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INTRODUCCION GENERAL

"1 - ALTERACIONES DE LA SECRECION DE ALDOSTERONA

La historia del estudio clinico de la hormona Aldosteroﬂa,
comienza en 1927 cuando se obtuvieron los primeros extrac-
tos adrenocorticales y cuando por primera vez se relacio-
naron la insuficiencia suprarrenal con el papel del meta-
bolismo del sodio. En 1932 G.W. Thorn presentd por pri-
mera vez eh la convencidn de la American Medical Assoc.
dos gatos adrenalectonizados, que tratados con extracto

suprarrenal presentaban balance electrolitico normal.

Posteriormente, se logrd sintetizar el mineralocorticoide

Desoxicorticosterona (DOCA), que fue utilizado en su forma
, )

de acetato como parte del tratamiento de la insuficiencia
suprarrenal, viéndose que producia 1a correccidn de pér-
dida de sodio, disminuyendo el nivel de potasio plasmitico
y elevando la tensidn arterial (1). TFerrelue y col. (2)
observaron que un exceso de desoxicorticosterona producia

hipertensibn y pérdida de potasio, a la vez que poliuria

y polidipsia resistentes al efecto de la vasopresina.

Con estas descripciones, quedaron establecidos los sig-
nos y sintomas de exceso de mineralocorticoides, descri-
biéndose los efectos fisioldgicos bdsicos y quedaron com-
pletadas con la observacidn deARelman y Schwartz (3) del
llamado‘mecanismo de escape, observando gue en sujetos
normales, se produce un fendmeno de readaptacidn al efec-
to crdnico de mineralocorticoides, escapando del efecto
de retencidn sédica, aunque continuando con la pérdida

de potasio.



Con estas observaciones, comenzd a buscarse la sospe-
chada hormona natural con propiedades predominantemente’
reguladoras del metabolismo del sodio, demostr&ndose en

orina un factor con la propiedad de retener sodio.

Luetcher en 1956 (4) demostrd que este factor estaba
presente en grandes cantidades en sujetos con procesos
como nefrosis, cirrosis e insuficiencia cardiaca conges-
tiva, estando también presente dicho factor en la orina

de sujetos normales, aunque en mucha menor cantidad.\

Posteriormente, Laragh y col. en 1955 (5) y Johnson et
al. en 1957 (6) demostraron que la ingestidn de potasio
tenia un efecto contrario en la excrecidn de este factor

natrurético que la ingestidn de sales sddicas.

Después de mGltiples investigaciones destinadas a iden
tificar este factor urinario, con proﬁiedades'de retenci
salina y el factor suprarrenal con las mismas probiedade
denominado electrocortina, en 1953 James Tait, Sylvia Si
son'y colaboradores (7), lograron aislar electrocortina
cristalizada, haciéndola asi utilizable ﬁara su andlisis
estructural, En su descripcidn original, indicaban que‘
"la degradacidn quimica del nuevo mineralocorticoide cri
talino, provisionalmente llamado electrocortina, muestra
que este compuesto es 11 B, 2i1-dihidroxi-3, 20-diceto-ki-
pregnen-18 aldehido., En disolucidn, reacciona principal,

mente como II-hemiacetal. Sugerimos Aldosterona como

nombre definitivo para este compuesto".

Casi simult@neamente, Luetscher et al.'(B) lograron ai
lar el nuevo compuesto Aldosterona, en forma cristalina
de la orina de un nifio con sindrome nefrdético, quedando
as{ establecida definitivamente la identidad de los anti

guamente denominados factor urinario y electrocortina.



Entonces, comenzd la biisqueda de situaciones patolégi-
cas con hiperproduccidn de mineralocorticoides, en parti-

cular Aldosterona.

AGn antes de que Conn describiese el sindrome que lleva
su nombre, diversos investigadores habian tratado enfer-
mos con los signos de hiperaldosteronismo primario, aun-
que hasta entonces la patologia bédsica del sindrome se

pensd que estaria radiacada en el rifién.

Conn examind concentraciones de electrolitos en la sa-
liva de enfermos con los signos de exceso de Aldosterona
y encontrd que de manera sistemitica existfa un cociente
Na/K bajo, estableciendo una confirmacibén mis directa, al
encontrar elevados niveles urinarios de factor productor
de retencidn sddica en la orina de estos enfermos, por
medio de un bioensayo. Conn concluyd que esta actividad
excesiva, seria debida a una hipersecrecidn-de la hormona
recientemente descubierta, Aldosterona, lo cual le 1llevd
a la exploracidn quirfirgica de las suprarrenales, encon-
trando un adenoma unilateral y una vez extirpado éste, se
produjo la mejoria del enfermo. En su descripecidn origi-
nal en 1955 (9) llamd a este sindrome hiperaldosteronismo
primario, para distinguirlo de diversas condiciones edema-
tosas,.en que el hiperaldosteronismo era secundario a
desdérdenes del rifidn, higado o circulacibén y causantes de
manera secundaria del aumento de secrecidn de Aldosterona.
Realmente, los estudios que llevaron a Conn a relacienar
la hipersecrecidn de Aldosterona con el sindrome clfnico
que describid, fueron realizados muy anteriormente, en
1943, cuando realizaba estudios sobre la capacidad de acli-

matacidn al calor y encontrd que uno de los elementos més



importantes en la aclimatacidn al calor era la habilidad
para reducir la cantidad de sodio en la secrecidn sudoral.
Entonces sospechd que seria alglin factor suprarrenal el

responsable.

Como entonces la {inica hormona conocida como reguladora
de sodio y potasio era la Desoxicorticosterona, realizé
estudios con esta hormona, inyecté&ndola a sujetos no acli-
matados al caior, viendo que el contenido de sodio en su
secrecidn sudoral disminuia en dos o tres dias a los ni-

veles de sujetos aclimatados (10).

Desde entonces, los conocimientos del metabolismo y fi-
siopatologia de la Aldosterona, han progresado enormemente.
A continuacidn revisaremos brevemente la situacidn actual
de la Aldosterona y otros mineralocorticoides en la pato-
logia clinica actual, y en otros a?artados de laAintroduc—
cibén y como justificacién de los estudios realizados, nos
referiremos especificamente a la determinaciones de Aldos-
terona en fluidos corporales, a los métodos diagnésticos
de hiperaldosteronismos y a los mecanismos de regulacidn

de la secrecidn de Aldosterona.

En su descriéidn original del sindrome que lleva su nom-
bre, Conn indicd que estaria compuesto por hipertensién,
alcalosis hipokaliemica y pérdida urinaria del botasio en
asociacidn con un aumento de secrecidn de Aldosterona, de

la cual seria responsable un adenoma suprarrenal.

Posteriormente, Conn (11-12), sugirid que el hallazgo
de actividad de Renina ﬁlasmétiéa suprimida, afiadido a
los criterios previos, mejoraria la previsién diagndstica.
En sucesivos estudios de enfermos que presentaban el sin-

drome clinico de hiperaldosteronismo primario, se vid que



habia enfermos que en vez de presentar uno o varios (13)
adenomas, presentaban hiperplasia nodular bilateral de la
zona glomerulosa de ambas suprarrenales (14-15-16-17-18-19),
siendo la anatomia patoldgica dificil de definir entre ca-
sos de hiperplasia y adenoma, siendo a veces de estructura

normal (13-18-20-21-22).

Después de la extirpacidn subtotal de las suprarrenales
en estos casos de hiperplasia suprarrenal, se vid que exié—
tian casos en que no habia mejoria de la hipertensidn, cre-
yéndose entonces que habria un hiperaldosteronismo superim-
puesto a una hipertensidn esencial, en particular en casos
avanzados de hipertensidn maligna (23-24). Se ha sugerido
que estos casos de hiperplasia nodular bilateral, serian
secundarios a otro factor desconocido (16-25), y deberian
ser denominados pseudohiperaldosteronismo primario, aunque
nosotros creemos que hasta que no se descubra el posible
factor estimulador, deben quedar incluidos como hiperal-
dosteronismos primarios, o sea, situaciones clinicas en
que existe una hiperproduccidn de Aldosterona y actividad

plasmitica de Renina suprimida.

Conn en un principio sugirid que estos casos de hiper-
plasia bilateral, serian hiperaldosteronismos primarios
"congénitos", al notar que la mayoria de estos enfermos
eran menores de 25 afios (26), aunque &sto ha sido negado
posteriormente, viéndose que hiperplasia suprarrenal bi-
lateral es una causa comiin de hiperaldosteronismo primario
y que éste puede aparecer en cualquier edad (17), aunque
los casos descritos por Conn, Moran y Holten, con hiper-

tensidén maligna, quizés tenéan una entidad propia (27-28).

Posteriormente, se han descrito casos de carcinoma supra-

rrenél, productor de Aldosterona, 10s cuales quedarian por
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tanto incluidos dentro del sindrome de Conn o hiperpro-

duccidn primaria de Aldosterona (29-30).

Hay grupos de enfermos con presentacidn atipica del
sindrome de Conn, lo que en un principio ha llevado a la
confusién de clasificarlos como entidades distintas. Un
caso seria el llamado por Conn hiperaldosteronismo pri-
mario normokaliemico (31), que no séria mds que en unos
casos un estado inicial del proceso y en otros situaciones
de deplecidn sbddica en que no habria suficiente intercam-

bio en tfibulo distal con potasio.

Midiendo en estos enfermos, a partir de su isotopo esta-
ble, el contenido corporal total de potasio estaria dis-
minuido (32). Los casos de hiperaldosteronismo primario
con renina suprimida e hipertensidn, pueden presentar a
veces‘niveles normalés de Aldosterona unido a una marcada
deplecidn de potasio, reestableciéndose la secrecidn ele-

vada una vez se corrige la pérdida de potasio (33).

Un nuevo capitulo en la descripcidn de los hiperaldos-
teronismos primarios ha sido abierto con la descripcidn
de Sutherland en 1966 (34) de dos enfermos, padre e hijo,
con un sindrome caracteristico de hiberaldosteronismo pri—
mario con hipertensidn benigna, deficit de potasio, secre-
cién de Aldosterona aumentada y actividad plasmética de
renina suprimida, encontrando ademids elevaciones intermi-
tentes de 17 hidroxicorticoides y 17-cetosteroides en ori-.
na, con valores normales de ACTH y corticosterocna, y ele-
vacién de pregnandiol en orina. En la exﬁloracién quirir-
gica, se encontrd hiperplasia nodular cortical, sin mejo-

ria clinica tras la extirpacidn de una subrarrenal.



Los enfermos fueron sometidos a tratamiento con Dexa-
metasona, siendo normalizados todos los pardmetros con

este tratamiento.

Posteriormente a esta descripecidn de hiperaldostero-
nismo primario glucocorticoide dependiente, New y Peter-
son (35) describieron un caso semejante con 17 hidroxi-
corticosteroides disminuidos y en que el aumento de se-
crecién de Aldosterona, hipertensiéﬁ benigna y renina
suprimida, fueron también normalizados con glucocorti-

coides.

Miura y col. (36), han descrito otro caso semejante,
también con respuesta favorable al tratamiento con glu-
cocorticoides, con la peculiaridad de encontrar en este
caso, ademids de aumento de Aldosterona, unavelevacién de
DOCA y Corticosterona. Bartter ha descrito también hiper-
secrécidn de Aldosterona en casos de deficit parcial de

21-hidroxilasa (37). .

Las situaciones clinicas de aumento de Aldosterona de
forma secundaria, serian en su mayoria debidas a un au-
mento de estimulo del sistema renina-angiotensina, que
estimularia directamente la produccién de Aldosterona en

la zona glomerulosa de la corteza suprarrenal (38-39).

Las situaciones clinicas que llevan a un aumento de
actividad del sistema renina-angiotensina, serian en pri-
mer lugar las que conducen a una disminucidn de presidn

en los baroreceptores del aparato yuxtaglomerular (40-41).

Situaciones clinicas que tengan como consecuencia una
deplecidn sbdica, llevarian a la estimulacién del sistema
renina-angiotensina y por tanto a una hipersecrecidn de
Aldosterona (42-43-44), aunque el estimulo de hiperpro-

duceidn de renina en casos de deplecidn sdédica, puede de-



berse en parte a un descenso de sodio en la macula densa
(45-46), Un caso particular, serian los procesos en que
hay formacidn de edema, como en el sindrome nefrdtico,
cirrosis hepdtica o insuficiencia cardiaca congestiva.

En estos casos, aunque habria un aumento de sodio corpo-
ral total con acumulacidn de edema o ascitis, el mecanis-
mo de retroalimentacidn negativo fallarifia al haber des-
plazamiento fuera de la circulacidén del sodio y agua su-
pletorios, produciéndose asi un aumento de secrecidn de

renina (47-48-49),

En casos de cirrosis (50-51) e insuficiencia cardiaca
congestiva (50-51-52-53-54), contribuiria también a la
hiperaldosteronemia la disminucidn del catabolismo de la
hormona. En estas situaciones hay flujo sanguineo hepé-
tico disminuido y existe evidencia de que la velocidad de
catabolismo de Aldosterona estaria en funcidn del flujo
hepidtico (53-55-56)., En estos casos con edema, no habrd
normalmente aumento de presidn arterial, a pesar de los
‘elevados niveles angiotensina y aldosterona, lo cual pa-
rece ser que se debe a una menor sensibilidad al efecto

presor de la angiotensina (49-57-58).

Un tipo de hiperaldosteronismo secundario seria el sin-
drome denominado "edema idiopitico" o edema periddico"
(59-60), en el que el proceso fisiopatoldgico bdsico
seria una respuesta inapropiada a la posicidn erecta
como factor precipitante (61) y quiz8s un aumento de
permeabilidad capilar con pérdida de proteinas al es-

pacio extravascular, seria el proceso fundamental (62-63).

Como respuesta a la obstruccidn al flujo sanguineo re-

nal, puede observarse de manera secundaria, un estado de



iiperaldosteronismo en casos de hipertensidén en su forma
naligna o acelerada (64-65), con un nivel persistentemente

2levado de angiotensina II en plasma periférico (66).

En el caso de hipertensidn vasculo-renal con obstruccién
ie la arteria renal (67), hay mayor variacidén en la inci-
jencia de hiperaldosteronismo secundario (68), con discre-
sancias entre los niveles a veces moderados de renina (69)
> angiotensina II (70-71) y el grado de hipertensidén, qui-
z8s indicando dos fases en el proceso de hipertensién vas-
culorenal con un segundo periodo, en que la hipertensién
se hace independiente del mecanismo Renina-Angiotensina-

Aldosterona (72).

Un caso particular en que habria hiperaldosteronismo e
1ipertensién por el mismo mecanismo, seria en el caso de
tumores adyacentes a arterias renales, en que habria alte-

saciones de flujo renal (73).

0tro mecanismo fisiopatoldgico distinto, cuyo resultado
final es un aumento de la éctividad del mecanismo Renina-
ingiotensina y por tanto, un aumento de la secrecidn de
\ldosterona de forma secundaria, serfia el recientemente
ljescrito en pacientes tratadas con estrdgenos a‘partir de
La observacién de la aparicién de hipertensién durante el
:ratamiento con anticonceﬁtivos orales (7u-75-76), en al-

tunos casos en forma maligna (77).

