- 4-Pregnen-21-ol-3,20-dione [Desoxicorticosterona])
- 4-Pregnen-21-01-3,11,20-trione [11-Dehidrocorticosterona)
- 4-Pregnen-118-17% 21-triol-3,20-dione [Cortisol]
- 5-Pregnen-38-17«diol-20-one [17-Hidroxipregnenolna]
- 5-Pregnen-38-0l-20-one [Pregnenolona]
1.2. Esteroides conjugados con albiimina bovina [Steraleids Inc.]
1.2.1. 4-Pregnen-17&-ol-3,20-dione-3-O-Carboximetiloxima: BSA
1.2.2. 4-Pregnen-118-17«,21-triol-3,20-dione-3-O-Carboximetiloxima:BSA
- 1.3, Esteroides marcados isotépicamente [New England Nuclear] |

1.3.1. Hidrocortisone [1,2,6,7- H}(N)]

Ace 80.0 Ci/fmmol, 0.25 mCi/0.25 ml -Benzeno/Etanol 9:1 v/v

1.3.2. Hidroxiprogesterone 17a¢[1,2-H*(N)]

Ae 50.0 Ci/mmol, 0.25 mCi/0.25 ml -Benzeno/Etanol 9:1 v/v

1.4. Adyuvante completo de Freund [Gibco]

27
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1.5. Solventes orgdnicos

1.5.1. Eter etilico [Merck]
1.5.2. Tolueno [Merck]
1.5.3. Metanol [Merck]

1.6. Soluci6n (0.9 %) de Cloruro de Sodio [Lab. Piza]

PREPARACION DE SOLUCIONES
2.1. Amortiguadores
2.1.1. Sol. amortiguadora de fosfatos (0.1 M) (pH 7) con .1% de gelatina y .1% de
azida de sodio

Fosfato de Sodio monobdsico (NaH,PO,) 0.05 M

Fosfato de Sodio dibédsico (Na,HPO,) 0.05M °
Cloruro de Sodio (NaCl) 9.00 g
Azida de Sodio (NaN,) 1.00g
Gelatina [Knox] 1.00 g
Agua destilada y desmineralizada 1000 mi

2.1.2. Sol. amortiguadora de boratos (0.06 M) (pH 8)
Acido Bérico 4.00¢g
Agua destilada y desmineralizada 1000 ml
2.1.3. Sol. amortiguadora de boratos/metanol 90/10 v/v
2.2. Soluciones precipitantes

2.2.1. Solucién de Carbdn-Dextran
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" Carbén activado [Darco] 625.0 mg
Dextrdn T-70 [Sigma] 62.5 mg
Sol. amortiguadora de fosfatos 100.0 ml

2.2.2. Sol. sobresaturada de Sulfato de Amonio

2.3. Solucién de centelleo
PPO (2,5,dipheniloxazole) [Sigma] 40
2-Metil-POPOP-2-(4-metil-5-pheniloxazolil)[Sigma] 0.1 g
Tolueno 1000 ml

2.4. Soluciones de esteroides puros. Para cada esteroide se prepard la siguiente serie de

diluciones:

- Solucién Base

5.0 mg de esteroide y aforar a 5.0 ml con metanol (1.0 mg/1.0 ml)

- Solucién Base diluida (S.B.dil.)

tomar 0.1 m! de sol. Base y aforar a 10.0 ml con metano! (10.0 pg/1.0 mi)
- Soluciones para la Curva Patrén -

-Solucién A

tomar (0.2 ml de S.B.dil. y aforar a 10.0 ml con diluyente (100,000 pg/0.5 mi)
-Solucién B

tomar 0.1 ml de S.B.dil. y aforar a 10.0 ml con diluyente (10,000 pg/0.5 ml)

-Solucién C

tomar 0.2 ml de Solucién A y aforar a 10.0 ml con diluyente (2,000 pg/0.5 ml)
-Solucién D
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tomar 0.1 ml de Solucién A y aforar a 10.0 ml con diluyente (1,000 pg/0.5 ml)

-Solucién E
tomar 0.05 ml de Solucién A y aforar a 10;0 ml con diluyente (500 pg/0.5 ml)
-Solucién F
tomar 0.025 ml de Solucién A y aforar a 10.0 ml con diluyente (250 pg/0.5 ml)
-Solucién G
tomar 0.1 ml de Solucién B y aforar a 10.0 ml con diluyente (100 pg/0.5 ml)
-Solucién H
tomar 0.05 ml de Solucién B y aforar a 10.0 ml con diluyente (50 pg/0.5 ml)
-Solucién I
tomar 0.025 ml de Solucién B y aforar a 10.0 ml con diluyente (25 pg/0.5 ml)
-Solucidn J
tomar 0.1 ml de Solucién C y aforar a 10.0 ml con diluyente (10 pg/0.5 ml)
-Diluyentes:
-Para la técnica de 17 hidroxiprogesterona se utilizé sol. amortiguadora de fosfatos.
-Para la técnica de cortisol se utilizé Metanol/Benceno 3/95 v/v.
2.5. Soluciones de esteroides marcados isotépicamente

2.5.1. Solucién Base marcada de 17 hidroxiprogesterona tomar 0.25 ml de esteroide

marcado y aforar a 10.0 ml con Benceno/Etanol (9:1) v/v.

-Solucién Base marcada diluida de 17-hidroxiprogesterona.

tomar 0,1 ml de sol. Base y evaporar en presencia de Nitrégeno, resuspender

en 21.0 ml de sol. amortiguadora de fosfatos.
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Esta solucién contiene 0.012 uCi/0. 1ml
(C10,000 cpm ~75.0 pg de masa/0.1 ml).
2.5.2. Solucién Base marcada de cortisol.

tomar 0.25 ml de esteroide marcado y aforar a 10.0 ml con Benceno/Etanol
9:1) viv.
-Solucién Base marcada diluida de cortisol.

tomar 0.1 ml de sol. Base y evapora én preseqcia de Nitrdgeno, resuspender
en 20.0 ml de sol. amortiguadora de boratos. Agregar 1.0 mi de gamma
globulina humana.

Esta solucién contiene 0.012 uCi/0.1ml

("10,000 cpm ~50.0 pg de masa/0.1 ml)

MUESTRAS BIOLOGICAS.
3.1. Sueros humanos.
3.1.1. Sueros obtenidos de mujeres que acudieron a la consulta de infertilidad (iel
Hospital Universitario en:
a) Fase ldtea y fase folicular.
b) condiciones basales, y post-estimulacién con A.C.T.H.
3.1.2. Sueros de varones de la misma consulta en condiciones basales y post-supresién
con dexametasona.

3.1.3. Sueros de varones estudiantes voluntarios de la carrera de Medico Cirujano
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Partero de la U.A.N.L. en condiciones basales y post-supresién con
dexametasona.
3.2. Sueros de conejos.

Obtenidos post-inmunizacién.

4. INDUCCION DE ANTICUERPOS
4.1. Animales de experimentacién.
Se utilizaron conejos de Nueva Zelanda de 45 dias de edad, machos, blancos, con peso
aproximado de 1.5 kg.
4.2, Inmunizaciones.

Emulsiones formadas por un mg de esteroide conjugado disuelto en un ml. de solucién
salina y un ml. de adyuvante completo de Freund, fueron aplicadas en el lomo a cada uno de los
congjos, (3 animales por esteroide) por via intradér-mica y/o subcutdnea. El primer mes en forma
semanal, €l segundo mes en forma quincenal y del tercer mes en adelante en forma mensual durante

35 semanas.

3 ESTIMACION DE LOS NIVELES DE ANTICUERPOS ANTI-ESTEROIDES Y SE
LECCIGN DEL METODO DE RADIOINMUNOANALISIS.
A partir del segundo mes de iniciadas [as inoculaciones, se evalué la respuesta inmunolégica
através de puncidn de ia vena marginal de la or¢ja de cada conejo. Serealizaron pequefios sangrados
y por radioinmunoandlisis se¢ midi6 el tftulo de anticuerpos producidos, determinado por el

porciento de antigeno marcado que se une a los anticuerpos al utilizar una cantidad constante de
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hormona marcada y diluciones scriadas de antisuero.

Como no se conocia el comportamiento de los antisueros frente a los antigenos, ni los
requerimientos de pH de la solucién amortiguadora o el periodo de incubacién para llegar al
equilibrio, fué necesario probar en dos métodos convencionales de RIA los dos antisueros. Se
utilizaron amortiguadores diferentes, se modificaron los perfodos de incubacién y s¢ probaron
varios métodos de separacién de los componentes formados durante la reaccién antigeno-

anticuerpo.

Es indispensable mencionar que el método de separacién en RIA es un factor ceterminante
para la divisién de los componentes formados, la medicién de dichos componentes y los cdlculos
posteriores, ya que el complejo antigeno- anticuerpo formado durante el pfocedi miento no precipita
debido a que éste ocurre a concentraciones extremadamente bajas (10°10a 10°12M). Por tanto, para
remover el complejo antigeno-anticuerpo o el antigeno no unido es necesario seleccionar un
procedimiento de separacién basado en las propiedades del antigeno y la naturaleza del material
biolégico ensayado. El procedimiento debe ser rdpido, de bajo costo, simple y el factor mas

importante es una completa separacién con un minimo margen de error.