En estos casos, hay correlacidn directa entre la aﬁari-
11én de hipertensidn y niveles elevados de Renina, Angio-
censina II y Aldosterona (78). Este aumento de actividad

seria debido a un aumento del substrato de angiotensina,

o

10

. langiotensindgeno) (74-79-80), lo cual conduce a un aumento




de produccidn de Angiotensina y estimulacién de la secre-
cién de Aldosterona, afin en el caso de niveles disminuidos

de Renina.

Otra situacidn clinica descrita en la que hay un exceso
de secrecidn de Aldosterona con hipertensién, debido a un
exceso de Angiotensina, serian los casos de tumores rena-
les productores de renina (81-82), o tumores extrarenales

productores de substancias con efecto parecido a Renina (83

En el sindrome descrito por Bartter (84), existe también
un aumento de Aldosterona secundario al estimulo del sis-
tema Renina Angiotensina, en el que existe una falta de
respuesta al efecto presor de Angiotensina con un hiperal-
dosteronismo que hasta ahora se creia responsable de la al=-
calosis hipokaliémica del sindrome, aunque los casos fami-
liares descritos por Trygstad (85) en que no hubo cambio
electrolitico con adrenalectomia bilateral y los estudios
de Bocksor (86) y Goodman (87), parecen indicar un dqfecto
primario en el t@bulo renal para la réabsorcién de sodio yk

potasio (88) en el llamado sindrome de Bartter.

Hiperaldosteronismo secundario a otros estimulos diferen-
tes al del sistema Renina-Angiotensina, ocurre en situacio-
nes de aumento de potasio plasmitico como en casos de in-
gestidn excesiva de potasio (4), aunque las alteraciones
en el metabolismo del potasio per se tienen poco signifi-

cado en la fisiopatologia de los hiperaldosteronismos (47).

El hiperaldosteronismo transitorio observado en algunos
casos durante los ataques de pardlisis periédica familiar
(89), quizds es debido al estimulo directo sobre las célu-
las de la zona glomerulosa, producido ﬁor un aumento intra-

celular de potasio, aunque también el exceso de Aldosterona
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puede ser responsable en parte del desencadenamiento del

ataque.

En procesos que originan una pérdida renal de potasio,

puede existir una secrecidn elevada de Aldosterona, prin-

cipalmente a causa del deficit en la reabsorcidn sddica.

El hiperaldosteronismo observado en el embarazo normal,
seria secgndario a la elevacidn de los niveles de renina
qQue comienza en el primer trimestre, disminuyendo rapida-
mente a niveles normales en el periodo post-parto (90).

El mecanismo exacto de esta elevacidn no ha sido afin di-
lucidado, aunque se cree qQue es ‘una adaptacién fisioldgica

a la nueva situacién hemodindmica.

Por otra parte, el aumento del substrato de renina indu-
cido por estrdgenos, seria uno de los factores implicados.
La respuesta a la angiotensina estaria disminuida en el em-

barazo, al igual que en otras situaciones de hiperaldoste-

ronismo secundario, Chesley ha logrado reproducir esta si-

tuacién refractaria administrando Progesterona a mujeres no
embarazadas, en dosis comparables a las existentes en los

Gltimos periodos del embarazo (91).

Por @ltimo, citaremos un mecanismo de hiperaldosteronismo
secundario a un aumento de actividad del sistema Renina-
Angiotensina, descrito en pacientes afectos de tuberculosis
crdnica por A.M. Holmes (92). Estos enfermos presentan evi-
dencia de hiperaldosteronismo con elevados niveles plasma-
ticos de Renina y Aldosterona, y alcalosis hipokaliémica e
hipomagnesiémica. La aparicidn de hiperaldosteronismo en
estos enfermos parece estar relacionada con el tratamiento
utilizado de Gentamicina y Etambutol, a‘diferencia%de otros

casos de hipermineralocorticismo descritos anteriormente en
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enfermos con tuberculosis crdnica, en los que reélmente
existiria un pseudoaldosteronismo, debido al uso de ex-
tractos de licorice, como vehiculo del &cido para-amino-
salicilico utilizado en el tratamiento de estos enfermos

(93-9y4).

Existen también situaciones clinicas de aumento de Al-

dosterona secundariamente a un exceso de ACTH.

En el sindrome de Cushing es raro encontrar una secre-
cibén aumentada de Aldosterona (95) y parece ser que la
marcada alcdlosis hipokaliémica e hipertensién descrita
en ciertos casos seria debido a la accidn de niveles ele-
vados de cortisol y del mineralocorticoide 18-0H-DOCA (86),
como parece suceder en los casos de sindrome de Cushing de-
bidos a la produccidn ectdpica de ACTH por neoplasias extra-
adrenales (397). En el sindrome de Cushing, la secrecidn de
Aldosterona seria normal en la mayoria de los casos, qui-
24s por el efecto inhibitorio que sobre esta secrecidn tie-
ne la hipervolemia (98). Las situaciones transitorias de
hiperaldosteronismo observadas en periodos postoperatorios
serian en parte debidas a un aumeénto de ACTH como respuesta

al stress quirQrgico.

Vamos ahora a citar brevemente los sindromes clinicos des-
critos con el hallazgo comiin de una secrecidn de Aldosterona
disminuida. Primero mencionaremos sindromes en los que exis-
te un hipoaldosteronismo primario, y luego describiremos las
situaciones de hipoaldosteronismo secundarias a un aumento
de otros mineralocorticoides, con supresién de la secrecidn

de Aldosterona.

Aﬁarte de los sindromes de insuficiencia adrenal global,

en que hay'una deficiencia de Aldosterona (4), también existe
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un sindrome de hipoaldosteronismo, sin la asociacién de
déficit glucocorticoideo. Este sindrome ha sido descrito
tanto en adultos (99-100) como en nifios (100-102), y se

acompafia de deshidratacidn hiperkaliemia e hiponatremia.

El déficit de Aldosterona seria debido a un defecto en
la hidroxilacidn C-18 (105) o a un déficit de la 18-dehi-

drogenasa (106).

Un sindrome de hipoaldosteronismo secundario, a un nivel
disminuido de actividad plasmética de renina, ha sido des-
crito recientemente por McAllister (103) y por Sanstead

(104), en enfermos con intoxicacidn crdnica por plomo.

En estos casos, habria una inhibicién directa a la pro-
ducecidn de Renina, a causa de depdsitos de plomo en el ri-
fion, y seria un proceso reversible con tratamiento que-

lante.

Recientemente, A, Christlieb y G. Williams (107-108) han
descrito un sindrome en pacientes diagnosticados de hiper-
tensidn esenéial en los que existiria un hipoaldosteronismo,
por una defectuosa estimulacidn de niveles adecuados de

Angiotensina II sobre la zona glomerulosa suprarrenal.

En casos de pérdida renal primaria de potésio, existiria
una inhibicidén directa sobre la zona glomerulosa, con el
consiguiente hipoaldosteronismo (109), aunque en otros ca-
sos el déficit de reabsorcidn de sodio, produciria un au-

mento en la secrecidn de Aldosterona,

Otros defectos enzimidticos en la sintesis de esteroides
y que producen un descenso de la produccidn de Aldosterona
serian el de 3-B-dehidrogenasa (110), en el que hay pérdida

de sal severa y un alto indice de mortalidad.



El defecto mds comln es el déficit de 21-hidroxilasa
(110), en que en un 50% de los casos existirfa cierto
grado de pérdida de sal, con un déficit relative de Al-
dosterona y una produccidn aumentada de 17-& hidroxipro-
gesterona, que funcionaria como antagonista de la Aldos-

terona a nivel tubular renal.

Los déficits de 11-g-hidoxilasa y 17-&-hidroxilasa, que-
darian incluidos en el grupo de hipertensién por otros mi-
neralocorticoides distintos que Aldosterona, con secrecidn

de Aldosterona suprimida por estos.

En el déficit de 11-B-hidroxilasa, existe una variedad
hipertensiva por produccidn elevada de deoxicorticostero-
na, la cual al inhibir el sistema Renina-Angiotensina, pro

duce un hipoaldosteronismo (111).

En el sindrome de Biglieri o dé&ficit total de 17-e¢-hidro
xilasa, existe una produccidn aumentada de corticosterona
y DOCA (112), siendo la hipertensidn debida a los niveles
excesivos de estos mineralocorticoides, lo cual produciria
supresidén de Renina con la consecuencia de hipoaldostero-

nismo (113).

Liddle ha descrito un sindrome en dos hermanos, consis—
tente en hipertensidn con alcalosis hipokaliémica e hiper-
kaliuria, con Aldosteronuria disminuida y no respuesta a
la Espinorolactona, pudiendo ser controlada la pérdida de
potasio con antagonistas no especificos como Triamtereno.
El sindrome podria explicarse como una hipersensibilidad

del tfibulo renal a la accidn de la Aldosterona (11u).

Por (ltimo, mencionaremos brevemente el apartado de hi-

pertensidn por .otros mineralocorticoides aparte a& 1la



Aldosterona, mencionando los filtimos avances en este campo
para asi subrayar la importancia que los trabajos sobre
hipertensidn mineralocorticoidea estdn adquiriendo en el

estudio de la hasta ahora llamada hipertensidn esencial.

Ya hemos mencionado las hipertensiones producidas por
DOCA y Corticosterona en las hiperplasias suprarrenales
por bloqueo de la 1i-hidroxilasa y la 17-hidroxilasa.
También la hipertensidn posiblemente causada por 18-0OH-

DOCA en los sindromes de Cushing, causados por ACTH ectd-

>

pico, Existen también otros cuadros clinicos que cursan
con hipertensidn causada por otros mineralocorticoides.
distintos que la Aldosterona, con secrecidn de Aldoste-
rona disminuida a causa de la supresidn del sistema Reni-

na-Angiotensina.

Entre estos estarian los césos descritos de tumores su-
prarrenales, productores de DOCA (115-116) o de Corticos-

terona (117-118).

También estaria incluido en este apartado el sindrome

producido por ingestidn de extractos de Licorice, descrito

por Revers (119) y por Malhuysen (120), debido al efecto ~

similar a los mineralocorticoides del &cido glicirrinico

contenido en el extracto de Licorice (121).

Un nuevo aspecto enormemente interesante en el estudio
de las hipertensiones inducidas por mineralocorticoides,
ha sido el introducido por las recientes observaciones de
due una proporcidn significativa de quizis un 20% de la
poblacidn hipertensiva, bresenta una actividad de Renina
plasmitica suprimida (122-123-124-125), con hifosecrecién

de Aldosterona.

16
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La posibilidad de que esta supresidn sea debida a una
secrecidn excesiva de un mineralocorticoide, ha sido con-
firmada por Woods (126), al inhibir la esteroidogénesis
en nueve de estos enfermos con aminoglutetamida, disminu-
yendo asi la hipertensidn y normalizando la respuesta fi-

siolbégica de Renina plasmética.

Este posible aumento de un mineralocorticoide desconoci-
do, como responsable de la supresidn de Reniha plasmética,
ha sido confirmado por E. Adlin y col. (127), midiendo la
relacidn Na/K en este grupo de hipertensos esenciales, con
secrecidén de Aldosterona normal o disminuida y comprobando
que esta relacidn es similar a la de enfermos con exceso
mineralocorticoidec, J. Gunnells (128) ha publicado una
serie de enfermos hipertensos esenciales, con actividad
de Renina plasmitica suprimida y en siete de ellos encon-
tré una excrecidn de Aldosterona disminuida, encontrdndose
en los siete un adenoma suprarrenal en la exploracidn qui-
riirgica, y tras su extirpacién hubo mejoria de la hiper-

tensidn en todos ellos.

Russell, en un estudio retrospectivo de 35.000 autopsias
publicado recientemente (129), ha encontrado una incidencia
de 0,51% de hiperplasia suprarrenal, con un aumento de in-
cidencia de hipertensidn esencial significativa en este

grupo.

Por Gltimo, Melby y col., (96), estudiando enfermos hiper-
tensos esenciales por medio de cateterizacidn de vena sup-
rarrenal, encontrd en cuatro de ellos una secrecidn ele-
vada del mineralocorticoide 18-OH-DOCA, recientemente iden-
tificado en humanos (97), con baja secrecidn de DOCA y Al-

dosterona,



Este mineralocorticoide es producido en la zona‘fascicu-
lada y es ACTH dependiente. Uno de los enfermos descritos
por Melby fue tratado con Dexametasona, con normalizacién
de niveles de Renina, tensidn arterial y descenso de la

secrecidn de 18-0H-DOCA.

Con la descripcidn de'estag observaciones, hemos querido
resaltar la importancia del estudio de la secrecidn de mi-
neralocorticoides y su relacidn con hipertensidn, pues por
un lado la incidencia de hiperaldosteronismo primario en-
tre la poblacidn hipertensiva, varia entre 0,5 y 7,5%, de-
pendiendo de la capacidad cohfirmatoria de los distintos
laboratorios (32-136-131-132) y por otra parte, si el 20%
de hipertensos esenciales que hemos comentado, tienen como
mecanismo hipertensivo primario un exceso de mineralocor-
ticoide, el nfimero de hipertensiones endocrinas suscepti-

bles de curacidn seria muy significativo.

Por Gltimo, mencionaremos el hasta ahora hipotético cua-
dro clinico de hiperaldosteronismo terciario, que seria
una entidad clinica independiente, en la cual un estimulo
de secrecidn de Aldosterona de fo}ma secundaria, produci-
ria en ciertos casos una transformacidén adenomatosa de la
zona glomerulosa suprarrenal, produciéndose entonces de

manera autdnoma una hipersecrecidén de Aldosterona (133).

Con esta revisidn general de las principales situaciones
clinicas, en que existen alteraciones de la secrecidén de
Aldosterona, hemos querido subrayar la importancia que
hoy tiene el estudio adecuado de la secrecidn de Aldos-
terona en el mecanismo fisiopatoldgico de diversos cuadros

clinicos. En la Tabla adjunta, hemos hecho una sinopsis

18



de las distintas situaciones de hiper o hipoaldosteronismo,

como resumen de esta primera parte de la introduccidn.

Todos estos procesos quedarian incluidos dentro del
grupo de discorticalismos segin la acepcidn dada a este

término por A. Fernandez-Cruz (162-BIS).

En los prdximos apartados de la introduccidn, revisare-
mos en concreto la situacidn actual de las mediciones de
Aldosterona en clinica, los métodos diagndsticos actuales
de hiperaldosteronismos y los conocimientos actuales so-

bre los mecanismos de regulacidn de Aldosterona.
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HIPERALDOSTERONISMOS

HIPERALDOSTERONISMO PRIMARIO

Adenoma
No suprimible Carcinoma
con , Hiperplasia nodular
glucocorticoides
Hiperaldosteronismo congénito
Sutherland
Suprimible . New
con - Miura
glucocorticoides

Bartter (bloqueo incompleto 210H)

HIPERALDOSTERONISMO SECUNDARIO

Exceso Angiotensina

A- Presidn disminuida baroceptores

1~ Disminucidn tensidén arterial efectiva
a- Deplecidn de volumen

Dieta pobre en sodio

Diureticos

Hemorragia

Pérdida salina (renal, digestiva)

b- Estados edematosos

Cirrosis
Sindrome nefrdtico
Insuficiencia cardiaca congestiva

Edema idiopético
2- Obstrucecidn flujo renal
a- Hipertensidn renovascular
b- Hipertensidn acelerada
c- Tumores adyacentes a vasos renales
B- Descenso nivel de sodio en macula densa
C- Aumento substrato renina

Terapia estrogénica, Embarazo

20



D~ Tumores renales productores de renina
E- Tumores extrarrenales con produccidn ectopica de renina
F- Tratamiento tuberculosis (Gentamicina, Etambutol)
G- Sindrome de Bartter
Exceso K

Exceso ACTH

HIPERALDOSTERONISMO TERCIARIO
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HIPOALDOSTERONISMOS

1- Bloqueos sintesis con déficit aislado de Aldosterona

Déficit C-18 hidroxilasa
Déficit 18 dehidrogenasa

2- Bloqueos con déficits combinados

Déficit 38 dehidrogenasa
Déficit 21 hidroxilasa (50% déficit relativo)

3- Inhibicidn del sisteMa renina-angiotensina por otros

mineralocorticoides

Tumores productores de DOCA o Corticosterona
Déficit 11 8 hidroxilasa, (DOCA)

Déficit 17eX hidroxilasa, (DOCA, Corticosterona)
Cushing por ACTH ectopico, (18-0H-DOCA), (Aldo N o )

Hipertensidn "esencial” con renina suprimida, (Derivado
de 18-0H-DOCA ?)

Licorice

4- Hipoproduccidn de renina

Plumbismo

5- Sindrome de Liddle

6- Déficit estimulo angiotensina (Cristlieb-Williams)




2 - INTRODUCCION A LOS METODOS DE CUANTIFICACION DE ALDOSTERONA.

El esteroide Aldosterona, en contraste con otros esteroide
naturales, no circula en plasma unido a una proteina especi-

fica sino que sblo mantiene una laxa unidn con albumina.

Por otra parte, la tasa de aclaramiento metabdlico es muy
‘elevada, de unos 1600 litros dia (53). Estos dos cualidades
de falta de unidn especifica y elevado aclaramiento hacen
que la concentracidn en plasmavperiférico sea extremadamente
baja, lo cual ha conducido a que los métodos para determ}nar
aldosterona en el hombre hayan estado confinados- hasta muy

recientemente a la determinacidn de metabdlitos en orina.

La Aldosterona presente en sangre y orina es segregada en
su totalidad por las gléndulas suprarrenales sin que exista
ninguna evidencia de interconversibén con otras hormonas.

Los metabdlitos excretados en orina son principalmente el
derivado formado por reduccidn del anillo A o tetrahidrpal-
dosterona glucuronido que representa un 30% de la aldosteron
segregada. El otro seria la forma pH-1 labil que es un de-
rivado aldosterona-18-glucuronido que se hidroliza a pH dci-
do, dando Aldosterona libre y que representa un 10 - 15% de ‘

la tasa de secrecidn. El derivado tetrahidro seria sinteti-

zado en el higado y el derivado pH labil en el rifion (134).

Los métodos urinarios se han basado principalmente en la
o determinacidn del metabdlito pH labil al ser éste convertido

faeilmente a Aldosterona libre.

Las cantidades presentes en orina de 24 horas son de unos

7 a 15 ug en dieta normal.
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Todas las técnicas urinarias estdn basadas en multiples
separaciones cromatogrédficas de Aldosterona libre una vez
redlizada la hidrolisis correspondiente. La cuantifica-
cidn final puede basarse en reacciones de color o fluores-
cencia como el método de Hemnando (135) que utiliza azul de
tetrazolium, el de Mattox (136), mediante oxidacidn y pos- -
terior reaccidn de Porter-Silber, el de Staul (137) con
Butdxido-potasio ternario o el de Tait (138) que se basa

en fluorescencia de soda,

. .Y
De todos estos métodos el mejor seglin Morton (139) se-

ria el de Tait, utilizando un fluorometro Turner adaptado

para analisis de fluorescencia del papel cromatogridfico.

Un gran avance en los métodos urinarios supuso la intro-
duccidn de las técnicas doble isotdpicas, siendo el método
de Kliman (140) el més utilizado. Con estos métodos se
logrd una mayor precisidn aunque claro es, a costa de una
mayor dificultad técnica pues los diferentes métodos es-
tan basados en unas cuatro cromatografias en papel aparte
de las dificultades inherentes a la purificacién de los re-

activos marcados.

Son evidentes las limitaciones que presentan estos méto-
dos urinarios, por una parte debido a los problemas inhe-
rentes a toda coleccidn de orina en 24% horas, esﬁecialmen-
te en la medicidn del metabdlito ﬁH labil que sdlo reﬁre—
senta un 10 - 15% del total de secrecidn con lo que un mi-
nimo error en la coleccidn de orina produce resultados

equivocos con suma facilidad.

Por otra parte, en casos de alteracidn de la funcidn he-
pitica o renal, la excrecidn de los derivados tetrahidro o

pH labil no reflejaran adecuadamente la tasa de secrecidn.



La determinacidén de la tasa de secrecidn es mds adecuada
y refleja mds exactamente los cambios en la produccién de
Aldosterona. En general esté&n basados en el cllculo de la
tasa de secrecidn a partir de la actividad especifica del

derivado tetrahidroaldosterona en orina de 24 horas después

de la inyeccidn de Aldosterona marcada (141).

Estos métodos plantean el inconveniente de la necesidad
de administracidn de un isotopo, necesitdndose varios proce-
sos cromatogridficos para el aislamiento del derivado tetra-

hidro en orina.

Otro factor a tener en cuenta en todos estos métodos uri-
narios de excrecidn como de tasa de secrecidn es el mecanis-
mo de feedback, pues los niveles de Aldosterona no alteran
directamente en cambios agudos los mecanismos de secrecidn,
habiendo por lo tanto situaciones en que se puede alterar
el aclaramiento originando cambios en la concentracidn plas-

P . sz .. . .
madtica sin una alteracidn en la excrecidn urinaria o en la

tasa de secrecidn (139).

De lo anteriormente indicado, se deduce la necesidad de
métodos analiticos suficientemente sensibles como para de-
terminar la concentracidn de Aldosterona en plasma perifé-

rico.

-Los intentos de utilizar la cromatografia en fase gaseosa
para esta determinacidn no han sido satisfactorios debido a

la inestabilidad de la Aldosterona.

El desarrollo del detector de captura de electrones (142)
ha hecho posible la determinacién de concentraciones mini-
mas de substancias capaces de interaccionar con electrones
térmicos. La capacidad de captura de los esteroides natu-

rales puede ser aumentada mediante la formacién de derivados

24



25

como haloacetatos (143 ) y perfluorobutiratos (1uu4-145).
Los intentos de medicidn de Aldosterona por esta técnica
han dado como resultado métodos que aunque permiten la de-
terminacidn de Aldosterona, no son lo suficientemente-sen—
sibles como para determinar las minimas concentraciones
existentes en plasma periférico. (146-1u47).

Algunos de ellos como el de Palem (148 ), pueden ser uti-
lizados en determinaciones en soluciones con concentracidn
elevada de Aldosterona, como en el caso de analisis de me-
dio de incubacidn de glédndulas suprarrenales, aunque los
métodos colormétricos son més sencillos y Gtiles en estas
concentraciones. Nicolis (144 ), utilizando cromatografia
de gases con detector de captura de electrones, ha descrito
un método mediante el cual es capaz de determinar concentra-

ciones de hasta 3 ng/100 ml. utilizando 40 mg. de plasma.

El método es tan complicado de ejecucidn , como los méto-
dos doble isotdpicos de que hablaremos a continuacidn, siendo
mencs sensible y especifico que estos, por lo cual hasta
ahora los Gnicos métodos utilizados en la determinacién plas-
mética de Aldosterona han sido los doble isotdpicos, los
cuales debido a su extremada complejidad han estado reser-
vados a laboratorios de investigacidn con el éspacio y pre-

paracidn técnica necesarios,

La teoria general de las- técnicas doble isotdpicas fue
establecida por Avivi y colaboradores in 1954 (149 ), siendo

aplicada al campo de los esteroides por Kliman (140 ).

Un método indirecto doble isotdpico para la determinacidn
de concentracidn de Aldosterona en plasma periférico es el
desarrollado por Tait y Tait a partir de la determinacidn de

la tasa de secrecidn y tasa de aclaramiento metabdlico (150)
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mediante infusidn continua de Hg-Aldosterona.

Los métodos directos doble isotdpicos estdn basados en el
uso de esteroide marcado como indicador general de pérdidas
del procedimiento y la formacidn de un derivado por medio
de un reactivo especifico marcado con otro isotopo distinto,
purificacidén de dicho derivado mediante multiples sistemas
cromatograficos y determinacién final de la actividad espe-
cifica de dicho derivado a partir de la cual se calcula la

concentracidn inicial,
oy

En general los métodos hasta ahora descritos utilizan an-
hidrido acetico marcado como reactivo. En el método de Pe-
terson (151) se utiliza ¢ -anhidrido acetico como reactivo
marcado y H3-Aldosterona como indicador de pérdidas. Debi-
do al coste elevado del reactivo C11+ se han intentado modi-
ficaciones como la de Beocjesen (152 ) que utiliza como reac-
tivo Tolueno anhidrido sulfdnico marcado con $3% como reac-
tiveo y H3-A1dosterona como indicador. Hasta ahora los mé-
todos mds utilizados por su mayor especificidad son los in-
troducidos por Brodie (153 ) y Coghlan (154 ), en los que el
reactivo consiste en Ho-anhidrido acetico y el indicador de
pérdidas Ciq-Aldosterona, lo cual ha sido posible gracias a

la disponibilidad de Ciu-Aldosterona con gran actividad es-

pecifica permitiendo el uso de una masa minima como indica-

dor.

Por otra parte se ha conseguido Hs-anhidrido acetico de
muy elevada actividad y gracias a la destilacidn en vacio
del reaétivo se han logrado disminuir los valores de blan-
co no especifico, Estos métodos doble isotdpicos mediante
las modificaciones comentadas han logrado gran sensibilidad

v precisidn aunque su gran dificultad técnica impiden su



aplicacidn practica.

El método descrito recientemente por Bayard es uno de los i
mds simplificados técnicamente aunque incluye ocho cromato- ‘
grafias en papel aparte de la extraccidn, formacidn de deri-
vado acetilado y lactonizacidn con un porcentaje final de
Aldosterona recobrada de un 32% de la cantidad original.

En esta breve revisidn de los métodos de determinacidn de
Aldosterona hemos querido indicar la necesidad de un método
sencillo y preciso para determinar concentraciones plasmiti-
cas de Aldosterona tan‘necesario para el estudio de 1la f;sio—
patologia de esta hormona. La introduccidn del método de
radioinmunoensayo, analisis de saturacidn o competicidn de
unién protéica por Yalow y Berson (155 ), supuso una nueva
orientacidn en la metodologia analitica endocrinoldgica.
Esta téenica analitica fue utilizada en un principio en la
determinacidén de hormonas protéicas y estaba basada en la
obtencidn de anticuerpos especificos contra la hormona pro-
téica a estudiar, analizando el desplazamiento producido en

la unidn anticuerpo especifico - hormona marcada por dife-

rentes concentraciones de hormona inerte.

La aplicacidn de esta técnica a la medicidn de esteroides
quedaba limitada por la imposibilidad de obtener anticuerpos
especificos al no ser antigénicas las moléculas esteroideas.
Un nuevo avance supusieron los estudios de Murphy sobre la
utilizacidn de la propiedad que ciertas proteinas naturales
tienen de unir determinados hormonas de manera especifica
(156-157 ), utilizando de esta manera proteinas naturales
como ligando en vez de anticuerpos en el andlisis competi-
tivo. De esta manera se han logrado cssarrollar métodos de
determinacidn de diferentes esteroides utilizando distintas

proteinas naturales 'y distintos métodos de separacidn (157)



ya que, para esteroides como cortisol, testosterona, proges-
terona e incluso estradiol, existen de manera natural protei- .
nas estables con afinidad mlds o menos especifica que puédden

ser utilizadas como ligandos.

La hormona Aldosterona no circula unida a ninguna proteina
plasmética especifica existiendo sélo una unibn laxa con albu-
mina. Por otra parte el receptor renal para esta hormona no
es suficientemente estable como para ser utilizado como li-

gando (158).

Una nueva orientacidn en la posible aplicacidn de las téc-
nicas de radioinmunoensayo a la medicidn de concentraciones
de esteroides naturales, supuso la obtencidn por Liebeman
('159) de anticuerpos especificos de esteroides utilizando
como antigeno conjugados de proteina con esteroide con ca-

pacidad antigénica.

La posibilidad de formar anticuerpos especificos Antialdos-
terona y utilizarlos como ligando en el desarrollo de un mé-
todo de radioinmunoensayo fue prevista recientemente por
Horton (139 ) como la Gnica solucidn prdctica para la deter-

minacidn de Aldosterona plasmética.

El propbsito del presente trabajo ha sido el expuesto
anteriormente, o sea el desarrollo de una técnica de radio-
inmunoensayo utilizando como ligando anticuerpos especificos
antialdosterona para la determinacidn de concentraciones de
Aldosterona plasmitica pues consideramos que las técnicas de
desplazamiento a causa de su gran sensibilidad y sencillez
serian la solucibn préctica a las multiples determinaciones
necesarias en cualquier estudio de la fisiopatologia de la
Aldosterona, t:irxmitiendo la generalizacidn de estas deter-

minaciones hasta ahora limitadas por las &bvias dificultades
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de los métodos doble isotdpicos hasta ahora en uso. Una vez
desarrollado el método, hemos querido realizar como aplica-
cidén prédctica del mismo, diversos estudios clinicos que es-
pecificamos en las introducciones a los mecanismos de regu-
lacién de aldosterona y a los métodos diagndsticos de hiper-
aldosteronismos, Los anticuerpos utilizados el el desarro-
llo del método fueron obtenidos en la Worcester Foundation
for Experimental Biology, Shrewbury, Mass., U.S.A., mediante
inyececidn en cordero de un conjugado de albumina con D-Aldos-

terona 18-21 dihemisuccinato.

Los principios generales de las técnicas de radioinmunoen-
sayo han sido establecidos por Yallow y Berson (160-1£1-162)

y por Felbes (163) en diversas publicaciones.

El principio de todo radioinmunoensayo puede sumarizarse

en las siguientes reacciones competitivas:

% %

’ +  Ab I H - AG
(Hormona marcada (Anticuerpo (Hormona marcada
libre) especifico) unida)

L. + u.

H hormona inerte libre en
plasma o estandards

+4
H - AG (hormona inerte unida)

La hormona marcada se une‘al anticuerpo o ligando especifico
formando un complejo antigeno-anticuerpo marcado estando ba-
sado el radioinmunoensayo en la capacidad de la hormona iner-
te en plasma o cualquier otra solucidn de competir con la
hormona marcada por los puntos de unidn del ligando, inhi-
biendo por ténto la unidén de la hormona marcada. Como re-

sultado, la relacidn de las fracciones libre e unida (L/U)



de la hormona marcada disminuirid en relacidn inversa a la
concentracidn de hormona inerte, pudiéndose conocer la con—
centracidn de hormona inerte en un espécimen comparando la
inhibicién observada en el sistema con la producida por di-
soluciones estandard conteniendo cantidades conocidas de
hormona. Esta comparacidn se realizaria determinando la
cuantia de las fracciones L o U de la hormona marcada me-
diante separacidn y cuantificacidn por determinacidn de su

radiocactividad.