Existen numerosas técnicas de separacién descritas para RIA pero aqui solo s¢ mencionan
las utilizadas en este proyecto:
1) Técnicas de adsorcién.- Estdn basadas en la remocién del antigeno marcado no unido del

sistema, después que ha conclufdo la reaccién, Muchos factores fisicos y quimicos determinan el



34
sistema de adsorcion como el tamario y carga del antigeno, la composicién y concentracién de otras

protefnas presentes, pH, fuerza idnica y otras variables en la mezcla. Una ventaja adicional es, que
reducen la concentracidn de el antigeno libre a un valor cercano a cero en forma répida, ésto, reduce
o elimina factores que pueden causar disociacién del complejo. Algunos adsorbentes comtinmente
utilizados son ¢l carbén, talco, silicatos, etc., estos agentes tienen como caracteristica comun, la
rdpida unién al antigeno no unido. Uno de los agentes mas utilizados es el carbdn pre-tratado con
dextran (en una relacién de dextrdn al 10% en carb6n) que mejora las propiedades adsortivas y que
con una simple centrifugacién permite hacer la separacién al empacar el carbén-dextrdn en el fondo

de un tubo de ensaye.

2) Técnicas de precipitacién no especifica.- Utilizan el principio de que a una concentracién
critica de sales inorgénicas o liquidos orgdnicos, los anticuerpos (garﬁma globulinas) son
insolubles, mientras que el antigeno libre permanece en solucidén. En consecuencia, éste
procedimiento precipita todo el anticuerpo presente, que incluye la porcién de antigeno marcado
unida al antisuero. Bajo éstas condiciones la separacién de las fracciones unidas y libres de antigeno
marcado pueden ser separadas por centrifugacidn. Este efecto de precipitacién con sales puede ser
afectado por varios factores como pH, fuerza ibnica, constante dieléctrica, temperatura y
concentracién proteica. Los reactivos mas utilizados son el sulfato de amonio en solucién

sobresaturada y al 60 % y el etanoi 96°.

Para desarrollar la fase de separacién en esta metodologia, en el RIA de 17-hidroxipro-

gesterona se decidié utilizar la precipitacién con carbén-dextrdn, que deja en suspensién el
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somplejo Ag-Ac (fraccién unida) que es lo que se mide en el contador de centelleo. Este método,

]

equiere de un testigo de la capacidad precipitante de la mezcla, para conocer la cantidad de
lormona marcada que se une en forma inespecifica (ui) a la protefna de la solucién amortiguadora.
Esta mezcla debe precipitar mas del 90% de hormona marcada, por 1o que en los tubos marcados
(vi) el % de unién deberd ser <10%. Esta cantidad de hormona marcada que queda en suspension,

s¢ resta a todo el ensayo.

Para el RIA de cortisol se utilizé una solucién sobresaturada de sulfato de amonio que
precipita la fraccién unida al anticuerpo y en suspensién queda la fraccidn libre, que en éste caso
esla que se lleva al conteo de radioactividad. Por lo tanto, para conocer la fraccién unida se obtiene
ladiferencia de los valores de las cuentas totales (cantidad constante de hormona marcada que es
afiadida a cada uno de los tubos del ensayo) y la fraccién libre (hormona marcada no unida al
antisuero) y al relacionar la diferencia con las cuentas totales se conoce el porciento de unién.
Para estimar los niveles de anticuerpos anti-esteroides producidos s¢ hizo una dilucién inicial del
antisuero 1:100, a partir de esta dilucién se prepararon las diluciones siguientes: 1:1000, 1:2500,
1:5000 y 1:10000. Cada dilucién del antisuero fué enfrentada a una cantidad constante del antigeno

marcado correspondiente,

En las figuras 3 y 4 se presentan los diagramas de flujo que representan los esquemas de los
métodos finalmente utilizados en las titulaciones. Estos métodos fueron manejados durante todo el
estudio para cada hormona y se indica la cantidad de reactivo necesario, el tiempo y 1a temperatura

-

deincubacién y la velocidad de centrifugacidn. Cada dilucién fué trabajada por duplicado y se buscé
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SOL.AMORTIGUADORA DE HORMONA MARCADA
.DE ANTISUERO ; ) .
?;51000 A 1:40000) FosraTtos(0.1M) (pH7) {~10000¢cPM~70prG)

0.1mc 0.5ML 0.1m

INCUBAR
B0’ A T.AMBIENTE
g0‘ A 4°C

PRECIPITAR
CARBON-DEXTAN
0.2ML

INCUBAR
20" a 4°C

CENTRIFUGAR
5* a 3500 RPM A 4°C

TRANSFERIR
EL SOBRENADANTE A UN VIAL
+ 5ML Di L{QUIDO CINTILADOR

EXTRACCION
MEZCL]? EN YorTEX 10"

CONTEQ DE RADIOACTIVIDAD
ConTADOR Pakarp(mMop 3320)

Figurd 3. Esquema general del método utilizado para el RIA de
17=-hidroxiprogesterona.
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Dil. del antisuero Sol.amortiguadora Hormona Marcada
(1:1000 a 1:10000) de Boratos (pH_8) ( 10000cpm S0pg)
G.1 ml 0.1 ml 0.1 ml

INCUBAR

120' a T.ambjente

PRECIPITAR
sol. de Sulfatc de Amonio
0.2 ml

CENTRIFUGAR
1$' a 3500 RPM a T.ambiente

TRANSFERIR
el sobrenadante a2 un vial
+ 5.0 ml de Liq. cintilador

EXTRACCION
mezclar en vortex 10"

CONTEO DE RADIOACTIVIDAD
contador Packard (Mod.3320)

Figura 4. Esquema general del método utilizado para el RIA de
Cortisol.
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aquella que uniera el 50% de hormona marcada. Esto se logré al relacionar 1as cuentas de la fraccién

unida (complejo Ag-Ac) /las cuentas totales x 100.

Al obtener titulos adecuados (> 1:1000) se hicieron sangrados mayores a través de la arteria
central de la oreja de los conejos. El suero fué separado y para preservarlo se afiadié azida de sodio

al0.1% y se congeld a -10°C.

6. AJUSTE DE LA CURVA PATRON.

Para lograr un buen equilibrio entre el anticuerpo y €l antigeno marcado y el no marcado,
fué necesario ajustar las concentraciones de los mismos para buscar aquellos que permitieran tener
una buena pendiente en una curva patron dosis-respuesta. La curva patrén seleccionada tenia
sensibilidad, es decir, cubria un amplio margen de concentraciones de hormona no marcada. La
sensibilidad se mejora cuando se cuenta con una hormona marcada de alta actividad especifica (Ae)
que permita manejar una baja concentracién de masa marcada y la concentracion del anticuerpo

permitird manejar un amplio rango de valores de antigeno no marcado.

Como las hormonas marcadas utilizadas en este estudio son de alta actividad especifica se
manejaron concentraciones que proporcionaron ~10,000 cpm con una masa < 100 pg/tubo. Las
curvas patrén comprendieron soluciones de esteroide no marcado en concentraciones de 10, 25, 50,
100, 250, 500 y 1000 pg/tubo para 17-hidroxiprogesterona y 50, 100, 250, 500 y 1000 pg/tubo para
cortisol. Los rangos se escogieron conforme a las diferentes concentraciones en que se encuentran

circulando en plasma sanguineo (17-hidroxiprogesterona: 0.1 - 3.3 ng/ml mujeres normales y 3.6
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-26.3 ng/ml mujeres embarazadas. Cortisol: 50 - 250 ng/ml).

Con respecto al antisuero, se manejaron fres diluciones que unieran entre 40 y 60% de
kosmona marcada (permanecen constantes Ias cantidades de hormona marcada y no marcada de la
wrva patrén). En la tabla I se presenta €l protocolo de frabajo a seguir para 17-hidroxiprogesterona
yen la tabla II €l protocolo para cortisol, en donde se indican los volimenes requeridos de la dilucién
de esteroide puro, de la hormona marcada y de la dilucién del antisuero utilizado. Cada curva fué

realizada por duplicado. Como se manejaron tres diluciones de antisuero, se llevé una curva patrén

para cada una y se eligié aquella que mostré mejor desplazamiento de la hormona marcada.

Los datos de las curvas patrén obtenidas fueron graficadas en papel semi-logaritmico y logit-
log (El primero proporciona una curva sigmoide y el segundo la lineariza al utilizar la conversién

logaritmica del eje de las abscisas y logaritmica neperiana del eje de las oordenadas) [25].

T CARACTERIZACION DE LOS ANTISUEROS

Las caracterfsticas de especificidad fueron evaluadas al cruzar la dilucién Gptima del
antisuero obtenido con otros esteroides que tienen caracteristicas estructurales muy semejantes o
bien que circulan en concentraciones fisiol6gicas altas. Para este propdsito, se desarroll6 un ensayo
¢n el que se manejé la curva patrén elegida en el ajuste de reactantes es decir con la dilucién de
antisuero y en otras series de tubos la curva patrén fué€ substituida por las curvas de los otros

esteroides no marcados en concentraciones de S0, 100, 250, 500, 1,000, 10,000 y 100,000 pg/tubo.
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En las tavias I y IV se muestran los protocolos a seguir en una caracterizacién parcial con
esieroides que se encuentran en concentraciones fisioldgicas de importancia en el humano. Los
volimenes que se indican fueron aplicados por tubo para cada concentracién de esteroide no
marcado siguiendo el esquema correpondiente para cada hormona. Todo €l ensayo fué realizado

por duplicado.