Al intentar el desarrollo de un radioinmunoensayo para la
determinacidn de Aldosterona, nos hemos planteado los pro-
blemas generales existentes en estos métocdos. Uno de ellos
es el de identidad entre las hormonas marcadas e inerte.
Nosotros hemos utilizado 1-2 H3—Aldosterona o su derivado

lactona como elemento marcado,

En el marcaje de esteroides, si se tiene la precaucidn
de purificar las hormonas marcadas para .la eliminacidn de
radiocactividad eontaminante, no existe el problema presen-
te en hormonas protéicas ya que la actividad biolégica e
inmunoldgica no se ve alterada en los esteroides por la

#ntroduccidn de tritio en la molécula.

La sensibilidad del ensayo viene dada por la esﬁecificidad
del ligando y por la actividad especifica de la hormona mar-
cada. Con el uso de Aldosterona tritiada de elevada activida
especifica, no existe esta limitacidn de sensibilidad. En
cuanto a la especificidad del antisuero, annque los obtenidos
fueran de alto titulo y muy especificos, es claro: que, aunque
las reacciones cruzadas con otros esteroides naturales fuesen
de orden muy pequeﬁo, a causa de la-gran diferenciagde conce

traciones entre Aldosterona y otros esteroides como cortisol,



(%)

la interferencia en el sistema seria muy elevada por lo que
desde un principio nos planteamos la necesidad de una puri-
ficacidn previa de la Aldosterona en plasma, separdndola de
otros esteroides y substancias que interfiriesen en el sis-

tema de competicidn.,

(FM]
e



INTRODUCCION A LOS METODOS DIAGNOSTICOS DE HIPERALDOSTERONISMOS.

Desde la descripcidn de Conn de hiperaldosteronismo primario
como causa de hipertensidn, ha habido un esfuerzo continuado
para desarrollar un método simple y eficaz mediante el cual
puedan detectarse los casos de hipersecrecidn primaria de Al-
dosterona. Es evidente que este tipo de hipertensidn en una
enfermedad potencialmente curable y por tanto es necesario un
diagndstico preciso, A partir de la tolémica iniciada por Conn
sobre la verdadera incidencia de hiperaldosteronismo primario
(131-164), diversos autores concuerdan en afirmar que la fre-
cuencia de este proceso es mids elevada que la hasta ahora in-
dicada, quedando un significativo porcentaje de casos sin des-
cubrir debido a su dificultad diagndstica ya que, como veremos
a continuacidn, los métodos diagndsticos corrientemente utili-
zados o carecen de especificidad o su extremada sofisticacidn

impide el uso generalizado.

En las primeras descripciones del sindrome, el diagndstico
estaba basado en la asociacidén de hipertensidn arterial y de-

plecidn de potasio con hipersecrecidn de aldosterona.

Posteriormente Conn afiadid a los criterios diagndsticos la
existencia de actividad plasmética de Renina suprimida y ex-

crecibén normal de 17-hidroxicorticosteroides (12-165).

Habria que sospechar hiperaldosteronismo en enfermos hiper-
tensos que presenten sintomas secundarios a un déficit de po=
tasio como poliuria, nocturna, polidipsia, sintomas neuro-
musculares como debilidad, parestesias, tetania, paralisis

intermitente. En un 50% de estos enfermos se han encontrado
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curvas de tolerancia de glucosa anormales con insulinopenia

debido a la deplecidn potasica ( 32-166 ).

Desde la descripcidn de Conn de casos de hiperaldosteronismo
primario con potasio normal ( 31 ), el criterio de hipokaliemia

no seria totalmente valido.

En general habria dos aproximaciones bésicas al problema diag-

ndéstico planteado por estos enfermos.

Una seria por distintos tests en los que habria que confir-
mar por medicidn directa la hiperproduccidn de Aldosterona y
la hipoproduccidn de renina. A estos métodos nos referimos
al final de esta introduccidn., La segunda aproximacidn seria
el estudio del efecto mineralocorticoide que el exceso de Al-
dosterona ejerce en la regulacidn del sodio y potasio corpo-
rales, viendo este efecto con distintas manipulaciones, in-
firiendo que los distintos cambios de potasio en plasma y
orina reflejan cambios en la secrecidn de Aldosterona. Estos
serian los métodos diagndsticos m&s sencillos y bor tanto el
alcance de laboratorios generales aunque COmO veremos son mas

inexactos.

Recordaremos que en sujetos normales la'respuesta a una die-
ta pobre en sodio es un aumento de la secrecidn de Aldosterona
y una dieta elevada en sodio produce supresidn de esta secre-
cidn ( 43-135-167 ), siendo mediada esta respuesta a través del
sistema renina-angiotensina. En presencia de hiperaldostero-
nismo primario la secrecidén de aldosterona puede ser estimulada
por diversos mecanismos (168-169-170 ), pero no suprimida.

El efecto de aldosterona en el tdbulo distal renal seria de
intercambio de sodio y potasio, siendo este intercambio fun-
cidn del nGmero de iones de sodio que llegan al tiébulo

distal.



En casos de produccidn elevada de Aldosterona de manera
antonoma, una ingestidn pobre en sodic- produciria una ex-
crecidn limitada de potasio ya que habria una cantidad dis-
minuida de iones sodio en el +tdbulo distal para su inter-
cambio. Por otra parte una dieta rica en sodio produciria
en estos casos un aumento de las pérdidas de potasio en
orina ya que la secrecidn de Aldosterona no seria suprimida

y continuaria facilitando el intercambio de sodio.

La presencia de deficit de potasio debido a pérdida por
la orina, puede ser demostrada mediante la maniobra intro-
ducida por Milne ( 171), administrando un exceso de potasio
de 100 mEq/dia en adicidn a la ingesta normal. En enfermos
con hiperaldosteronismo existiria una retencidn de unos 200
mEq con un aumento en la concentracidn serica aunque se han
descrito algunos casos refractarios a este replecidn (171 ).
Al suprimir el suplemento de potasio reaparece un balance
negativo con pérdidas urunarias de potasio superiores a la
ingesta durante algunos dias hasta que los niveles plasmé:
ticos descienden. Se puede obtener informacidn adicional
colocando el paciente en dieta pobre en sodio de unos 10
mEq/dia en que la mayoria de los enfermos con hiperaldos-
teronismo primario conservan sodio normalmente. Como men-
cionabamos antes, en esta situacidn existiria una reduccidn
en la pérdida urinaria de potasio al llegar menos iones Na
intercambiables al fﬁbulo distal renal ( 52-172 ) estab-
leciéndose un balance positivo de potasio y elevandose el

nivel plasmitico (173 ),

Una maniobra muy importante en la determinacidén de hiperal-
dosteronismo ‘es la sobrecarga oral de sodio que, al no producir

inhibicidn de la secrecidn autdnoma de Aldosterona,produciria



una mayor pérdida de potasio urinario. La ingestidn de un
exceso de sodio de 200 mEq/dia durante cuatro dias no pro-
duce cambios en el potasio plasmdtico de sujetos normales o
hipertensos sin hiperaldosteronismo y en contraste en enfer-
mos con hiperaldosteronismo, hay un descenso por debajo de
3.5 mEq/L (17-32). Esta maniobra seria también un test pro-
vocativo en hiperaldosteronismo normokaliémico, siendo la
hipokaliemia inducida por sobrecarga sédica un Iindice de
produccidn elevada de Aldosterona sin distinguir entre hi-
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peraldosteronismo primario o secundario.

La rédpida excrecidn de una éobrecarga de agua y sodio ob-
servada en hiperaldosteronismo estaria en relacidn con un
aumento de filtracidn glomerular (174) y con la expansidn
del compartimento extracelular presente en estos enfermos
(166)., Este fendmeno no es de gran ayuda diagndstica ya

que estaria presente en otras causas de hipertensidn.

El antagonista competitivo de la Aldosterona, Espinoralac-
tona, ha sido utilizado en una prueba diagndstica introdu-

cida por Melby (175).

La inhibicidn de la actividad de Aldosterona seria lograda
con una concentracidn molar entre 100:1 y 1000:1 de relacidn
Espironolactona:Aldosterona. La administracidn de dosis ele-
vadas (m&s de 400 mgr/dia) durante cierto tiempo produciria
en enfermos con hiperaldosteronismo primario, una significa-
" tiva reduccidn en la presidn arterial, siendo este efecto mu-
cho menor o nulo en casos de hipertensidn con hiperaldoste-
ronismo secundario. En enfermos con hipertensidn esencial
con secrecidn normal de Aldosterona, pueden presentar una
mejoria de la hipertensidn con Espironolactona aunque se ob-

tiene este efecto con dosis menores, del orden de 100 mgr/dia.
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Otra prueba diagndstica seria el test de sobrecarga sddica-
Espinorolactona introducido por Birchall y Batson (176) en el
que se compara el aclaramiento de potasio antes y después de
la administracidn de Espironolactona mientras el enfermo es
mantenido en una dieta alta en sodio; una disminuicién del
50% o mds del aclaramiento de potasio indicaria hipersecre-
cidn de Aldosterona aunque sin distinguir si es por mecanismo

primario o secundario.

Desde las observaciones de Conn (177), indicando que en las
glédndulas sudoriparas no se produciria el mecanismo de escape
observado en el rifion, se ha intentado aplicar el estudio del
contenido electrolitico de la secrecidn sudoripara al diagnds-
tico de hiperaldosteronismo, diferencifndose la hipersecrecién

de Aldosterona mediante la determinacidn de Na/X (173-179).

Indice también de un exceso de accidn mineralocorticoidea

y por tanto método diagndstico de hiperaldosteronismo, seria
el contenido en sodio y potasio de la secrecidn salivar en

que una relacidn Na/K menos de 0.25 seria diagndstica de hi-
peraldosteronismo (178), aunque posteriormente no se ha con-
firmado su eficacia (173-180). Recientemente S. Wotman et al.,
midiendo concentracicnes de potasio en secrecidn de gléndula
submaxilar, han encontrado distintas concentraciones en casos
de hiperaldosteronismo primario debidos a adenoma gue en casos
de hiperplasia (181), lo cual no seria més que un resultado de

distintos niveles de Aldosterona en los dos procesos.

Otros intentos diagndsticos de hiperaldostercnismo mediante
el estudio de las alteraciones electroliticas que el aumento
de la secrecidn de Aldosterona ocasiona, han sido la determi-
nacidn de potasio intracelular éen hematies (182), la medida
de la diferencia de potencial eléctrico en la mucosa rectal

(183) y la determinacién de electrolitos en heces (171-184),
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estando todos ellos basados en el bajo cociente Na/K en di-
versos fluidos corporales como resultado de hipermineralo-

corticismo.

En general todos estos métodos diagndsticos descritos has-
ta ahora son imprecisos e inespecificos ya que no distingui-
rian entre hiperaldosteronismo primario y otros hiperaldoste-
ronismos con la precisidn de los métodos diagndsticos en que
se determina directamente la secrecidn de Aldosterona. Ya
hemos descrito en la introduccidn al analisis de Aldosterona
los métodos hasta ahora utilizados en el estudio directo de
la secrecidn de Aldosterona como son la determinacidn directa
en orina de sus metabolitos, la medicidn de su secrecibn por
métodos isotdpicos o la dificil determinacidn en plasma de
niveles de Aldosterona por métodos indirectos o por analisis
doble isotépico. Ya hemos comentado la imprecisién de unos
métodos y la dificultad de otros aunque en el diagndstico de
hiperaldosteronismo es claro que los procedimientos basados
en estos métodos analiticos son los més eficaces en el diag-

néstico y estudic del proceso.

La confirmacidn mediante la medicién directa de la triada
de hipertensibdn, produccién de Aldosterona aumentada y pro-
duccidn disminuida de renina ha sido hasta ahora la orienta-
cién bésica en el diagndstico ( 165-185 ). Utilizando
la medida directa de estos parémetros, Bigiieri ha introducido
un test de supresidn para el diagnéstico diferencial entre
hiperaldosteronismos primarios y secundarios en el que la ad-
ministracidén de desoxicorticosterona no produce supresidn de
la produccidn de Aldosterona en presencia de hiperaldostero-
nismo primario suprimiendo esta produccidn en el caso de hi-

peraldosteronismos secundarios mediante la supresidn del



sistema renina-angiotensina (186-187 ). Este test ha supuesto
un gran avance diagndstico aunque su uso queda limitado por la
necesaria hospitalizacibén y el tiempo requerido de cuatro dias
Ademds la imprecisidn de las medidas urinarias de Aldosterona
hacen necesaria la medida de secrecidn en 24 horas para mayor

exactitud, lo cual limita afin mds el procedimiento.

Recientemente Biglieri ha descrito una modificacidn de su
test de supresidn utilizando Fluorocortisona via oral (272 ).
Una prueba indirecta para el diagndstico diferencial de los
hiperaldosteronismos primarios y secundarios es la ideada por
Kaplan y Silah de infusidn de Angiotensina cuyos resultados
han sido revisados recientemente por Guedon (189),y que consist
en la infusidn intraverosa de Angiotensina viendo la cantidad,
expresada en ng/Kgr/minuto, que provoca una elevacidn diastdlic
de 20 mmHg. En aldosteronismo primario la dosis necesaria se-
ria de unos 3 a 4 ng/Kgr/minuto y en casos secundarios de 6.5

ng/Kgr/minuto.

Un importante avance en el diagndstico y localizacidn de
adenomas productores de Aldosterona fue el estudio mediante
cateterizacidn de niveles de Aldosterona en plasma de vena
suprarrenal ( 141), siendo este método junto con la flebo-
grafia suprarrenal de una gran precisidn en la localizacidn

de adenomas ( 165).

Es evidente, en vista de la dificultad de los métodos direc-
tos y la imprecisidn de los indirectos,que no existe un test
suficientemente simple y preciso que permita seleccionar pa-
cientes con hiperaldosteronismo primario entre enfermos afecto

de hipertensidn.

La medicidn de niveles de Aldosterona en plasma periférico

mediante radioinmunoensayo supondria un gran avance para los



estudios diagndsticos de hiperaldosteronismo ya que es més
preciso quella determinacidn de metabolitos en orina y por
supuesto mucho mds sencillo que la determinacidn de secre-
cidén o la determinacidn directa por doble dilucidn isotd-
pica lo cual permite simplificar y por tanto difundir los

métodos diagndsticos de determinacidn directa.

Como aplicacidn diagndstica del método de radioinmunoen-
sayo hemos intentaco modificar el test de supresidn por
mineralocorticoides determinando el efecto supresor en ni-
veles periféricos de Aldosterona, intentando asi diferen:
ciar hiperaldosteronismos primarios de secundarios de un
modo prédctico para su aplicacibdn al diagndstico diferen-

cial en enfermos hipertensos en régimen ambulatorio.
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4 - INTRODUCCION A LOS MECANISMOS DE REGULACION DE LA SECRE-

CION DE ALDOSTERONA.

Actualmente, los mecanismos conocidos en la regulacidn
de la secrecidn suprarrenal de Aldosterora en el hombre
serian, ACTH, sistema Renina-Angiotensina y niveles plas-

midticos de sodio y potasio.

ACTH elevaria la secrecidn de Aldosterocna a la vez que
la de glucocorticoides, tanto en hombre (188-190), como
en cordero (45) y perro (194). El efecto en ratas seria

menos acusado (191).

En el hombre, el efecto de ACTE seria relacionado con la
dosis de ACTH exogeno, ya que pequefilas dosis estimularian
la secrecidn glucocorticoidea, sin elevar la produccidn de
Aldosterona (192). La accidn de ACTH, actuando de manera
crdnica, seria autolimitada (193) y la sensibilidad de la
zona glomerulosa a la accidn de ACTH, estaria facilitaca
por los niveles de Renina circulante (194%). La ausencia
de ACTH no aboliria la secrecidn de Aldosterona, pero su
presencia permite una respuesta mi&xima y apropiada de la
zona glomerulosa, a fluctuaciones del sistema Renina-Angio-
tensina (195). ACTH seria responsable de las elevaciones
de Aldosterona observadas ante distintos estimulos inespe-

cificos (196).

El sistema Renina-Angiotensina, es el principal mecanismo
en el control de Aldosterona en el hombre (47-184)., Angio-
tensina II actla directamente en la corteza suprarrenal
(45-194), tanto in vivo como in vitro, sin haberse podido
demostrar con claridad en que nivel de la sintesis de Aldos-

terona, se produce la estimulacidn (197-198).
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El sistema Renina-Angiotensina seria responsable de los
cambios de produccidn de Aldosterona, observados con deple-

cidn o sobrecarga salina (43-199-200-201).

Durante deplecidn de sodio, la hipersecrecidn de Aldoste-
rona seria mediante estimulo del sistema Renina, cuya accibn

seria mantenida por ACTH, de una manera permisiva (202).

Aunque se ha demostrado repetidas veces la elevacidn de
Renina plasmitica durante deplecidn sddica (42-203-20u4),
recientes trabajos de Best (205), midiendo Aldosterona peri-
férica por un método doble isotdpico, indican cierta dispa-
ridad entre niveles de Angiotensina II y Aldosterona, en

respuesta a deplecidn sddica en sujetos normales.

En humanos, el posible mecanismo de estimulo de produccién
de Renina, mediante deplecidn sddica, seria mediante reduc-
cidn del volumen intravascular, aunque quizds hubiese un me-

canismo separado segin Bull (206) y Fabre (207).

Recientes trabajos de Gordon (208), Mogil (209) y Vandes
(210), indican que el estimulo de produccidn cde Renina po-

dria realizarse a través del sistema nervioso simpdatico.

La respuesta de aumento de produccidn de Aldosterona seria
un mecanismo homeostdtico adecuado para la conservacidn de
sodio y en relacidn directa a la deplecidn sddica producida

(211).

Las modificaciones en la produccidn de Aldosterona, produ-
cidas por cambios posturales, han sido estudiadas por Balikian
(212) y Cohen (200), mediante medidas de secrecibn y excrecidn
de Aldosterona. Gowenlock (213), estudiando cambios postura-
les en sujetos sumergidos en agua, sugirid que el efectoc pos-

tural de aumento de secrecidn de Aldosterona seria debido a



cambios hemodin&micos de distribucidn de fluidos, que con-
sistirian en una redistribucidn sobre todo a miembros in-
feriores (214%). Que esta accidn estimuladora del cambio
postural es mediada por el sistema Renina-Angiotensina,

ha sido confirmado por Cohen (200-215) y Brown (216), en-
tre otros. Cohen interpreta este cambio postural como un
mecanismo compensador tendente a mantener la presidn ar-

terial y expandir el volumen plasmitico.

El aumento de Aldosterona observado en el cambio postu-
ral seria determinado por un aumento en la secrecidn, y
no por un descenso en el aclaramiento, segiin han demostrado

Balikian et al. (212).

El potasio ejerce una accidn estimuladora directa sobre
la zona glomerulosa, aumentando la secrecidn de Aldosterona
segln estudios in vitro, con suprarrenales de buey (217) y

rata (191).

La perfusidn con sales de potasio de suprarrenales aisla-
das en perros hipofisectomizados y nefrectomizados, produce

tamrbién aumento de la secrecidn de Aldosterona (218).

La sobrecarga de potasio en humanos, procduce un aumento de
'secrecién de Aldosterona (4-219-220-221). E1l efecto de 1la
sobrecarga de potasio en sujetos normales seria, segilin Davis

(47), a través de un estimulo directo de los niveles eleva-
dos de potasio en plasma y por pérdida de sodio secundaria
a dicha sobrecarga que conduciria a la activacién del sis-

tema Renina-Angiotensina.

Recientemente, Funder et al, (222), han demostrado un efec
to estimulador directo de potasio sobre la secrecidn de Al-

"
dosterona en suprarrenal autotransplantada de cordero,
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independientemente de balance positivo o negative de sodio.

Por otra parte, Maebashi et al. (223), han demostrado un
efecto supresor de la ingestidn de potasio sobre el sistema
Renina-Angiotensina en sujetos normales, lo cual indicaria
que el efecto estimulador de potasio sobre Aldosterona seria

por un mecanismo directo exclusivamente.

Recientes estudios realizados por Abbrecht y Vandes (224~
225) y por Sealey (226), indican la posibilidad de que los
niveles de potasio en plasma ejerciesen un efecto directeo
sobre el rifidn, estimulando o inhibiendo la produccidn de
Renina.independientemente de los niveles de Aldosterona o
del balance do sodio., Por otra parte, Angiotensina II tie-
ne un efecto directo de elevacidn de niveles plasméticos de
potasio, aunque no en niveles suficientes para estimular 1la

secrecidn de Aldosterona (194).

En la primera parte de esta introduccidn, ya hemos mencio-
rnade los efectos de sodio plasmitico sobre la mécula dehsa y
la produccidn de Renina. Blair-West (45) y Davis (218), han
demostrado una accidn estimuladora directa de los descensos
de sodio plasmético sobre la secrecidn de Aldosterona, aun- i
que este factor seria de poca importancia clinica, siendo el

volumen intravascular un factor mis importante en la regula-

cidn Renina-Angiotensina Aldosterona (227).

El efecto del magnesio en la secrecidn de Aldosterona ha
sido estudiado por Ginn y Cade (228), que encontraron en ra-
ta; deficientes en magnesio un aumento de secrecidn de Aldos-
terona. Este hallazgo ha sido vuelto a confirmar reciente-
mente por Ginn y Cade, que han vuelto a observar el mismo
fendmeno que en su primer trabajo (229), utilizando distinta

metodologia.



Blair-West et al. (230), han estudiado la accidn local
de magnesio y calcio en suprarrenal autotransplantada en
cordero, encontrando que un aumento de magnesio plasmiti-

co de 1-6 mEq/L no afecta la secrecidn de Aldosterona.

La existencia de un posible factor pituitario anterior,
controlador de la secrecidn de Aldosterona, ha sido pro-
puesto por Palmore (231), a partir de estudios en ratas
en las que hipofisectomia anula la respuesta a deplecidn
de sodio, mientras que inyecciones de extractos de pitui-
taria vuelven a permitir dicha respuesta, mientras que in-
yecciones de ACTH, hormona de crecimiento o ACTH mds tiro-

xina, no producen dicho efecto.

La existencia de este factor ha sido propuesto también
recientemente por Lee et al. (232), a partir de estudios

similares en ratas.

Williams et el. (233), estudiando en enfermos con pan-
hipopituitarismo la respuesta de la secrecidn de Aldoste-
rona a la restriccidn sddica y a la estimulacidn con ACTH,
concluyen que habria otro factor pituitario distinto de

ACTH, que permitiria la respuesta a la deplecidn sddica.
Diversos autores han investigado la hipdtesis de un cen-
tro diencefé&lico, regulador de la secrecidn de Aldosterona,
siendo hasta ahora la evidencia negativa, tanto en el perro
(234-235) como en oveja (236), pareciencdo pues que el sis-
tema nervioso central actuaria en la secrecidn de Aldoste-

rona a través de ACTH, pero no hay evidencia a favor de

otro mecanismo nervioso central (47).

La hipdtesis de que existirian receptores nerviosos peri-

féricos en la carotida, como via aferente para el control



de la secrecidn de Aldosterona, fue rebatida por Carpenter
(237) y Davis (238), Recientemente, Edmonson (239) ha ob-
servado que dosis altas de Angiotensina estimulan los ba-

roreceptores del seno carotideo.

Burstyn, observando el efecto de Aldosterona en el seno

carotideo, concluye que Aldosterona estimularia directa-

mente en los baroreceptores, produciendo hipertensidn (2u40).

Hay evidencia de la existencia de un ritmo circadiano en
la secrecidn de Aldosterona. Los pocos estudios publica-
dos (241-242-243-24L-245) concuerdan en gque existiria ma-
yor excrecidn de Aldosterona durante el dia, en particulaer
las primeras horas, que durante la noche. Los estudios més
completos realizados, han sido los de Wolfe. Estudiando
los niveles de Renina en plasma de sujetos normales (246)
en posicidn supina, observa una variacidn con niveles més
elevados entre 2 AM. y 8 A.M, y mds bajos entre mediodia
y 6 P.M., En sujetos en posicidn erecta, este cambio posi-
cional produciria un estimulo mayor para la produccidn de
Aldosterona en la mafiana que en la tarde. Estudiando la
secrecidn de Aldosterona, mediante el andlisis de Aldoste-
rona en orina fraccionada (245) y eliminando el éfecto de
ACTH mediante supresidn con Dexametasona, llega a la con-
clusidn de que es la postura corporal el factor principal
determinante del ritmo circadiano, y que estcs cambios se-
rian determinados por modificaciones en la actividad plas-

mdtica de Renina.

De gran interés en el estudio de los mecanismos de regu-
lacidn de la secrecidn de Aldosterona, han sido los estu-
dios hasta ahora realizados en animales y hombres ané&fri-

cos, ya que al eliminar el sistema Renina-Angiotensina, se



pueden evidenciar otros factores que influencien esta secre-
cidn.

Experimentos realizados por Davis (247) y Ganong (248),
demostraron que la nefrectomia realizada en perros hipofi-
sectomizados y deplecionados de sodio, producia un descenso
en la secrecidn de Aldosterona y que la ausencia del sistema
Renina-Angiotensina previene la elevacidn de secrecidn de

Aldosterona en respuesta a hemorragia.

Diversos autores han indicado diferencias entre diversas
especies respecto al mecanismo responsable de la respuesta

de Aldosterona a la deplecidn sbdica.

En cordero hipofisectomizado y deplecionado de sodio, la
nefrectomia produce un descenso de la produccidn de Aldos-
terona, sin que la hipofisectomia tenga efecto significati-
vo, indicando que en cordero el sistema Renina-Angiotensina

seria mediador en la respuesta a la deplecidn sddica (2u43).

Parece ser, segln estudios recientes, que el sistema Re-
nina-Angiotensina ejerceria un papel permisivo més que pri-
mariamente estimulador, en la respuesta de Aldosterona a la

deplecidn sddica (250).

En el perro deplecionado de sodio, la respuesta & la ne-

frectaria seria similar a la del cordero (2u41-2u8).

Por el contrario, en la rata, existe el interrogante so-
bre el verdadero papel cel sistema Renina-Angiotensina, pues
diversos autores han indicado el minimo efecto de la admini-
stracidn aguda o crdnica en la secrecidn de Aldosterona en
la rata in vivo (251-252) e in vitro (253). En la rata, la
nefrectomia no causaria un descenso en la secrecidn de Aldos-

terona y la deplecidn sddica causaria una respuesta normal (25



persistiendo la hipersecrecidn de Aldosterona alin en ausen-

cia del sistema Renina-Angiotensina.

El desarrollo de un método de determinacidn plasmitica de
Aldosterona préctico y preciso como el radioinmunoensayo, y
las posibilidades que la hemodidlisis crdénica ofrecen en el
mantenimiento de enfermos anéfricos, permiten el estudio de
la regulacidn de Aldosterona en humanos anéfricos. Nosotros
hemos intentado dilucidar el mecanismo de regulacidn de Al-
dosterona ante el estimulo de deplecidn isomatrénica de vo-
lumen en humanos anéfricos, intentando resolver el interro-
gante planteado por las discrepancias observadas en distintas

especies.

Como aplicacibén inmediata del radioinmunoensayo, hemos que-
rido estudiar el comportamiento de los niveles normales de
Aldosterona en sujetos normales, en condiciones basales y
ante distintos estimulos e inhibiciones, como un estudio ge-
neral previo a la aplicacidn clinica de la medicidn de estos
niveles. Hemos estudiado las variaciones producidas en los
niveles de Aldosterona periféricos con el estimulo postural,
estableciendo los valores normales en estas situaciones.
También hemos estudiado la posibilidad de variaciones diur-
nas en los niveles de Aldosterona, como estudio previo a la

elaboracidrn de métodos diagndsticos de hiperaldosteronismo.

También hemos estudiado el efecto de deplecidn y sobrecarga
salina en los niveles plasmiticos de Aldosterona en sujetos
normales, con el fin de evidenciar los cambios en estos ni-
veles, producidos por dichas maniobras como un estudio gene-
ral de la regulacidn de los niveles periféricos de la hormona

'y como comprobacién in vivo de la utilidad del radiqQinmunoen-

sayo.



PARTE I - Desarrollo del método cde Radioinmuno-
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A - PARTE I DESARROLLO DEL METODO DE RADIOCINMUNOENSAYO.

RESULTADOS EXPERIMENTALES.

Reactivos y aparatos.

Diclorometano (CH C12) (espectroanalizado)

2
Etilena. o\ (certificado ACS)
Acetona (espectroanalizada)
Tolueno (certificado ACS)

Eter-Petrdleo (certificado ACS)

Los reactivos anteriormente citados, fueron

obtenidos de Fisher Scientific Company.

Provilenglicol (Cromatogr&fico) obtenido de

Matheson Coleman and Bell.

Etanol. Etanol absoluto de Fisher fue purificado
de la siguiente manera: 2 L. de Etanol absoluto
mezclados con dinitrcfenilhidrazina (4 gr) y 0,5
ml de SOuH2 concentrade, en reposo durante 14 h.
Luego es destilado utili%ando una columna de
Tigreaux.

Carbdn activado. Fisher Norit A

Dextrano. 70 Pharmacia
Liquifluor. (New England Nuclear Corp.)
Scintisol, (Isolab Incorporated)

Aluminio Oxido Celite G. Merck

Silica Gel G F Merck

254

49



Esteroides

-

Aldosterona inerte obtenida de E. Merck, Darmstadt,

Alemania, y purificada en cromatografia en capa fina
de Celite G, impregnadoc con propilenglicol con dos
desarrollos en Tolueno: CH2C12 (90:10) saturado con
propilenglicol.