Para conocer el grado de reactividad cruzada que presenta el antisuero con otros esteroides, .
se procedié a graficar las cuivas patrén obtenidas del esteroide apropiado y los esteroides en
cuesiion en papel semi-logaritimico. Se busco en la gréfica la cantidad de picogramos de hormona
que desplaza el 50% de hormona marcada para cada uno de los esteroides y se utiliz6 Ia férmula

descrita por Abraham [25] que se presenta en la tabla V.

Al conocer las caracter{sticas parciales de los diferentes antisueros, se procedié a mezclar
aquellos que presentaron caracteristicas semejantes y posteriormente se les practicd una caracteri-

22Cion con una serie mas completa de esteroides.

8. CONFIABILIDAD DEL METODO DE RADIOINMUNOANALISIS,

La utilizacién ¢ interpretacion ¢ptimas de los datos proporcionados por el radioinmu-
noandlisis, requieren un fino conocimiento sobre la precisién y reproducibilidad del método.
Idealmente un RIA es confiabie, si los resultados siempre expresan el contenido real de la muestra
con un grado aceptable de precisién dentro de los limites del error experimental. En la prictica,

le expresion del contenido real de Ia concentracién de una muestra nunca ocurre, ya que las
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TABLA III
Protocolo de trabajo para la caracterizacién de los antisueros anti~17 hidroxi-
progesterona.
Concentraciones Dil. de 17hidroxi-
Tubao Clave de hormonas antisuero progesterona
{10-100,000 pg) (1:20,000) marcada.
1- 22 17 Hidroxiprogesterona 0.5 ml 0.1 ml 0.1 ml
23- 44 Progesterona 0.5 ml G.1 ml 0.1 ml
45- 66 5 Dehidroprogesterona 0.5 ml 0.1 ml 0.1 m1
67- 88 Testosterona 0.5 ml 0.1 ml 0.1 ml
89-11¢0 Dehidroepiandrosterona 0.5 ml G.1 m1 0.1 m1
111-132  Dehidroepiandrosterona-$ 0.5 ml 0.1 ml 0.1 ml
133-154 Cortisol 0.5 ml 0.1 ml 0.1 ml
155-376  Pregnenoclona 0.5 ml 0.1 ml 0.1 ml
0.S ml 0.1 ml 0.1 ml

177-198 Estradiol

TABLA IV
Protocolo de trabajo para la caracterizacidn de los antisueros anti-
cortisol.
Concentraciones Dil. de

Tubo Clave de Hormonas anticuerpo Cortisol
(50-100,000 pg) 1:20,000 Marcado
1- 22 Cortisol 0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml
21- 40 Compuesto-S 0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml
41- 60 Compuesto-E 0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml
61- 80 Progesterona 0.iml 0.1 ml 0.1 ml
81-100 17-OlProgestercona 0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml
1¢1-120 Desoxicortisol 0.1 ml 0.7 ml 0.1 ml
121-140 Testosterona 0.3 ml 0.1 ml 0.1 ml
141-160 Tetrahidrocortisol 0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml
161-180 Dihidrogortisol 0.1 ml 0.1 ml 0.1 m1




TABLA V

Férmula descrita por Abraham para obtener la reactividad cruza-

da de los antisueros con otros esteroides expresada en %.

Masa de 17-OHprogesterona requerida para
Y e =L desplazar al 50% de antigeno marcado.
reactividad = - ; —— : x 100
crusats Masa de esteroide "X" requerida para des-

plazar al 50% de antigeno marcado.
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mediciones se encucntran siempre dispersas alrededor de una media aproximada al valor real.
Como en todo método cuantitativo, los criterios de confiabilidad del RIA incluyen la precisién,la

sensibilidad, la exactitud y la especificidad.

8.1. Precision.

La precisién de un andlisis se define como el grado de variacién en la cuantificacién repetida
de una misma mauestra alrededor de la media y se expresa en terminos de dispersién dentro de un
andlisis (variacion intra-anglisis) y entre *“n'' niimero de andlisis (variacién interandlisis), ésta

iltima expresidn es el reflejo de la reproducibilidad del método.

La precisién en este estudio, se evalué en determinaciones por sextuplicado de la misma
muestra en ¢l mismo andlisis y en diferentes andlisis. Este pardmetro, habitualmente se expresa

como coeficiente de variacién y se obtiente mediante la siguiente férmula:

DE DE =desviacién estdndar
CV= x 100 "X =promedio de los valores
X obtenidos.

8.2. Seunsibilidad.
La sensibilidad del andlisis, que se define como la minima cantidad detectable que es sig-
nificativamente diferente de cero y ademas permite distinguir una concentracidon de otra, es

dependiente de la precision de Ja curva dosis-respuesta. Por lo que fué estudiada a través de la
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variacién interandlisis de la curva patrén en siete diferentes ensayos.

8.3. Exactitud. .

La exactitud de un andlisis, es el grado de acercamiento entre el valor obtenido a ravés del
RIA y la concentracion real de la muestra, Fué evaluada con experimentos de recuperacion, en los
que a unos sueros que contenfan la hormona a determinar en concentraciones extremadamente
bajas, obtenidos de pacienies sometidos a supresién de las gldndulas suprarrenales con dexam-

etasona, se les agregaron cantidades conocidas del esteroide en valores alto, medio y bajo, para

demostrar la proporcionalidad de lo anadido y lo recuperado expresado en porciento.

8.4. Especificidad.

La especificidad de un RIA, se define como el reconocimiento selectivo de una estructura
quimica, por ejemple una hormona que desea cuantiﬁcarse.sin que exista interferencia de
estructuras andlogas u otras substancias presentes en la muestra. Este criterio es altamente
dependiente de la especificidad de los anticuerpos. En este trabajo, la especificidad fué estudiada

en los experimentos de reactividad cruzada del antisuero con sustancias andlogas.

9. APLICACION DEL METODO

Para demostrar la aplicacién de cada método, se midieron los niveles de esteroide sérico en

varias condiciones fisioldgicas.

-
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9.1. Determinacién de 17 hidroxiprogesterona.

a) Se midio en suero de 12 mujeres voluntarias que acudieron a la consulta de infertilidad
del Hospital Universitario, cuyas edades fluctuaron entre 21 y 44 afios y a las que se les pidieron
determinaciones hormonales durante las fases folicular, ovulatoria y hitea. La 17-hidroxiprogester-

ona solo se determind durante los dfas -9 y -21 en cuenta inversa del ciclo menstrual.

b) También se midid esta hormona en el suero de tres mujeres que fueron sometidas a
estimulacién de 1as gldndulas suprarrenales con ACTH (hormona adenocorticotréfica) para conocer
su capacidad esteroidogénica. El dia del estudio se canalizd la vena radial y se hizo toma de sangre .
(denominada basal), inmediatamente después se administraron 40 UI de ACTH diluidas en 10 ml
de suero fisiolégico y a los 30°, 60°, 90' y 120' después de dicha dosis se colectaron muestras de

sangre,

9.2. Determinacién de cortisol.

a)El cortisol se midié en sueros de 24 varones voluntarios, estudiantes de la carrera de
Meédico Cirujano Partero de la U.A.N.L. cuyas edades fluctuaron entre los 19 y 23 afios y a los
que sc les efectud una historia clinica completa, la cual no revelé patologia aparente. El dia del
estudio se les practicaron sangrados venosos a las 8:00 y 20:00 hrs, posteriormente s¢ les administré
una dosis de 2 mg de dexametasona a las 23.00 hrs para suprimir la funcién de las gldndulas
suprarrenales y 9 horas después de dicha administracién (8:00 hrs del siguient‘e dfa) se les hizo otro

—

sangrado venoso.
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Se separaron {os sueros por centrifugacién y se mantuvieron en congelacién a -10°C hasta

antes de ser procesados.

b)Finalmente, para confirmar la capacidad del método implementado para medir cortisol,
se hicieron determinaciones de esta hormona con dicho método en 28 sueros procedentes de otro
laboratorio a los que se habfa medido la hormona con un estuche comercial marca Amersham. Se

determind el coeficiente de correlacién *“r'’ de Pearson entre ambos resultados.

10. TRATAMIENTO DE LOS SUEROS PREVIO AL RIA
Debido a las diferentes concentraciones en que se encuentran en sangre los esteroides a

medir y para tener 6ptimos resultados fué necesario tratar los sueros de la siguiente manera.

10.1. RIA de 17 hiroxiprogesterona.

Antes de realizar el RIA se requirid una extraccidn del suero con eter dietilico, para obtener
los esteroides y evitar interferencias con los componentes del mismo. Se tomé 0.5 ml de suero mas
5.0 ml de eter dietilico y se mezcl6 en forma vigorosa con agitador mecdnico por u.n minuto. Se
esperd a que se separaran las fases, se congeld a -10°C la fase acuosa y se evapord en atmdsfera
de nitrégeno. El extracto seco fué resuspendido en 2.5 ml de solucién amertiguadora de fosfatos

y se tomd 0.5 ml para el RIA.