Una vez purificade la aldosterona, se eluye de ce-
lite con cantidad minima de CH2012 y diluyendo con
etanol absoluto se cuantifica por absorcidn ultra-

violeta a 240 nm.

Conociendo la lectura a 24C nm = 0.D. el peso mole-
cular = 360,44 y E médxima = 16000 se calcula la con-

centracidn de la disclucidn:

_0:D. = Moles/litro
16.0C0C

Una vez cuantificada, se hacen diluciones de alma-

cenamiento y de trabajo en 50% etanol acuoso.

1-2 H3 Aldosterona

Obtenida de New England Nuclear Corporation, con

una actividad esﬁecifica de 49 C/mM.

Antes de su usc es purificada en cromatografia de
capa fina en el mismo sistema que la aldosterona

inerte.

La disolucidn es transferida a un frasco volumé-
trico con 50% etanol acuoso y la concentracidn deter-

minada por conteo en contador de centelleo de partes

-
alicuotas de la disolucidn.
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Aldosterona - y - Lactona

Preparada a partir de aldosterona purificada por
oxidacidn peryodada con 0,1 M H I 0, en 2% Piridina
segln el método descrito por Ulick y Vetter y repu-
rificada por cromatografia en papel (Whatman #2) en
ciclohexano-benceno-metanol-agua (5:3:5:1, fase

superior).

1-2—H3 Aldosterona - y - Lactona

Preparada por oxidacidn peryodada y purificacidn
-ce 1-2-H3 Aldosterona al igual que aldosterona - y -
lactona, excepto que el papel cromatogrifico es
analizado para picos de radiocactividad en un Contador

Scanner Packard.

Otros esteroides

Los siguientes esteroides han sido utilizados tam-
bién en los estudios de especificidad de los antis

.

sueros y en estudios de separacidn cromatogrdfica.

Estercides titriados

1—2—H3 Cortisona

New England Nuclear NET-183 (8,25 mC/0,0017 mg)

1-—2—H3 Hidrocortisona

New England Nuclear NET-185 (45 c/mM)

Esteroides inertes

Cortisol
Cortisona
Progesterona
Testosterona
17-B-Estradiol

Corticosterona



18-0H. desoxicorticosterona

Etioacido de corticosterona

Etiocacido de hidrocortisona

18-0H Corticosterona lactona

18-0H Desoxicorticosterona lactona

Los esteroides Progesterona, Testosterona, 17-B-

Estradiol, Corticosterona, Hidrocortisona, Cortisona,
fueron conseguidos de Steraloids Inc. y repurificados

en cromatografia antes de su uso.

Los estercides o derivadcs 18-0H-B, 18-0H-Doca,
Etiod&cido de hidrocortisona y Eticdcido de cortico-
sterona, fueron proporcionados por la Worcester Foun-

dation for Experimental Biology, Shrewsbury, Mass.

Los derivados lactdnicos de iS8-OH DOC y 18-OE-B
fueron preparados por oxidacibn peryddica con el mismo

método que la aldosterona-lactona antes citado.

Todos los esteroides citados fueron prepurificadcs
antes de su uso mediante crcomatografia y las distintas
diluciones de trabajo estandarizadas por medio cde
absorcidn ultravioleta.

Los nombres triviales usados son los siguientes:

Cortisol = 4-Pregnen-118, 170, 21 - Triol - 2, 20 - diona
Aldosterona = 4-Pregnen-118, 21-diol-3,18,20-Triona
Progesterona = L-Pregnen, 3-20-diona

Testosterona = 4-Androsten-178 -ol, 3-ona

Cortisona = 4-Pregnen-17a, 21-diol-3,11,20-Triona
Corticosterona = u-Pregnen-%1B, 21-diol-3,20-diona

17- -Estradiol = 1,3,5 (10)-Estratrien-3, 17 «-diol

Desoxicorticosterona = 4-Pregnen-21-0l-3,20-diona
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Disoluciones

Disolucidn ecuilibradora de fosfato (buffer-fosfato)

Se prepara disolviendo 9,94 gr. de NaHé POM.HQO y

17,34 gr, de NazH POL¥ arhidro en 2 litros de agua desti-
lada y ajustando la disolucidn a pH 7,00 si es necesaric.

Se almacena a 4° hasta su uso.

Disolucibdn azul de Tetrazolium

A - 100 mgr., de azul de Tetrazolium se disuelven en 100
ml. de H,O,
<
B - 160 gr. de NeOH se disuelven en 30C ml. de HQO. En-
friar y afiadir 200 ml. de metanol.

Antes de usar afiadir 5 ml. de disolucidn A a 45 ml. de

disolucidn B y mezclar en el nebulizador.

Placas de Celite

Preparadas en el laboratorio con 40 gr. de Celite G,
suspendidos en 80 ml. de agua. La suspensidn se extiende
sobre 5 placas de vidrio de 20 x 20 cm. lavadas con etanol.
El extendedor usado debe dar un grosor de capa de 375 nm.
Las placas se. dejan secar a temperatura ambiente y son
activadas en posicidn vertical en horno a 95° durante

1 hora.

Se dejan enfriar en posicidn vertical a temperatura

ambiente y se almacenan en armario desecador hasta su uso.

Placas de Silica Gel G.F.

Preparacidn igual que placas de Celite, utilizando

Silica Gel G.F,



Disolucidn de conteo

La disolucidn de conteo utilizada durante todos los
experimentos, es preparada con 84 ml. de Liquifluor y

200 ml. de Scintisol diluidos con Tolueno hasta 2 litros.

La efectividad de esta disolucidn para conteo de triti'
se calculd contando un estandard de Tritio Tolueno, di-
suelto en 10 ml. de la disolucidn de conteo. También se
nidid la efectividad afiadiendo a la mezcla 0,5 ml. de
Buffer fosfato, produciendose asi un especimen similar

a los utilizados en los experimentos.
Los resultados estdn indicados en la Tabla n® (1 ).

E1l valor absoluto del estandard utilizado y corregido
por tiempo transcurrido desde su fabricacidn era

1,72 x 106 desintégraciones por minuto.

de aqui que:
Eficiencia sin Buffer-fosfato 32,27% .

Eficiencia con Buffer-fosfato 31,26%
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Tiempo C.p.m.
conteo Conteo corregido
minutos total C.p.m. b.k.g.
B.k.g. . 50 ‘ 1017 20 —
B.k.g.
buffer
fosiato 50 1050 21 -
H3Tolueno  16.65
con 18,65 900.000 54057 54033

buffer f. 16.65

#° Tolueno 16.20
16.06

16.13 900.000 55797 56777

Estandard corregidc = 1.728 x 10° D.P.M.

w
N
N
~2
4

Eficiencia sin buffer fosfato

w
=
~N
(o2}
o®

Eficiencia con buffer fosfato

TABLA - 1T

Eficiencia para tritio de la disolucidn de conteo utilizada:

Liquifluor:Scintisol:Tolueno (84%:200:2000).



Piveta automitica Ippendorf con puntas cambiables de C,5 ml.

Eppendorf Co. Alemania. Cuando es utilizada con pipetas
desechables Pasteur, hay que utilizar unas valvulas adapta-

das de goma que unen las dos Dpipetas.

Las mediciones de las pipetas automdticas fueron cali-
bradas periodicamente por pesada de agua corregida para
temperatura, considerandose satisfactoria una variacidn

de + 0,5%.

Columnas de elucidn

Para eluir un esteroide de areas peguefias del scporte
cromatogrifico utilizado, se Lan usadc unas microcolumnas
hechas en el laboratorio ccn micropipetas Pasteur de
5 3/4 pulgadas, con el extremo de salida de la pcrcidn
ancha de la pipeta obstruido con fibra de vidrio y estre-
chadas en su parte superior, por el que se introduce el
soporte cromatogrifico a eluir (celite o silica gel) por
medio de succidn de vacio. Estas microcolumnas sor lavadas
en CH2C12 repetidamente antes de ser utilizadas y deshe-

chadas después de su uso.

Contador de centelleo

El utilizado en todas las mediciones fué un contador de

centelleo iiguicdo Packard Tricarb - 3230.

Para la identificacién de picos de radiocactividad en pa-
pel cromatogri&fico en los experimentos en que &sto fuese

necesario se utilizd un contacdor Packard scanner.



Viales de conteo

Viales de cristal libre de potasio de bajo BKG Packard.

Los viales son desechados después de su uso.

Fotofluordmetro Turner

Utilizado en el método de determinacidn de aldosterona
en plasma de vena adrenal para su cuantificacidn, adaptln-
dolo para medicidn continua de soda fluorescencia en el

papel cromatogrifico.



Introduccidn Metocdoldgica. Radioinmunoensayo.

Los diversos experimentos que a continuacidn se
describen, fueron realizados en las etapas iniciales
del desarrollo del méicco y los resultados obtrenidos
en los distintos estudios son los que condujeron al
método definitivo o estandard, descrito en la seccidn
siguiente y que fué el utilizado para la determinacidn

de aldosterona en los estudios clinicos.

Los estudios descritos en esta seccidn estédn agru-
pados en varios apartados, segln la etapa estudiada
del método, auncue no indica que estén realizados

sucesivamente.

Cuando los resultados de una experiencia llevaron a
la modificacidn de un paso del método, dicha modifica-

cidn se expresa en el experimento correspondiente.

Los distintos apartadcs en que hemos agrupado los

experimentos son los siguientes:

1. Radicinmuncensavyo

a) Separacidr de esteroide libre y unido
£) Condiciones de equilibrio

c) Tratamiento de Tubos

2. Antisueros

a) Métolo de formacidn
b) Estudics de longevidad de las diluciones
¢) Adicidén de gammaglobulina

d) Especificidad, reacciones cruzadas

3. Purificacibn previa al radioinmunoensavo

a) Extraccidn
b) Particidn

c) Cromatografia en capa fina



Como descripcidn general de la metodoiogia seguida y
coro aplicacidn concreta a la teoria general de radio-
inmunoensayos descrita en la introduccidn general, lo
que se intenta analizar a lo largc de los experimentos
descritos en esta seccidn, son las distintas etapas en
el proceso de purificacidn de alidcsterona y las distintas
condiciones del radioinmunoensayo, que lleven a la des-

cripcidn de un método lo més sensible y especifico posible.

Los estudios del sistema del radioinmuncensayo en si,
consisten en incubar en tubo de ensayo la cantidad a
medir del esteroide inerte, con una disolucidn de anti-
suerc anti-esteroide y esteroide marcado con tritio. Una
vez equilibrado el sistema quedard unido al arnticuerpo
una cantidad de esteroide marcado, en relacidn inversa a
la cantidad de esterocide inerte presente en el sistema.
Entonces se separa el esteroide libre del marcado por

medio de un adsorbente que adsorba la fraccidn libre.

Midiendo la cantidad de esteroide marcado, unido al
anticuerpo, en relacibdn con distintas cantidades estandard
de esteroide inerte, se construiria una curva estandard de
cantidad de estercide narcado unido en funcidn de cantidad
inerte, extreapolando de esta curva las cantidades descono-
cidas de esteroide inerte en funcidn de la cantidad de

esteroide unidoc en el sistema.

En los siguientes experimentos, todos los estandards y
en su caso las muestras problema, son realizados en tri-

plicado.

Los estandards de esteroicde son pipeteados en tubos de

ensayo y secados en horno de vacio a 30°.
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En los estudios iniciales, cse han estudiado distintos
antisueros que se especifican en pigina (78 ), que son
antisueros antialdosterona lactcna (series 137 y 138) y

antisuero antialdosterona (088).

En el caso en que se utilizan los antisueros 137 y 138,
los estandards y el esteroide marcacdo, serdn aldosterona-

lactona y 1-2 H3 aldosterona-lactona respectivamente.

En los experimentos en que se utilice el antisuero 038§,
los esteroides utilizados serdn aldosterona y 1-2 H3

aldosterona,

0 - F

El llamado O-fosfato (0-F), se refiere a un factor de
correccidn utilizado en la curva estandard y en el cdiculo
de las mﬁestras destinado a corregir cada resultado indi-
vidual, por la fraccidn de esteroide libre, que no ha sido
removido por el adsorberte utilizado en la sepzaracidn ce
esteroide libre y unido al antisuero consiste en una diso-
lucidn de la disolucidn equilibradora de fosfato, utilizada
en el procedimiento, con una concentracidn de esteroicde
marcado exactamente igual a la concentracidn en que dicho
esteroide marcado se encuentra en la disolucidn de anti-

suaro-esteroide marcado.

Utilizando la misma cantidad de esta disolucidn que de
la compuesta por H3—esteroide—antisuero y sometiendola al
mismc procedimiento de separacidn, la cantidad de esteroide
marcado que quede libre en el sobrenadante habré que corre-
girla en el resto de los tubos (estandards y muestras) pues
indica la fraccidn de esterocide libre no adsorbida por el

sistema separador.
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En general 1,5-2% de esteroide libre, no es separado por

los adsorbentes estudiados.

En un principio, el esquema del método a desarrollar con-
sistia en la purificacidn de .aldosterona por extraccién,
particidn y cromatografia, lactonizacidn, nueva purifica-
cidn por un segundo sistema cromatogrdfico y cuantificacidn
final en el sistema de radioinmunoensayo, utilizando un

antisuero antialdosterona lactona.

El fin perseguido con la lactonizacidn era, por una partz
su mayor estabilidad en comparacidn con aldosterona, y por
otra parte, se pensd que la especificidad del anticuerpo
seria mayor y la interferencia final menor. En el curso
de los estudios descritos a continuacidn, se vid que la
especificidad del antisuero antialdosterona era muy satis-
factoria, tanto o més que la de los antisueros anfilactona.
Ademds, los reactivos del método utilizado para la lacto-
nizacidn producian interferencias inespecificas en el sis-
tema de cuantificacién. Por otra parte, utilizando aldos-
terona y no su lactona, se simplificaba el m&todo, evitando
una etapa de lactonizacidn y una cromatografia sin deterioro

de la exactitud y precisidn del método.

a.- Condiciones de separacidn de fracciones libre y unida.

En los experimentos descritos a continuacién, se

estudian las distintas condiciones de separacién.
En general, el principio se basa en equilibracidn
de la solucidn de esteroide inerte, esteroide marcado

y antisuero.

Una vez conseguido el equilibrio, se separa el esteroide

libre por medio de un adsorbente y se mide la cantidad



de esteroide marcado que ha quedado unido al anticuer,
midiendo la radiocactividad de una parte alicuota del
sobrenadante (solucidn de anticuerpo con esteroide

unido).

En los experimentos que & continuacidn se describen,
se ha utilizado carbdn activado como medio de separa-
cidn, estudiandose distintas condiciones de separacidn

y distintos recubrimientos de las particulas de carbédn

El protocolo general de separacidn utilizado en los

experimentos descritos, es el siguiente:

Aparte de los tubos estandard y los tubos muestra,
siexnpre se usan tubos totales y tubos 0, que no con-
tierien esteroicde inerte.

Una vez secos los tubos estandard y los tubos muest
a éstos y a los tubos totales y C se les aface 0,5 ml.
de la solucidn antisuero-esteroide marcado, utilizado

en cada experimento.

Los tubos 0-fosfato y total fosfato descritos antes,
contienen 0,5 ml. de la solucidn fosfato-esteroide

marcado.

Los tubos total-antisuero y total-fosfato, no se
someten al procedimiento de separacidn, sino que se
les afiade 0,5 ml. del buffer-fosfato utilizado y des-
pués de mezclar, se mide la radicactividad de 0,5 ml.
parte alicuota, que servirid para, a partir de esa can-
tidad total, calcular el porcentaje de esteroide unido

en los otros tubos.
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Los tubos 0, 0P, estandards y muestras, se someten al
procedimiento de separacidn, afiadiendoles 0,5 ml. de la
suspensidn de adsorbente, y una vez producida la sepa—v
racidn, se traslada 0,5 ml. del sobrenadante a un vial
de conteo que después de afiadir 10 ml. de solucidn de
conteo se medird su radicactividad en un contador de-

centelleo,

En todos los experimentos se usa 0,5 ml. de buffer-
fosfato, utilizado con 10 ml. de solucidn de conteo

como BKG,
Célculos

La redia de cada grupo de triplicados se corrige para
BXG y O-fosfato y se divide por cpm totales en 0,25 ml.
de la solucidn antisuero-esteroide marcada (tubos suero-
total) que dard el porcentaje unido en los estandards.
De aqui se calcula también el porcentaje libre y el
cociente libre sobre unido (L/U) y los resultados se
llevan a un sistema de coordenadas en funcidn de la

concentracidn de esteroide inerte de los estandards.

i - Comvaracidn entre distintos recubrimientos de

carbdn activado.

Se han estudiado 3 sistemas de separacidn.

A - Carbdn activado recubierto de metilcelulosa

Suspensidn de 500 mgr. carbdn activado (Fisher
Norit A) y 50 mgr. de metilcelulosa (Fisher

400 cps) en 200 ml. de buffer-fosfato.

B - Carbdn activado recubierto de dextrano

Suspensién de 500 mgr. carbdn activado (Fisher
Norit A) y 50 mgr. dextranc +70 (Pharmacia P.M.

70.000) en 200 ml. de -.. far-fosfato.
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C - Carbdn activado

Suspensidn de 500 mgr. carbdn activado (Fisher

Norit A) en 200 ml. de buffer-fosfato.

La solucidn antisuero-esteroide marcado, utili-
zada es antisuero 138 (6-30-70) a 1:400.000, con

128 pgr/ml de H® aldosterona-lactona.

Se hicieron tres curvas standard, cada una tra-
tada con un distinto adsorbente. Las condiciones
de adicidn de suero, incubacibdn y método de sepa-
racidn, fueron las mismas que en procedimiento
estandard (p. 139).

Los resultados expresados en la tabla n® (2)
indican que el carbdn activo no recubiertoc, tiene
menor capacidad para adsorber esteroide libre, ya
que el valor de 0-P es mds elevado. Las suspen-
siones de carbdn recubierto de dextrano o metil-

celulosa son comparables.

Comparacidn de condiciones de agitacidn del sistema

-

adsorbente.

Se realizaron diversos experimentcs, para deter-
minar la capacidad de separacién del carbdn active
recubierto de dextrano con distintos tipos de agi-

tacidn una vez afiadido éste.

Estos experimentos se realizaron en las condicio-
nes de incubacidn y temperatura descritos en el

método estandard.

En Tabla (3 ) se comparan dos curvas estandard.

La curva A fué obtenida agitando los tubos de



O-Fosfato

0-Suero

108 ng.

Caida en
% unido

0-20 pg.

0-50 pg.

0-100 pg.

0-200 pg.

Carbon Carbon. Carbon

no recubiertc recubierto de
recubierto de Dextrano Metilcelulosa
168 cpm. 46 cpm. 17 cpm.
58%-Unido 64% Unido 66% Unido

7% Unido 10% Unido 11% Unido
14,5% 15,8% 15,5%

28,3% 28,9% 29,1%

34,8% 38,3% 39,1%

42,3% 43,5% L6 ,u%

TABLA

Separacidn de las fracciones Libre y Unida utilizando

carbdn activado sin recubrir y recubierto de Dextrano

o de Metilcelulosa.
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Total

50-A

100-A

50-B

100-B

66

c.p.m.
Tiempo Conteos corregido % % Libre
Conteo Totales BX3 Unido Libra Unido
50 1078 21.586
4,00
4,17 10,000 2441
4,01
7.33
7.25 10,000 1391 £6.98 43.32 0.75
7.30
12.43
11.92 10,000 758 31.06 65.94 2.22
12.43
18.51
18.43 10,000 519 21.27 78.73 3.72
18,59
7.74
6.79 10,000 1375 £6.33 43.57 0.77
6.94
11.15
10.81 10,0¢C0 E6L 35.40 ELu.6C 1.82
11.91
18.77
17.21 10,000 533 21.85 78.15 3.5¢
18.09
TABLA 3

Curva A - Agitacidn

Curva B - Agitacidn

L5 segundos

20 segundos
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ensayo durante 45 segundos una vez afiadido el car-
bén activo. Curva B en las mismas condiciones,
pero agitando sdlo 20 segundos. Las curvas son

semejantes.

En fig. (1) se comparan dos curvas estandard.
La diferencia metodolbgica en los dos experimentos,
consiste en que en el representado por la curva C,
los tubos fueron agitados durante 30 segundos inme-
diatamente antes de centrifugacién. En el repre-
sentado por la curva D, los tubos fueron dejados
en reposo una vez aniadido el carbdn-dextrano hasta
la centrifugzcidn. Como se ve, no existe diferencia
de adsorcidn de esteroide libre y el simple descenso
de la suspensidn de carbdn-dextrano scbre la solu-
cibén esteroide-antisuero, produce una méxima sepa-

racidn de estercide libre sin necesidad de agitacidn.

También se estudiaron distintas condiciones de
agitacidn y reposo, pero ninguna de ellas did re-
sultados mis satisfactorios que las condiciones

de reposo descritas.

Condiciones de tiempo de equilibrio y temperatura

del sistema de separacidn.

En fig, (2 ) se representan las 3 curvas resul-

tado de las siguientes condiciones:

Curva A Equilibrio entre antisuero-esteroide
marcado - esteroide inerte durante 3 h. a 20°.
La suspensidn de carbdn-dextrano fué afiadida a

20°,
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Curva B Equilibrio durante 21 h. a 6°. Suspen-
sién de carbbdn-dextrano fria (conservada en bafio
de hielo). Tubos mantenidcs en bafio de hielo has- .

ta centrifugacidn.

Curva C Equilibrio durante 3 h. a 20°. Tubos
enfriados en bafio de hielo durante 10 minutos antes
de la adicidn del carbbén-dextranc fric. Tubos en

. bafio de hielo hasta centrifugacién.

ia mejores condiciones son las utilizadas en la
preparacién de la Curva B, en que se produce menos
disociacidn el el origen (0 pgr.) con mayor descen-

so del % unido.

In este estudio se ha utilizado disolucidn de an=

tisuero 137 (3-10-70) 1:53.336G, con 130 pg/ml de

I
[
)=

cocsTerona lactona.

Para este estudio se investigd la separacidn pro-
ducida por las distintas suspensiones del adsorbent
en una disclucifn de antisusro 137 (3-10-70)

2
1:50.000, con 108 pg. HY aldostercrna lactona/ml.

Las ccndicilones utilizadas son las nismas que en

el métcdo estandard.
Las distintas diluciones del adsorbente scn:

A - Solucidn de carbdn-dextrano preparada 5 dias
antes, con £00 mgr. de carbdn, 50 mgr. de

dextrano y 200 ml. de buffer-fosfato.
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De esta dilucidn se hizo otra al 50% con

buffer-fosfato 0,62 mgr. cartdén/C,5 ml.

B - Solucidn fresca de 25 mgr. carbdn, 2,5 mgr.
dextrano y 10 ml. buffer-fosfato

1,25 mgr. carbdn/0,5 ml.

C - Solucidn fresca de 25 mgr. carbdn, 2,5 mgr.
dextrano y 20 ml. buffer-fosfato

0,62 mgr. carbdn/0,5 ml.

D - Solucidn preparada 5 dias antes como en A,

pero sin diluir 1,25 mer. carbdén/o,5 ml.

En la Tabla (4 ) se ven los resultados obtenidos,
expresando el tiempo de conteo de los triplicados,
conteos por minuto corregido para BKG, y % unido

con O de estercide inerte.

Como puede verse, los resultados indican que no
hay variacidn entre capacidad adsortiva de 1a.so—
lucidn de carbén conservada en refrigeracidn a 4°.
Ademds, comparando A y D, puede verse que 0?62 mgr[ml.r
de carbdn produce una adsorcidn mixima de esteroide
libre y Ggue un exceso de carbdn-dextrano no cambia
la separacidn, no siendo necesaria por tanto, una

rigurosa exactitud en la cantidad de solucién

adsorbente adicionada al sistema.

b - Condiciones de ecullibric de antisuero con esteroide

En el estudio descrito en p. (67 ), se ha visto que
utilizando antisuero 137 (3-10-70), el equilibrio
durante 21 horas a 4° - €° es satisfactorio. En estu-

dios similares realizados con antisueros de la serie 138,



c.p.m.
Tiempo Conteos corregido %
Centeo Totales BKG Unido
B.K.G. 50 1011 20,22 —
A
0,62 mgr. 7,16
5 dias 7,90 10.0C0 1328,09 52.85%
7,19
B
1,25 mgr. 7,41
7,31 10.00C0 1244 Lg £3.50%
7,23
C
0,62 mgr. 7,42
7,01 10.000 1333,57 53.06%
7,73
D
1,25 mgr, 7,12
5 dias 7,38 10.000 13u49,84 53,70%
7,40
3,99
Total 3,92 10.C00 2513 -
3,93

TABLA &

Adsorcidn de la f
suspensiones de ¢
concentracidn y 1
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se obtuvieron iguales resultados.

A continuacidn se describe el estudio de las condi-

ciones de equilibrio realizado con el antisuero 088.

i - Tiempo de equilibrio de antisuero 088

En este estudio se utiliza le disolucidn de
antisuero - H3 aldosterona, utilizada en el pro-
cedimiento definitivo, 1:400.000 de antisuero 088§
con 130 pg/ml de H3 aldosterona v 0,6% de gamma-
globulina. La preparacilén de estanderds, incuba-
cién y separacidn, es igual gue en el método
estandard variando unicamente el tiempo de equi-
librio a u°.

En la figura ( 3 ) pueden verse las 4 curv

S

m

estandard realizadas.

equilibrio a 4° entre le TLlero-

H3 aldosterona y la aldostzroon _oo.iio

Curva A 1 hora
Curva B 2 horas
Curva C 19 horas

Curva D 67 horas

La curva mé&s sensible es la curva C. Cocn z horas
de incubacidn, el equilibrio no es suficiente y con
67 horas al pareéer se produce una falta de disocia-
cidn en la primera parte de la curva, disminuyendo

la sensibilidad entre los puntos 0 y 50.

A partir de este experimento, el tiempo de equi-
librio utilizado fué de 14 a 36 horas a u4° de tem-

peratura,
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¢ - Estudio de la interferencia en el sistema de distintos

tratamientos de *tubos R.I.E.

En un sistema de radioinmunoensayo en general, el
lavado de los tubos en que se egquilibra el sistema es
de suma importancia, sobre todo en sistemas que utili-
zan soluciones muy diluidas de anticuerpd o cantidades
muy pequefias de substancia a medias, como el que aqui
se estudia, ya que minimas impurezas pueden competir

con el anticuerpo, produciendo resultados errdneos.

A continuacidbn, se describen diversos experimentos
realizadocs peara determinar el tratamiento de limpieza
de los tubos, antes de ser utilizados en el radio-

inmunoensayo.

i - Efecto cde lavado con &cido

Utilizando disolucidn de antisuero 137 (3-10-70)
1:50.000 con 108 pg. de H3 aldolactona y sin adi-
cidn de esteroide inerte y en las condicionés de
separacién cdescritas en el método estandard, se
compararon 1) tubos 100 x 13 de borosilicato la-
vados cocn detergente, agua, agua destilida y
etanol, 2) tubos 100 x 13 de borosilicato lavados
con detergente, 8cido sulflrico, agua, agua des-

tilida y etanol.

Se utilizaron 10 tubos en cada grupo.

Los resultacos fueron:

% unido
10 tubos lavados con SOL}H2 46,02
10 tubos lavados sin SOL‘H2 62,20

Estos resultados son la media de los tubos.



Los tubos lavados con &cido, dieron adends re-
sultados erréticos. Se deduce que lavaido con
dcido hay competicién entre esteroide y sub-
stancias contaminantes, dando un % mayo- de
esteroide libre y produciendo ademfs ma.a

duplicacidn.

Comparacidn entre distintos sistemas de lavado.

Se utilizd antisuero 137 (3-10-78) 1:30.C00

con 128 pg. H3 aldosterocna.

Se hiciercn tres curvas estandard, ut:lizando
tubos 100 x 13 de boroszilicatc diferenc.andcse
cada grupo en el tipo ce lavedo previo : su uso.

A) No prelavado

B) Lavados con Etanci » 4

C) Lavados en solucidn detergente x I h.

agua x 10, agua Jdestilida x 5 y etinol x 4.

En fig. (4 ) estén trazades las curva: corres-

pondientes a cada grugd. Las tres furves tienen
el punto 0 semejante, separandose despuis, siendo

la curva C la de més sensibilidad, encortrérdose
en los resultados c¢e las curvas A y B resultados

errdticos en los txi

como puede verse en
probablemente a contaminantes iminzGos con
el sistema de lavado utilizado en esias curvas

estandard.
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A-2 Estudio ce antisueros antialdcsterona y

antialdosterona-y-lactona

a - Método de formacidn de antisueros

Los antisueros utilizados en este estudio, fueron
obtenidos por inyeccidn en cordero de un conjugado
de D-aldosterona-18, 21-dihemisuccinato con albumina

serica C-aldosterona lactona-18, 21-dihemisuccinat

Se inyectd una suspensidn del complejo en adiu-

vante de Frennd en 4 dosis (hombros y caderas).

La descripeidn del procedimiento de formacidén del
complejo y téenicas de inyeccidn est& en preparacidn’
para su prdxima publicacilén y fueron obtenidos en
la Worcester Foundation for Experimental Biology,

‘Shrewsbury, Mass. por R. Hanning y col. (255).

Los antisueros utilizados en este trabajo, perte-
necen a distintos animales designados con en ndmero
de codigo.

Antisueros #137 y #138 son antialdosterona lactona
y el nimero afiadido a continuzcidn de nlmero de co-
digo, indice la fecha en que se obtuvo el antisuero

por sangrado del animal correspondiente.

El antisuero #088 es antialdosterona y es el re-
sultado de mezclar suero obtenido en dos sangrados

diferentes 11-26-69 y 1-5-70.

Partes alicuotas de los antisteros son separadas
en pequefios tubos de encsayo y conservadas a -12°,
licuificadas en agua fria para su uso y recongela-

das inmediatamente.



b - Titulacidn de antisueros

Cada antisuero obtenido en distinto periodo del
proceso de inmunizacién del animal correspondiente,
tiene un titulo distinto, osea una capacidad de

unidn antigénica diferente.