Para llevar un control en el proceso de extraccidn, se utilizaron testigos para conocer las

pérdidas de esteroide que se presentan durante ¢l mismo, en el que se utilizaron tubos a los que se
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les anadié 0.4 ml de suero y 0.1 ml de hormona marcada (710,000 cpm/0.1 ml) y se sometieron

al mismo procedimiento. La diferencia es que el extracto seco de estos tubos se resuspendiéen 0.5
ml de solucién amortiguadora y todo el volimen se llevé a contar. Las cuentas obtenidas se
relacionaron con las de testigos de hormona marcada que fueron pipeteados directamente en viales

y asi se obtuvo la recuperacién en porciento.

Asi, para obtener la concentracién de la hormona se sigui6 la férmula;

PEX5

= ng de 17 hidroxiprogesterona/ml
(VSP) (% R) (1000)

pg= lectura de masa al leer en la curva patron,

5 = dilucidn del suero al resuspender en 2.5 ml.

VPS=voliimen de suero procesado (0.5 ml)

%R= % de recuperacién

1000= para transformar picogramos(pg) a nanogramos(ng)

10.2. RIA de cortisol.
Para la determinacién de cortisol solo fué necesario hacer una dilucién 1:50 del suero.
Tomar 0.1 ml de suero mas 4.9 ml, de esta dilucién se tomé 0.1 ml para el RIA.

Por lo que la férmula para conocer la concentracién de la hormona fué:



pg x50
---------— = ng de cortisol/ml
(VSP) (1000)
pg= lectura de masa en la curva patrén.
50 = dilucién del suero.
VSP= vollimen de suero procesado (0.1 ml)

1000= para transformar pg a ng.

50
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IVRESULTADOS

1. 17 HIDROXIPROGESTERONA
1.1. Produccién y caracterizacién de los antisueros anti-17 hidroxiprogesterona.
1.1.1.Estimacién de los niveles de anticuerpos .

La tabla VI muestra los resultados de las titulaciones de los sueros obtenidos durante el tercer
sangrado hecho a cada uno de los conejos, y en la figura 5, se presentan los mismos resultados
graficados en papel semi-logaritmico. Las flechas indican el punto en que se encuentra el 50% de
la hormona marcada unida al anticuerpo, se puede observar muy buena respuesta en los tres cone;os,

ya que los titulos en este sangrado fueron superiores a 1:5,000.

Se hizo una titulacién y su gréfica correspondiente para cada uno de los sangrados obtenidos

durante la monitorizacién.

En la figura 6 se presentan las fechas de los sangrados mayores (15-20 ml cada uno), cada
punto expresa el titulo del antisuero que une un 50% de esteroide marcado. Se observan respuestas
diferentes, los conejos 3 y 5 muestran respuestas paralelas, pero los titulos del congjo 3 fueron muy
superiores. Es de sorprender Ia gran respuesta que presentd el conejo 1 en el cuarto sangrado con

un titulo de 1:35000.

1.1.2, Ajuste de la curva patrén.

En la tabla VII se muestran como ejemplo, los resultados del ajuste de 1a curva patrén del



TABLA VI
Evaluacidn de los titulos de los antisueros anti-~

17-hidroxiprogesterona.

Conelo i p—
Tubo Clave CNPM -ui Uo %
1- 2 CT 10637 10327
3- 4 ui 310
S- 6 1: 1000 8472 8162 79.0
7- 8 1: 5000 8856 8546 82.7
9-10 1:10000 6414 6104 59.1
11-12 1:20000 3745 3435 33.2
13-14 1:30000 2715 2405 23.2
Conejo-3
15-16 1: 1000 8448 ' 7220 75.8
17-18 1: 5000 8469 8159 79.0
19-20 1:10000 6479 6169 59,7
21-22 1:20000 3879 3569 34.5
23-24 1:30000 2630 2320 22.4
Conejo-5
25-26 1: 1000 8983 8673 83.9
27-28 1: 5000 6706 6396 61-9
29-30 1:10000 4127 3817 36.9
31-32 1:20000 2103 1793 17.3
33-34 1:30000 1635 1325 12.8
35-36 ui ’
37-38 cT

CT= cuentas totales
ui= pnidn inespecifica
CPM=cuentas por minuto
CNPM=promedio del par de CPM
Uos=¢antidad de hormona marcada que se une al anti-
suero CcT - 100
CNPM-UI - Uoc x 100
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TABLA VII

Actividad del antisuero en diferentes concen-
traciones en la curva dosis respuesta para el
RIA de 17hidroxiprogesterona.

Dilucién 1:10000 ey

tubo Clave CNPM -ui (U) U/uo
1- 2 cT 10803 10377

3- 4 ui 426

5- 6 "Q'masa 6925 6499

7- 8 10 pg 6488 6062 93.2
9-10 25 pg 5903 5477 84.3
11-12 50 pg 5633 5207 80.1
13-14 100 pg 4598 4172 64.2
15-16 250 pg 2707 2281 35.1
17-18 500 pg 1876 1450 22.3
19-20 1000 pg 1407 - 981 15.1
21-22 "0'masa

Dilucibn 1:15000

23-24 cT 10803 10377

25~26 ui 426

27-28 "0'\masa 5729 5303

29-30 10 pg 5209 4783 90.2
31-32 25 pg 4815 4383 82.7
33-34 50 pg 4291 3685 72.9
35-36 100 pg 3477 3051 57.5
37-38 250 pg 2074 1648 31.0
39-40 500 pg’ 1721 1295 244
41-42 1000 pg . 1291 865 16.3
43-44 ")'masa

Dilucién 1:20000

45-46 cT 10803 10377

47-48 ui 426

49-50 “)'masa 4362 3936

51-52 10 pg 4067 3641 92.5
53-54 25 pg 3659 3233 82.1
55-56 50 pg 3260 2834 72.0
$7-58 100 pg 2662 2236 56.8
59-60 250 pg 1547 i121 28.4
61-62 SO0 pg 1221 795 20.1
63-64 1000 pg 876 450 11.4
65-66 "0*yaca

U =cantidad de hormona marcada unida al anti-
suero en presencia de hormona no fharcada.

Do=cantidad de hormona marcada unida al anti-
suero en ausencia de hormona no marcada.
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2° sangrado del conejo 3. En la figura 7, los resultados obtenidos graficados en papei semi-

logaritmico y en la figura 8 los mismos resultados graficados en papel logit-log que permite
linearizar la curva sigmoide obtenida en la grafica anterior. Las curvas dosis-respuesta obtenidas,
muestran un buen desplazamiento de la hormona marcada con las tres difuciones de antisuero, sin
embargo la dilucién 1:20000 cubre un rango que va del 90% al 10% de la grdfica, permitiendo
mayor discriminacion entre una dosis y otra. Para cada sangrado mayor se hizo una eleccion del

titulo ajustado que fué el que se utilizd para su caracterizacion.

1.1.3.Caracterizacién de los antisueros obtenidos.

En la tabla VIII se presentan los c¢4lculos obtenidos para cada una de las curvas patrén de
los diferentes esteroides en una caracterizacién parcial del antisuero obtenido del conejo 1 en el 2°
sangrado, se puede observar que los esteroides estudiados producen un desplazamiento de ld
hormona marcada en conceniraciones muy altas. En la figura 9, se muestran los mismos resultados
graficados en papel semi-logaritmico. Fué en este tipo de grdfica en donde se obtuvieron los datos
para aplicar la formula de Abraham y asi conocer la cantidad de masa de esteroide no marcado que
desplaza el 50% de hormona marcada. En la tabla IX se muestran los cdlculos para obtener el
porciento de reactividad cruzada y los resultados de las caracterizaciones parciales de los sangrados

del conejo 1.

Como se observa en estos resultados, los antisueros muestran caracteristicas muy semejan-
tes, por lo que se procedié a hacer mezclas (pool) de sueros para realizar una caracterizacion mas

Completa. Los resuitados se presentan en la tabla X y muestran una reactividad cruzada del
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TABLA VIII

Caracterizacidn parcial del antisuero anti-17hidroxiprogesterona del

primer sangrado del conedio 1.

17 HIDROX IPROGESTERONA DEHIDROEPIANDROSTERONA-SULFATO
Tubo Clave U/Uo Tubo Clave U/Uo

1-2  CT 61-62 50 pg  100.0

3-4 ui 63-64 100 ™ 100.0

5- 6  "O'masa 65-66 500 ™ 100.0

7-8 10 pg 93.3 " 67-68 100 * 100.0

9-10 25 pg 76.8 69-70 10000 " 100.0

11-12 50 pg 72.2 71-72 100000 " 86.4

13-14 100 pg 58.1

15-16 250 pg 34.2 ;

17-18 ggg pg }g-g TESTOSTERONA

19584 Booipe > DEHIDROEPTANDROSTERONA (DHA}
PROGESTERONA ESTRADIOL .
21-22 50 pg 100.0 muestran resultados muy semejantes a
23-24 100 " 98.2 los de DHA-Sulfato.

25-26 500 " 83.8

27-28 1000 ™ 15:1

29-30 10000 58.2

31-32100000 ™ 26.9

5.4 DEHIDROPROGESTERONA

33-34 50 pg 100.0

35-36 100 ™ 100.0

37-38 500 " 100.0

39-40 1000 " 95.6

41-42 10000 * 58.4

43-44 100000 ** 18.6

CORTISOL

45-46 50 pg 100.0

47-48 100 “ 100.0

49-50 500 ™ 100.0

51-52 1000 * 100.0

$3-54 10000 " 92.5

55-56 100000 * 59.9

PREGNENOLONA

57-58 S0 pg 100.0

59-60 100 100.0

61-62 500 95.3

63-64 1000 " 86.8

65-66 10000 " 73.4

67-68 100000 " 49.6

CT=cuentas totales

ui=unidén inespecifica .

U =cantidad de hormona marcada unida al antisuero en presencia de hormona
no marcada.

Uo=cantidad de--hormona marcada unida al antisuero en ausencia de hormona
no marcada.
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TABLA IX

Caracterizaciones parciales de los antisueros anti-17hidroxi-

progesterona obtenidos del conejo 1.

ESTEROIDE Sangrado-1 Sangrado-2 Sangrado-3
1?7 Hidroxiprogesterona 100.00 100.00 100.00
Progesterona 0.72 0.70 1.50
5 ADehidroprogesterona 0.86 1.00 0.30
Pregnenclona 0.13 0.10 0.10
Cortisol 0.10 0.10 0.10
Testosterona 0.10 0.10 0.10
Dehidroepiandrosterona 0.10 0.10 0.10
Dehidroepiandrosterona-S 0.10 . 0.30 0.10
Estradiol 0.10 ' 0.10 0.10

Concentraciones de masa de las diferentes hormonas que- muestran
desplazamiento del 503 de hormona marcada.

17 HIDROXIPROGESTERONA 130 pg
PROGESTERONA 15000 *
5 A8 DEHIDROPROGESTERONA 18000 **
PREGNENOLONA 100000 ™

Cilculos para obtener el % de reactividad cruzada.
Al substituir estos valores en la formula de Abraham tenemos:

Progesterona: 18o00—< 100 = 0.72%
58 Dehidroprogesterona: Tg}yg-g—x 100 = 0.86%

Pregnenolona:T—o—o—B—g-g—x 100 = 0.13%



TABLA X
Caracterizacidn General. Reactividad cruzada de los antisueros

anti-17-hidroxiprogesterona conh algunocs esteroides.

% de Reaccién Cruzada

ESTEROIDE Pool C-1 Pool C-3 Pool C-5
17 =HIDROXIPROGESTERONA 100.00 100.060 100.00
17 X HIDROXIPREGNENOLONA 1.15 4,33 2.60
PROGESTERONA 1.33 0.55 1.14
PREGNANDIONA 0.51 0.15 0.30
S5 PREGNEN 3,20 DIONE 0.19 0.17 0.48
PREGNENOLONA <0.1 <0.1 0.16
CORTISONA <0.1 <0.1 <0,1
DIHIDROCORTISONA <0.1 <0.1 <0,.1
CORTISOL <0.1 <0.1 <0.9
11-DESOXICORTISOL <0.1 <0.1 <0.1
54 DIHIDROCORTISOL <0.1 <0.1 <0.1
TETRAHIDROCORTISOL <0.1 <0.1 ) <0.1
TETRAHIDRODESOX ICORTISOL «<0.1 <0.1 <0.1
DESOXICORTICOSTERONA <0.1 <0.1 <0.1
11-DEHIDROCORTICOSTERONA <C.1 <0.1 <0.1
TETRAHIDROCORTICOSTERONA <0.1 <0.1 <0.1
CORTOLONA <0.1 <Q.1 <0.1
PREGNANDIOL <0.1 <0.1 <0.1
PREGNANTRIOIL, <0.1 <0, 1 <0.1
DEHIDROEPIANDROSTERONA <0.1 <0.1 <Q.1
DEHIDROEPIANDROSTERONA-SULFATQ <0.1 <0.1 <0.1
ANDROSTENDIONA <C.1 <0.1 <0.1
TESTOSTERONA <0.1 <0, 1 <0.1
DIRIDROTESTOSTERONA <0.1 <0.1 <0.1
ESTRONA <0.1 <0.1 <0.1%
ESTRADIOL <0.1 <0.1 <0.1

ESTRIOL <0.1 <0.1 <0.1
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antisuero con otros esteroides muy baja, lo que indica una alta especificidad para la 17-

hidroxiprogesterona.

De los sangrados mayores se logré obtener los siguientes volimenes de suero:
conejo 1- 37.0 ml
conejo 2- 69.0 mi

conejo 3- 90.0 ml

total 196.0 ml

Los sueros fueron fraccionados en alicuotas de 0.5 y 1.0 ml en frascos dmpula, se

Liofilizaron, sellaron y congelaron a -10°C para su conservacién.

1.2, Confiabilidad del método de radioimunoanilisis.
1.2.1.Precisién.
La precisidn, estudiada a través de intra-andlisis e interandlisis en plasmas de 4 diferentes
concentraciones, se presenta en la tabla XI. El coeficiente de variacién intra-andlisis mas alto fué

de 11.9% y el del inter-andlisis del 10.0%.

1.2.2.Sensibilidad,
La sensibilidad-del método, estudiada a través de la variacidn interandlisis de la curva patrén

en 7 diferentes andlisis fué de 10 pg de 17-hidroxiprogesterona, que es la menor cantidad de



TABLA XI
Precisidn del método de RIA para medir

17-hidroxiprogesterona.

17-hidroxi-
progeiterona cv

Intra-andlisis (n) (x = 1DS) (%)
Suerc A (6) (0.67 £ 0.08) (11.9)
Sueroc B (6) (2.11 £ 0.25) (1.8

Inter-andlisis
Suero C (6) (0.50 % 0.05) &o.0)
Suero D (6)  (0.83 % 0,06) { 7.3)

n =namero de determinaciones
Cv=coeficiente de variacién



= 65

hormona que se puede distinguir de **0'* con un coeficiente de variacién del 1.3% y un 95% de
limite de confianza. En Ja tabla XII se presentan los resultados de 1a sensibilidad y precisién de la
curva patrén, en la que se muestran los promedios de los porcientos de unién (U/Uo x 100) £ 1
DE (Desviacion Estandar) para cada una de las concentraciones estudiadas y el coeficiente de
variacién respectivo. En la iiltima linea se presenta el coeficiente de correlacién * “r'' de Pearson
efectuado a las curva patrén de los andlisis 1, 4, 7 y a la curva promedio. Los resultados muestran
una correlacién superior a 0.8, conociendo como correlacion perfecta 1a unidad. En la figura 10

se presentan estos datos en una grafica utilizando papel semi-logaritmico.

1.2.3.Exactitud.
Laexactitud del método, que se estudié al anadir 1000 y 2000 pg/ml de 17-hidroxiprogester-
ona no marcada a sueros con concentraciones extremadamente bajas de la hormona y determinadas
las concentraciones de dicha hormona en estos sueros con el método implementado, se presenta en

la tabla XIII. La recuperacion fué superior al 95%.

1.2.4.Especificidad.
La especificidad del método, dependiente de la reactividad cruzada de los antisueros con
otros esteroides, fué demostrada duranie la caracterizacién de los mismos.
1.3. Aplicacién del método de radioinmunoandlisis.
1.3.1,Determinacién de 17-hidroxiprogesterona durante el ciclo ovdrico.

Los niveles de 17-hidroxiprogesterona durante ¢l ciclo ovérico, en 10s dias -21 (fase proliferativa)
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TABLA XIII

Exactitud del método de RIA para medir 17-hidroxi-

-progesterona.
17=-hidroxi- 17-hidroxi- -
progesterona Progesterona
afiadida recuperada Recuperacidn
{ng/ml) {n) ({media - 1DE) (%)
1.0 (6) {(0.95 5 0.12) ( 95.6)
2.0 t6)  (2.12 ¥ .27 {106.0)

n = numero de determinaciones

68
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y -9 (fase secretora) de la cuenta inversa del ciclo ovdrico, se presentan en 1a tabla XIV. Se observa
que el promedio de los niveles de la fase proliferativa son muy bajos comparados con los de 1a fase

secretora.

1.3.2.Determinacién de 17 hidroxiprogesterona post-estimulacién con A.C.T.H..

Al estudiar los niveles de 17-hidroxiprogesterona en 3 pacientes a las que se les estimuld
las suprarrenales con 40 Ul de A.C.T.H.,para conocer su capacidad esteroidogénica, s muestra '
en la tabla XV que con respecto a una muestra basal, tomada minutos antes de Ja administracién
de A.C.T.H. hay una respuesta a los 30" post-estimulacién del doble de los niveles basales y que

continda en aumento hasta los 90" con tendencia a la baja a 120'.

2. CORTISOL

2.1. Produccién y caracterizacion de los antisueros anti-cortisol.

2.1.1.Estimacidn de los niveles de anticuerpos.

En la tabla XVI se presentan los resultados de 1a titulacién de los antisueros obtenidos
durante el segundo sangrado hecho a cada uno de los conejos y en la figura 11 la gréfica obtenida
en papel semi-logaritmico. Las flechas indican ¢l punto en que la hormona marcada se une al
antisuero en un 50%. Para cada monitoreo realizado se hizo una titulacién y una gréfica.

En la figura 12 se indican con flechas, las fechas de inoculacién y cada punto de la grifica representa
la fecha y titulo de un sangrado mayor. Las respuestas fueron muy variadas ya que no se obtuvo
respuesta del conejo 3. Uno de los mejores sueros obtenidos fué el del conejo 2 en el sangrado 3

que presenta un titulo de 1:5000. El conejo 1 respondié en una forma mas lenta y el mejor suero



L

TABLA XIV

Determinacién de 17-hidroxiprogesterona en
suero de mujeres normales durante el ciclo

ovarico (n=12)

17-hidroxiprogesterona

(ng/ml)
Fase del ciclo . media — 1DE
Fase Proliferativa 0.31 ¥ 0.24
{dia -21)
1.47 ¥ 0.65

Fase Secretora
{dia - 9)

TABLA XV
Determinacidn de 17hidroxiprogesterona por RIA

post-estimulacidn con ACTH.

17 hidroxiprogesterona ng/ml

p-1 P-2 P-3 X = 1Ds

Basal 0.30 0.46  0.31  0.35 < 0.09
Post-estim

30" 0.63 0.72 ©.74  0.69 % 0.06

60" 0.88 1.15  0.81  0.94 % 0.18

90" 0.78 1.37  0.96  1.03 < 0.30

120° 1.10 0.81 1.06  1.01 T 0.18

_§ = promedio
DS= desviacidn estandar
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TABLA XVI

Evaluacidn de los titulos de antisueros anti-cortisol.

CONEJO-1 o
Tubo Clave CNPM(L) -CNPM (U) U/Uo
1- 2 CcT 10737
3- 4 1: 100 948 9789 91.1
P 1: 250 1811 18926 183.6
7- 8 1: 500 3447 7290 67.9
9-10 1:1000 5579 L5158 48.0
11-12 1:2000 7875 2862 26.0
13-14 1:5000 9295 1442 13.4
CONEJQ-2
15-16 cT 10514 _
17-18 1: 100 644 9870 93.8
19-20 1: 250 1059 9425 89.6
21-22 1: 500 1558 8956 85.1
23-24 1:1000 2708 7806 Wl 74 .2
25-26 1:2000 4200 6314 60.0
27-28 115000 6017 4497 42.7
CONEJO-3
29-30 cT 10260
31-32 1: 100 3932 6328 61.6
33-34 1: 250 5806 4454 43,4
35-36 1: 500 7119 3141 30.6
37.38 1:1000 8394 1866 18.2
39-40 1:2000 9419 841 8.6
41-42 1:5000 9582 678 6.6
43-44 CT

CT =cuentas totales

CNPM =promedio del par de CPM

1 =fraccidn libre(hormona marcada libre)

U =fraccidén unida(hormona marcada unida al antisuero)

Uo% =cantidad de hormona marcada que se une al antisuero
€xpresada en %,
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fué el del sangrado 7 que mostré un titulo de 1:7000.

2.1.2.Ajuste de la curva patrén para el RIA de cortisol.

En la tabla XV1I se presentan los cdlculos para €l ajuste de la curva patron, utilizando como
¢jemplo lo realizado con el suero del sangrado 4 del congjo 2. En la figura 13 se muestra la relacién
U/Uo x 100 graficadas en papel semi-logaritmico y en 1a figura 14 se graficd en papel logit-log para
linearizar la curva sigmoide. La curva patrén que muestra mejor desplazamiento de la hormona
marcada es la que utiliza el suero diluido 1:7000 en este caso, pues cubre del 80% al 10% de la

grafica.

Para cada sangrado mayor s¢ hizo un ajuste de reactantes de la curva patrén, la dilucién

optima lograda en ¢l ajuste fué la que se utiliz$ para su caracterizacion parcial.

2.1.3.Caracterizacién de los antisueros obtenidos.

En la tabla XVIII se presentan los datos obtenidos en una caracterizacién parcial del
antisuero del conejo 2 en el sangrado 5 y en la figura 15 estos resultados graficados en papel semi-
logaritmico. Se puede observar en esta figura que los esteroides como cortisona, 17-hidroxipro-
gesterona y 11-desoxicortisol logran desplazar el cortisol-H® unido al anti-cortisol en forma
importante, de tal forma que al utilizar la férmula de Abraham, este antisuero cruza con cortisona
62%, con 17-hidroxiprogesterona un 28.7% y un 23% con 11-desoxicortisol.

—

Como en las caracterizaciones parciales de los sangrados de los conejos 1 y 2 se obtuvieron



TABLA XVII

Actividad del antisuero en diferentes concen-

tracionés en la curva dosis respuesta .para el’
RIA de cortisol.

"DILUCION 1:3000

Tubo
1- 2
3- 4
5- 6
7- 8
9-10

11-12

13-14

Clave
CT
"0"masa
50pg
100"
250 "
500 "
1000

DILUCION 1:5000

15-16
17-18
19-20
21-22
23-24
25-26
27-28

DILUCION

29-30
n-3e
33-34
35-36
37-38
39-40
41-42

CT
"0'"masa
50pg

100 *
250 "
500 *
1000 »

1:7000

CT
“0"masa
SO0pg
100 "
250 ¢
soo "
1000 *

CNPM(L)
8965
4213
4924,
5797
6488
7365
7967

8965
4781
5680
6020
7183
7570
8104

8965
5733
6459
6889
7850
8225
8568

CT
-CNPM(U)

4752
4013
3168
2477
16060

998

4184
3285
2945
1762
1395

861

3232
2506
2076
1115
740
397

U/uo

84.4
66.6
52.1
33.6
21.0

78.5
70.3
42.6
33.3
20.5

17.5
64.2
34.5
22.8
12.2

CT=cuentas totales

CNPM=promedio del par de CPM
L =fraccidn libre (hormona marcada libre)

U =sfraccidn unida (hormona marcada unida al
antisuero)

Uo=cantidad de hormona marcada unida al anti-
suero en ausencia de hormona no marcada.
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TABLA XVIII
Caracterizacidn parcial del antisuero anti-cortisol

del sangrado 5 del coneijo 2.

CORTISOL DIHIDROCORTISOL

Tubo Clave U/Uo Tubo Clave U/Uo
-2 CT

3- 4 "0'"masa

5- 6 S50pg 79.2 53-54 50pg 90.3
7- 8 100" 71.3 - 55-56 100" 89.5
9-10 250" 46.1 57-58 500" 81.3
11-12 500" 30.6 $9-60 t000" 78.1
13-14 1000" 16.1 61-62 - 10000 S1.7
15-16 2000" 11.6 63-64 100000" 2.5
CORTISONA DESOXICORTICOSTERONA
17-18 50pg 82.1 65-66 50pg 07.4
19-20 oo 73.3 67-68 100" 94.5
21-22 500" 42.9 "69-70 500" 92.6
23-24 1000 31.8 71-72 1000" 90.5
25-26 10000" 9.5 73-74 i0000" 75.6
27-28 100000" 6.6 75-76 100000" 54.6
17 HIDROXIPROGESTERONA TETRAHIDROCORTISOL

29-30 SOpg 89.2 77-78 50pg 95.2
31-32 100" 84 .4 79-80 100" 83 .9
33-34 soo" 58.6 81-82 500" 91.0
35-36 1000 48.9 83-84 1000" 85.5
37-38 10000" 16.3 85-86 10000" 79.2
38-40 100000 7.4 87-88 J000090" 56.8
11 DESOXICORT1SOL ‘ PROGESTERONA

41-42 SOpg 90.8 89-90 S0pg  100.0
43-44 100" 85.5 g91-92 100" 100.0
45-46 500" 69.2 93-94 500" 98.9
47-48 1000" 48.8 95-96 i000™ 94.8
48-50 10000 26.2 97-98 i0000" 8§8.2
51-52 100000" 20.6 99.100 100000 77.1
TESTOSTERONA

101-102 S50pg  100.0 ESTRADIOL

103-104 00" 100.0

107-108 1000 100,0 DEHIDROEPIANDROSTERONA
:??:::g ]égggg" gg:g -muestran resultades semejantes

113-114 *0"masa a los de Testosterona.
115-116 CT

CT =cuentas totales

U =cantidad de hormona marcada unida al antisuero

en presencia de hormona no marcada.
Uoc =cantidad de hormona marcada unida al antisuero
~en ausencia de hormona no marcada,
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N 80
resultados muy semejantes, se procedié a hacer mezclas de sueros. Los resultados de las
caracterizaciones mas completas en las mezclas de estos sueros se presentan en la tabla X1X. Estos
antisueros ademds de reconocer el cortisol, también reconocen la cortisona, la 17-hidroxiprogester-
ona, el 11-desoxicortisol, la desoxicorticosterona y el dihidrocortisol esteroides que se encuentran
circulando en plasma, y ademads reconocen tetrahidrocortisol y tetrahidrodesoxicorticosterona que

son metabolitos urinarios.

2.2, Reproducibilidad del método de radioinmunoandlisis de cortisol.
2.2.1.Precision.
La precisidn estudiada a traves de intra-andlisis e inter-andlisis en plasmas con diferentes
concentraciones, se presenta en la tabla XX. Los coeficientes de variacion intra-andlisis fueron

menores del 10% y los del interandlisis menores del 20%

2.2.2.Sensibilidad.
La sensibilidad del método, estudiada a través de la curva patrdn, fué de 50 pg de cortisol,
que es la menor cantidad de hormona que se puede distinguir de **0'' con un coeficiente de
variacién del 4.9% y limite de confianza del 95%. En la tabla XXI se presentan los resultados de

sensibilidad y precisidn de la curva patr6n y en la figura 16 estos datos se representan graficados.

2.2.3.Exactitud.

La exactitud-del método, valorada al afiadir cantidades de cortisol puro a sueros con



TABLA XIX

Caracterizacidn general. Reactividad cruzada de los
antisueros anti-cortiscl con algunos esteroides.

% de Reaccidn Cruzada

ESTEROIDES Pool C-1 Pool C-2
CORTISOL 100.Q0 100.00
CORTISONA 38.0 24.0
DIHIDROCORTISOL 1.7 23.1
17 XHIDROXIPROGESTERONA 14.4 1.3
11-DESOXICORTISOL 13.6 1.0
TETRAHIDROCORTISOL <0.1 13,1
DESOXICORTICOSTEROND, <0.1 1.5
TETRAHIDRODESOXICORTICOSTERONA 0.65 0.48
PROGESTERONA <0.1 T <0.1
PREGNANDIOL <0.1 <0.1
PREGNANTRIOL <0.1 <0.1
PREGNENOLONA <0.1 <0.1
TETRAHIDROCORTICOSTERONA <0,1 <0.1
DIHIDROCORTISONA <0.1 <0.1
ANDROSTENDIONA <0.1 <0.1
TESTOSTERONA <0,1 <0.1
DEHIDROEPIANDROSTERONA <0.1 <0.1
DEHIDROEPIANDROSTERONA-SULFATO <0.1 <0.1
ESTRONA <0.1 <0.1
ESTRADIOL <0.1 <0.1
ESTRIOL <0.1 <0.1

81



TABLA XX

Precision del método de RIA para medir Cortisol

Cortigol cv
Intra-analisis (n) (media - 1DE) (%)
Suero A (6) 92.1 % 8.9 9.7
Suerc B (6) 188.0 = 14.7 7.8
Suero C (6) 830.0 = 75.6 9.1
Interandlisis
Suero D 6) 15.0 ¥ 2.6 17.6
Suero E (6) 153.0 £ 8.4 5.5
Suero F (6) 459.0 : 62.4 13.6

n =numero de determinaciones
Cv=coeficiente de variacién




83

*T0sT2200 ITpaw exed yId Sp Opo3IJu TIP ugzaed eazno BT 8P UQTSTOBAd ‘9L eanbr g

( \w/bd ) oS
0ok 0008 006 062 [+[1]3 (11

1 1 4 " "
i L ¢ T

-+

-t
of
<+

-

aal 3

[
]
= e

o~
L}

o nem W
-

o ©
™ N
/N ) NOINN 3Q °/e

o o <
o v =
(o0

(=]
[

o
@



728°0- 878°0- 9vg' 0- Lpg 0- wl

6'91 LS'L;€°6 0°¢ 0o'oL  0°¢ 0°01 0°0L §'0L S'0L 3d gooz

§°9L 12°g3€°6L  9°6L  0°9L 00z v'gz vl 6'iz g0z 3d gooi
§°SL 0€°S;2Ups  9'9Z  0°9s  0'0v  0°6¢ €4z vp've  0°9f  Bd 00g
170L L9930 9¥ S0y 0'vp 0°ZS 8'iv 8OF 9°Sy §'is &d oSz
8'v  62°£79°.9  0'lL 0.9 0°TZL L°S9  v'z9 v°99 0°69 8d ooy
6°v 66°€;0°08 0'6. 0°8. 0°'S8 6°18 vz, L'08 S8 Bd oS

1AD  304; X Ly 9k S# T cH ¥ Ly BUOWIOY

*TOST3ACDATPSW exed yYIY op Opojsw [9p ugazed eaxnd

IXX VIdYl

el op uQrsToaad & peptlrqrsuas



85

concentraciones endégenas extremadamente bajas se presenta en la tabla XXII la recuperacién en

todos los casos fue superior al 87%.

2.2.4.Especificidad.

La especificidad del método fue demostrada durante la caracterizacion de los antisueros.

2.3. Aplicacién del método de radioinmunoanilisis de cortisol.
2.3.1.Determinacion de cortisol sérico durante su variacién diurmna y post-supresién

con dexametasona.

Los niveles de cortisol plasmético en los 24 individuos estudiados se presentan en la tabla
XXIII. Al analizar estos valores en cada horario y obtener cifras promedio :t 1 desviacién estdndar,
los valores nocturnos representan aproximadamente el 50% de los valores matutinos. Con respecto
a la respuesta post-supresién con dexametasona se observa que los niveles disminuyen un 27% al
ser relacionados con los mismos valores matutinos. Estos datos se muestran en la figura 17 , aqui
se puede observar que los valores obtenidos con el método descrito muestran el esquema de

variacién diurna del cortisol.

2.3.2.Comparacién de dos métodos para medir cortisol.
Al comparar el método desarrollado en esta tesis, con el de un estuche comercial de la casa comercial
Amersham para medir cortisol por RIA y hacer determinaciones de cortisol en suero por ambos

métodos, se observa que los resultados que se presentan en la tabla XXIV son muy semejantes en



TABLA XXII

Exactitud del método de RIA para medir cortisol.

Cortisol Cortisol
ahadido recuperado Recuperacidn
(ng/ml) {n) { ng/ml - 1DE) (%)
50 (6) 43.6 L &.2 87.2
100 (7) 98.0 ¥ 8.2 98.0
250 (6) 228.0 + 18.2 93.0

n = nimero de determinaciones

TABLA XXIII
Variacidn diurna y post-supresién con
Dexametasona del Cortiscl plasmatico
en individuos normales (n=24).

Cortisol plasmégico {ng/ml}

Horas media - 1DE
del dia (niveles - 2 DE)
+

8:00 151.2 - 40.4
(70.4 - 232.0)

20:00 85.8 = 28.5
(28.8 - 142.8)

21:00 Supresién con 2 mg
de Dexametasona

8:00 41.3 % 13.7

(13.9 - 68B.7)
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del cortisol plasmiaticeo en individuos normales.



TABLA XXIV

Cortisol sérico medido
por dos métodos de RIA.

# de Estuche Método
muestra Amersham descrito
1 111 115
2 78 80
3 29 100
4 2.4 21
5 é 20
6 3 21
7 31 85
8 171 430
? 250 2610
10 207 1690
11 243 240.
12 283 300
13 ?3 80
14 105 120
1% 68 60
16 160 210
17 3.3 25
18 71 95
19 176 2410
20 34 90
21 2.7 24
22 28 55
23 49 65
24 70 595
25 86 75
26 145 125
27 129 145
28 3.4 53
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cifras superiores a 25 pg, en cambio en resultados por abajo de esta cantidad no lo son tanto. No

obstante el coeficiente de correlacién * *r'* de Pearson indica una correlacién de 0.92.



V DISCUSION

Dos importantes ventajas que presenta el radioinmunoandlisis sobre otros métodos
analiticos son su alta especificidad y sensibilidad, caracteristicas que se presentan cuando se dispone

de un antisuero adecuado para tal propdsito.

La produccién de antisueros se logra mediante esquemas complejos, existen algunos
factores que pueden afectar dicha produccidn y especificidad como son: los sistemas de
inmunizacién, tiempo y cantidades de antigeno aplicado. En el presente estudio, las respuestas
obtenidas fueron muy variadas ya que se tuvieron respuestas rapidas, tardias y nulas como fué
demostrado en la representacién grifica de las diluciones de los sueros versus tiempo (figuras 6 y
12). Estos resultados eran de esperarse pues West [15], Hammond [16] y Abraham [26,27] en el
caso de 17-hidroxiprogesterona y Nishina [10], Ruder [22] y Ellis [28] para cortisol reportan

resultados similares.

En cambio, 1os titulos de 1os sueros logrados son aceptables para anti-cortisol y excelentes

para anti-17-hidroxiprogesterona al compararios con los mismos autores.

Otro factor importante para que se desencadene una respuesta inmunoldgica y obtener
antisueros con un buen grado de especificidad, es que la sustancia estimulante (antigeno) posea un
determinado tamafio molecular y una composicién quimica adecuada, razén por la cual las

hormonas esteroides (de bajo peso molecular) deben estar covalentemente unidas a moléculas
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acarreadoras de alto peso molecular como la albiimina. Para la obtencién de buenos antisueros anti-
esteroides es muy conveniente efectuar la induccién utilizando conjugados comerciales, pues se ha
visto que la preparacién de los mismos es muy compleja y en pocas ocasiones se obtienen antisueros

de buena calidad.

En la produccién de antisueros anti-17-hidroxiprogesterona se han utilizado antigernos
acoplados a albuimina en el C-21 [16] y en el C-17 [27]. En estos reportes s¢ utilizd un proceso de
purificacién cromatogrdfico previo al RIA, pues la reactividad cruzada con otros esteroides resuitd
muy alta. Asi, al revisar el reporte de Abraham y cels. [27], el antisuero obtenido muestra una
reactividad cruzada del 100% con progesterona, 90% con 17-hidroxiprogesterona, 90% con 11-
desoxicortisol y 35 % para 11-desoxicorticosterona. Por otro lado, Wuest y cols. [15] al inducir con
¢l esteroide acoplado en C-21 obtienen una reactividad cruzada con progesterona del 10% y con

desoxicorticosterona del 5%.

Para la obtencidn de antisueros anti-cortisol, algunos investigadores [14-16,22,28,29] han
obtenido un éxito relativo cuando han utilizado esteroides conjugados en el C-21 [13-15,21,27, 28],
Nishina y cols.[10] manejaron como antigeno, cortisol acoplado en posiciones C-3,C-6_,C-68 y
C-21, pero ninguno de los antisueros obtenidos mostrd alta especificidad y las reacciones cruzadas

fueron similares,

En cambio, otros investigadores [23,24] han obtenido antisueros anti-cortisol muy

especificos, Fahmy y cols, [23], reportan que su antisuero presenta reaccion cruzada con 11-
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desoxicortisol 7.1%, corticosterona 0.4% y cortisona 0.7% al utilizar como antigeno ¢l esteroide

acoplado en C-3.

En el presente estudio, se utilizaron conjugados comerciales acoplados en el C-3 de ambas
hormonas. En el caso de los antisueros anti-17-hidroxiprogesterona obtenidos, resultaron ser
altamente especificos, pues muestran una maxima reactividad cruzada con 17-hidroxipregnenolona |
de 4.33% en la mezcla de sueros del conejo 3, con progesterona 1.33% en 1a mezcla de sueros del
conejo 1 y con pregnandiona 0.51% en el mismo suero. Estas caracteristicas permiten evitar el
proceso de purificacién de la muestra problema previo al RIA, Esto fué demostrado al poder
cuantificar, con este método en 12 mujeres normales, los cambios que durante 1a fase folicular y
fase litea del ciclo ovérico presenta la 17-hidroxiprogesterona, resultados que coinciden con los

reportados por otros investigadores [13-15,36].

En cambio, la mezcla de los antisueros anti-cortisol de 1os conejos 1 y 2 presentan reaccién
cruzada con metabolitos plasmaticos como cortisona (38 % y 24 %), dihidro-cortisol (1.7% y 23 %),
17-hidroxiprogesterona (14.4% y 1.3%), 11-desoxicortisol (13.6% y 1.0%) y desoxicorticoster-
ona {(<0.1% y 1.5%) y con metabolitos urinarios como tetrahidrocortisol (<0.1% y 13.1%),

tetrahidrodesoxicorticosterona (0.65% y 0.48%).

La especificidad de un radioinmunoandlisis depende de tres factores: a)la especificidad del
antisuero, b)la concentracidn en sangre de los esteroides que interfieren y c)la interferencia no

especifica por lipidos y proteinas. Al conocer la reactividad cruzada de antisueros obtenidos y
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conocer las cifras normales en suero de los esteroides en cuestion (cortisol 50-250 ng/ml, cortisona
14-31 ng/ml, 17-hidroxiprogesterona 0.4-3.3 ng/ml y 11-desoxicortisol 0.3-2 ng/ml) se pueden

hacer varias observaciones:

1) La cortisona, circula en sangre como p}'oducto de la biotransformacidn del cortisol por
tejidos periféricos intercambidndose ambas hormonas por actividad de la 11-8-hidroxilasa, la cual
muestra mayor eficiencia para convertir cortisona en cortisol manteniendo una relacién 1:7, esta
biotransformacién se ha considerado que juega un papel regulador del cortisol [30,31]. Las
concentraciones séricas de cortisona normales representan menos del 10% de los niveles bajos de
cortisol, por lo tanto, solo en los casos en que las cifras de cortisol sérico sean menores de 50 ng/

ml determinadas con nuestro método, podrian verse afectados con la presencia de cortisona.

2)Con respecto a los niveles circulantes de dihidro-cortisol, 17-hidroxiprogesterona y 11-
desoxicortisol, estas representan menos del 1% de las cifras normales de cortisol por lo que el
reconocimiento del antisuero hacia estas hormonas no impacta en los resultados reportados con este

método.

3) Al realizar las determinaciones de cortisol en suero, l1a reactividad cruzada del antisuero
hacia metabolitos esteroides urinarios, no afectan los resultados.
Esto fué observado con los estudios realizados en el presente trabajo , en los que se demuestra la
deteccién del ciclo circadiano del cortisol y la respuesta normal a la supresién con dexametasona

en 24 individuos normales, ya que las cifras encontradas corresponden a las reportadas por otros
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autores [15,21-23,28,37]

A traves de la utilizacién de diferentes soluciones amortiguadoras, tiempos de incubacién
y reactivos precipitantes para separar la fraccién " “unida'' de la * “libre'', se logré obtener una

metodologia adecuada de radioinmunoandlisis para la aplicacién de los antisueros producidos.

Para conocer la confiabilidad del método elegido se han publicado numerosos articulos entre
los que destacan los de Roadbard [25,32]), Migdley [33] y Cekan [34,35] que describen los

parametros que sugieren deben ser aplicados a cada radioinmunoandlisis.

Abraham [26] propone que 1a aceptabilidad del RIA de esteroides estd dada por experimen-
tos de seguridad. En estos experimentos, 1a especificidad del método es demostrada a traves de la
especificidad del antisuero y cuando los niveles en plasma de los esteroides medidos por ese RIA

bajo varias condiciones fisioldgicas, correlacionan bien con niveles obtenidos por otros métodos.

La precisién de un RIA debe ser pre-determinado por cada laboratorio en base a los
coeficientes de variabilidad intra e inter-andlisis, en general un RIA es rechazado si sus CV son
superiores al 20%. La precisién de cada método en este estudio, fué cotejada en sueros con
diferentes concentraciones de 17-hidroxiprogesterona y cortisol y en ambos métodos fué posible
demostrar que la varnabilidad estd dentro de los limites aceptables y que su reproducibilidad fué

adecuada en los diferentes ensayos practicados.
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La sensibilidad del método es dependiente de las concentraciones en el liquido biolégico a

medir, por lo que se recomienda considerar a la dosis menor de la curva patrén linearizada cuyo
% de unidn sea igual 6 menor al 90%. Asf la sensibilidad para el RIA de 17-hidroxiprogesterona

fué de 10 pg/tubo (0.11 ng/ml) y para cortisol de SO pg/tubo (25ng/ml).

Los estudios de recuperacién de los métodos son superiores al 95% para el RIA de 17-
hidroxiprogesterona y del 87 % para cortisol. De estos resultados se puede inferir que la exactitud

de los métodos son aceptables.

Al comparar las determinaciones realizadas a traves de este método para medir cortisol con
los de un estuche de importacidn, se puede ver que solamente en los resultados en que las cifras son

<de 25ng/ml detectado por el método descrito, difieren de los reportados _por el otro método.

Hay que mencionar que las determinaciones realizadas con el método reportado fueron
hechas por duplicado, y las practicadas con el estuche comercial fueron muestras tnicas. Las
muestras 7,17,20 y 28 fueron repetidas, en un segundo andlisis, con el primer método y se
obtuvieron resultados similares a los previos; estos sueros no fué posible repetirlos con €l método

comercial.

La sensibilidad podria mejorarse al hacer ajustes en la curva patrén, al cambiar las

concentraciones del antisuero y la actividad especifica de la hormona marcada, sin embargo, los
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resultados de ambos métodos correlacionan bien brindando seguridad al radioinmunoanilisis aquf

descrito.

Los resultados de este estudio, permiten efectuar la determinacion de cortisol y 17-hidroxip-
rogesterona en plasma humano con buen grado de seguridad y fécil ejecucién. La eliminacién de
pasos cromatograficos de purificacién, substituidos por procesos de extraccién 6 dilucién del suero
problema permiten reducir el tiempo de trabajo. Asi el presente trabajo permitird la cuantificacién
de 17-hidroxiprogesterona y cortisol en sueros normales y sueros de pacientes que presenten

manifestaciones clinicas asociadas con patologia del ovario y las glandulas suprarrenales.



VI CONCLUSIONES

1. Se obtuvieron antisueros anti-17-hidroxiprogesterona y anti-cortisol al estimular

conejos de Nueva Zelanda con conjugados esteroides acoplados en el C-3.

2. Los antisueros anti-17-hidroxiprogesterona resultaron ser altamente especificos.
Los antisueros anticortisol presentan reactividad cruzada con algunos esteroides que no interfieren
con los resultados al utilizarlos clinicamente, por tratarse de metabolitos no presentes en plasma o

que circulan en cantidades minimas.

c. ¥ Se demostré 1a utilidad de estos antisueros en laaplicacién de métodos de radioinmu-

noanalisis mediante estudios de confiabilidad apropiados.

4, Los resultados de este estudio permiten medir 17-hidroxiprogesterona y cortisol en

plasma humano con buen grado de seguridad y fcil manejo.

S. Con la metodologia utilizada se logra reducir el costo operativo.
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VII RESUMEN

Se obtuvieron antisueros de conejos inmunizados contra 17-hidroxiprogesterona-3-CMO-
BSA y cortisol-3-CMO-BSA para ser aplicados en técnicas de radioinmunoanélisis de cada

esteroide.

Cada antisuero fué estudiado en detalle para conocer su reactividad cruzada con otros

esteroides normalmente presentes en plasma humano. La especificidad fué alta para los antisueros

anti-17-hidroxiprogesterona, los antisueros anti-cortisol mostraron reactividad cruzada con algunos
esteroides que no interfieren con los resultados al utilizarlos clinicamente, por tratarse de

metabolitos no presentes en plasma o que circulan en cantidades minimas.

Se demuestra la aplicacién de de los antisueros obtenidos en métodos de radioinmunoandli-
sis a través de estudios de confiabilidad apropiados, realizados en sueros de individuos normales

en diferentes condiciones fisiolégicas.

Los resultados de este estudio permiten medir 17-hidroxiprogesterona y cortisol en plasma

humano con buen grado de seguridad y ficil manejo, logrando ademds reducir el costo operativo.
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