Por tanto, cada antisuero es usado a distinta
dilucidn que permita obtener una saturacidn del 50
al 90%, con una predeterminada cantidad del este-

roide correspondiente.

Para averiguar esta dilucidn en cada antisuero
obtenido, se hacen distintas diluciones y cada una
se equilibra con una cantidad fija de esteroide

marcado.

Una vez logrado el equilibrioc, se separa el este-

79

roide libre del unido por el brocedimiénto estandard,

viendose asi la dilucidn que produce el porcentaje

de saturacidn deseado.

Benson y Yallow (161) en los primeros estudios
generales sobre radioinmunoensayo, breconizaron el
uso de diluciones de antisuero y cantidad de radio-
ligando, que diesen una saturacidn inicial, osea
el 0 de la curva estandard de un 50%. En el pre-
sente trabajo, se ha visto que independientemente
del titulo del antisuero utilizado, la sensibilidad
del sistema aumenta, calibréndolo para obtener una

saturacién inicial de un 70 a 90%.



¢ - Estudics de longevidad de las diluciones de antisuero.

Se tratd de determinar si el antisuero conservado,
diluido en disolucidn reguladora de fosfato a dilu-
cidn concentrada 1:1000 o a dilucién de traktajo
1:400.000 a 4°, se deterioraba o conservaba sus
propiedades de afinidad. Se estudid la posibilidad
de utilizar las diluciones de antisuero con sufi-
cientes dias de separacidn, para que fuese prictica
su utilizacidn en distintas repeticiones del radio-
inmunoensayo, sin tener que hacer diluciones nuevas

caca vez.
Para ello, se realizeron curvas estandard, utili-
zando las mismas diluciones &l 1:1000 y al 1:300.800

de distinta longevidad.

i - Antisuero 138

En la Tabla ( 5) se representan los valores
de la curva estandard, obtenida con el anti-
suero 138 (6-30-70).

Curva A: Diluecidn 1:400.000, conservada it
dias a 4° y hecha a partir de una diluvecidn
1:1000 nueva.

Curva B: Dilucidn 1:400.000 nueva, hecha a
partir de dilucidén 1:1000, conservada 8 dias
a 4o,

" Curva C: Dilucidn 1:400.000 nueva hecha a

partir de una dilucidn 1:1000, conservada a

-12° durante 30 dias.



138 (6-30-70)

1:1000
14 dias a 4°

1:400.000

14 dias a u°
1:2000

8 dias a u°
1:400.000
nueva

1:1000

30 dias a -12°

1:400.000
nueva

o
o w

64

64

Caida en % Unido

16

15

17

TABLA 5

50

27

27

29

100

38

47

81



En la teble se representan los % unidos para
0 y 100 mgr. estandards y la caida del % unido
desde 0 para los estandards 20, 50, 100, 200 pgr.
Como la tabla indica, las tres curvas son total-

mente comparables.

ii - Antisuero (88
En la Tabla ( 6) se representan los resulitados .
de los estudios de longevidad realizados con el
antisuero 088.
Curva A: Dilucidn 1:1000 hasta el mismo dia
que la 1:400.000 y ésta conservada 4 dias a 4°,
Curva B: Dilucidn 1:2000 25 dias a -14° y
1:400.C00 6 dias a u°.
Curva C: Dilucidn 1:1000 40 dias a -14° y

1:400.0060 10 dias a 4°.

Por los resultados en la tabla, se comprueba
que las diluciones al 1:1303 pueden conservarse
congeladas a -14° al meros 40 dias y las dilu-
ciones 1:400.000 refrigeradas, = 4°, al meros
10 dias sin que haya ninguna pérdida de titulo

del anticuerpo.

d - Estudios de adicidn de y globulina inerte al antisuer

Es practica establecida en algunos sistemas de
radioinmunoensayo la adicién a las distintas dilucion
de antisuero de proteina inerte antigenicamente, con
el fin de proteger al anticuerbo durante su.manipula—

cidn y aumentar su capacidad antigénica. Con cbjeto
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1:1000
nueva

1:400.000
4 dias a u°

1:1000
25 dias a -12°

1:400.000

6 dias a u°
1:1000

40 dias a -12°

1:400.000
10 dias a u4°

80

80

Caida en % Unido

11

11

11

TABLA

6

50

22

24

27
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de verificar la posibilidad de mejorar lz titulacidn

y precisidn de los antisueros antialdosterona y anti-

aldosterona lactona, se realizaron los siguientes

estudios.

i - Adicidn de suero de cerdero inerte a antisuero

137 (3-24-70)

Para observar el efecto que la adicidn de urna
proteina que fuese antigenicamente inerte re-
specto al antigeno estudiado tuviese sobre el
antisuero, la primera observacidn se hizo adi-
cionando al antisuero una determinada cantidad
de plasma del mismc animal, obtenida antes de

comenzar el proceso de inmunizacidn.

Se compararon dos curvas estandard a una dilu-
cidn del antisuero 137 (3-2u4-7C) 1:25.000 y con
.. 3 R
una concentracidn de H™ aldostercna lactona de

130 pg/ml,

En fig. (5) la curva A se obtuvo sin adicién
de suero inerte y la curva B se obtuvo en las
mismas condiciones de equilibrio y separaciln,
pero afiadiendo 0,3 ml. de plasma inerte 137 a
50 ml. de la disolucidn del antisuero 137 (3-24-70)
3

con 130 pg/ml. de H” aldosterona lactona.

Como se ve, la adicidn de plasmz inerte produce
una elevacidn del titulo del anticuerpo, con un
valer 0 que de 29,93, ascendid a 49,94% de

esteroide unido.
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ii - Adicidn de y-globulina humana a antisuero 137

(3-10-72)

Una vez establecida la conveniencia de afiadir
proteina inerte a la dilucidn de antisuero, se
pensé utilizar y-globulina nhumana muy conveniente

en cuanto a la posibilicdad <de poder utilizar

+

siempre una proteina de iguales caracteristicas.

En la fig. (€ ) se comparan tres curvas.

Curva A fué obtenida con dilucidn 1:42.000 de

~
—~
w
[
=
o

antisvero 13 -7¢) con 120 pgr. por ml. de

2
HY aldosterona lactonea.

Curva B con la misma dilucién de antisuero y H3

(e}

aldosterona lactona, pero con

,6% de y-globulina

-

La curva ccn Me OX se estudia por la posipilica
de que la y-globulina & 0,6% constituyese un ex-
ceso proteico, gue dificultese el acoplamiento
del esteroide al anticuerpo y asi con el 2% de

n posible excesc de proteina.

[

metanol trecipitar

Como se ve en la figura, las curvas B y C re-

ot

presentan un mayor titulo que la curva A, con un

% unido en el C de la curva de 68,58 y 86,70 re-
spectivamente, en contraposicidn con curvae A, cuy

% unido en el C de ia curva es de 40,50.

Una posible explicacidn del aumento de titulo

del antisuero con la adicidn de y-globulina, es



A 137 (3-10-70} 1:42.000
Adicien ¥ globulina
Adicion ¥ globulina y Me OH

Pg-

(o))

-}



que ésta tuviese cierta afinidad por el esteroide
actuando como anticuerpo especifico en €l sistema

de equilibrio.

Por ello, hemos medido la capacidad de unién de

la y-globulina usada con el esteroide utilizado.

Afinidad de Y-globulina humana con aldosterona

lactona.

Para medir esta afinidad, se prepard una disoc-
lucidn de Y-globulina humana al 0,18% ccn 130 pgr.
de e aldosterona lactona. Después de incubacidn,
se separd el esteroide libre por medio de carbdn-

dextrano de manera estancard.
Los resultados se ven en —a Tabdbla ndm. (7).

Como se ve, el % de esteroide marcado Jue gqueda
unido, es igual al porcentaie que el carddn-
dextrano no adsorbe y Gue en el sistema standard
se corrige con el factor fosfato, osea 1z y-glio-

bulina no tiene afinidad propia con el esteroide.

™
1)
<
=
[oN
0
=)
0
[ X4
w
]

En vista de estos rezultadcs, cu

un aumento del *itulo del anticuerpo con la acdi-
cidn ce Y"vglob'u.lj'.:".a y viendo tembién que 1a es-
pecificidad del anticuerpc aumenta ccn esta adi-
cidn (ver p. 92), se decidid usar la adizidn de

y-globulina humana a la dilucidn ce antisuero.



Total

Tiempo
conteo c.p.m. %
minutos Conteo corregidas Unido
100 1988 —— ——
3,41
3,39 10.000 - _—
3,40
1520
20 1589 57 1,95
1520
3354
50 3740 50 1,76
3359
3,43
3,48 10.000 — -
3,49
TABLA 7

Afinidad de vy globulina humana y Aldosterona

39
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Reacciones Cruzadas.

Especificidad de antisuerocs.

Un antisuero producido contra un determinado este-
roide, no es absolutamente especifico, sino cue por
la similitud de las mcléculas esteroideas, se produ-
cen reacciones cruzadas entre ellcs, aungue el anti-

cuerpo tenga una especificidad mayor para el utili-

zado como estimulo antigénico.

Por esta falta de especificidad total, es necerurio
realizar una purificacidn y aislamiento del esteroide
a medir en el sistema, en este casc zldosterora, antes

de cuantificarlo en el sistema de radioinmunoensayo.

»
A menor especificidad del antisuero, serd recesaria

una mayor separacidn del estercide a medir de los otr
esterocides naturales, scbre todo teniendo en cuenta q
en casos como la aldosterona, su concentracidén en plas
ma humano es muy pequefla en relacidn con otros ésteroi
des como el cortiscl.

Y

El método mé&s Ctil e Informative de estudiar las
reacciones cruzadas de un antisuero antialdosterona,
consiste en medir en el sistema Ce radiocinmunoensayo
distintas cantidades del esteroide que se estudle y
ver como interfiere en el sistema, osea el eguivalente
que el sistema "interpreta" como aldosterona, O en

su caso, aldosterora lactona.

En el caso de los antisueros de la serie 137 y 138,
osea antisueros antialdosterona lactona, se han estu-
diado las reacciones cruzadas de los siguientes

esteroides:
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180H Corticosterona lactona

180H Desoxicorticosterona lactona
Etio&cido de Corticosteron
Etioécidorde Hidrocortisona
Progesterona

D-Aldosterona

Hidrocortisona

Corticosterocna

17-3-Estradiol

Testosterona

En el caso del antisuero 088 antialdosterona, gque
es el utilizado en el método definitivo estandard,
se han estudiado las reacciones cruzadas de los si-

iente *eroides:
uientes esteroides

Hidrocortisona

Corticona

Corticosterona

18-0H Deoxicorticosterona
Progesterona

17-B Estradiol
Testosterona

Aldosterona-lactona

Conociendo la correspondencia entre distintas canti-
dades de un esteroide, que en el sistema de radioinmuno-
ensayo se interpreta como aldosterona y conociendo la
cantidad en que dicho esteroide llega al sistema, una
vez realizada la purificacidn, se puede calcular el
factor<de interferencia introducido en la medida por

cada esteroide, modificando el sistema de purificacidn

hasta que dicha interferencia sea despreciable.



En general, el m&todo como se ha realizado el estu-
dio de las reacciones cruzadas, consiste en secar en
tubos de ensayo en triplicado, las cantidades indica-
das del esteroide inerte a estudiar, que se llevan al
sistema de radioinmunocensayo igual que las muestras
problema en el procedimiento estandard. Los resulta-
dos obtenidos se leen de la curva estandard comc can-
ticad de aldosterona, siendo ésta el equivalente en
ﬁicogramos de aldosterona de la cantidad de esteroide

utilizado.

Zn las Tablas (8 & 14) se ven los resultados de las
reacciones cruzadas, obtenidas en los antisueros anti-

aldosterona lactona de las series #137 y #138.

De la serie #137, se estudian antisueros obtenidos
en tres distintos sangrados: (3-29-70), (3-24-70) y
(6-4-70).

Los antisueros (3-10-72) y (3-24-70), se ectudian

con adicidn de y-globulina, y en el -73) se com-

para el antisuero sin yvy-glcbulina, y el cambio de su

especificidad con la adicidn de y-globulina.

Como puede verse en las Tablas, se produce un aumen-
to consicersble de la especificidad, probaklemente por
el efecto protector que la y-globulina ejerceria sobre
el anticuerpo.

Los antisuerocs de la serie #138 estudiados son
(4-21-70), (B-4-70) y (8-3C-70). Todos con adicidn

de y-globulina.

En las Tablas (15-16 ) se ven los resultadcs del

estudio de especificidad, realizado con el antisuero



antialdosterona 088 que es el utilizado en el método

definitivo y que como se ha dicho antes, es una mezcla
de dos sangrados distintos (11-26-69) y (1-5-70) ambos
del mismo animal 088. Las reacciones cruzadas de este

antisuero, fueron hechas con adicidn de globulina.

El procedimiento de incubacidn, separacidn de este-
roide marcado libre, preparacidn de estandards y con-
centracidn de y-globulina, es el mismo que el descrito

en el procedimiento estandard definitivo.

Lag diluciones usadas en cada antisuero, est&n indi-

cadas en la columna correspondiente de la Tabla ( ).

La dilucidn usada en el estudio del antisuero 088
es 1:400.000, que es la utilizada en el método defi-
nitivo.

Como se ve en los resultados,. aunque las reacciones
cruzadas siguen una progresidn de mayor interferencia
a mayor cantidad de esteroide, no son absolutamente
lineales. Este es en hecho observado ya por otros
autores con antisueros especificos ﬁara ctros este-

roides como estrdgenos (Longhope).

[



ANTISUERD 137 (3-1€-70) Dil : 50 con v Slotulina
Reaccion cruzeda
ESTEROIDE expr. en og. Aldo.

D-Aldostercna

Cortisol

Corticosterona

Testosterona

18-0H B Lactcna
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Cantidad Reaccion cruzada
ESTEROIDE afiadida expr., en pg. Aldo.
18-0OH DOCA Lactona 100 pg. 4
1 ng. 35
10 ng. 1286
100 ng. > 400
Corticosterona
eticacido 100 pg. 0
1 ng. 1
10 ng 4 =
100 ng. 5
Cortisol
etioacido 100 pg. 1
1 ng 1
10 ng 5
100 ng 4
Progesterona 100 pg. 1
1 ng. 4
10 ng. 8
100 ng. 29
TARLA 8 BIS.

Reacciones cruzadas Antisuero 137 (3-10-70) con

Yy Globulina. Dilucidn 1:50.000

(4]
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ANTISUERG 137 (3-24-7C)

1:

2

5.

020 cor vy Slobulina

ESTEROIDE

D-Aldosterona

Cortisol

Corticosterona

17-8 Estradicl

Testosterona

18-0H B Lactona

Cantidad

io0
1
10
100

100

10¢C

pe.
ng.
ng.

ng.

PZ.
ng.
ng.

ng.

ng.

PZ.
ng.
ng.

ng.

Reaccidn cruzada
expr. en pg. Aldo.

(@]

~

@
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ESTEROIDE

18-0H DOCA Lactona

Corticosterona
etioacido

Cortisol
etiocacido

Progesterona

Cantidad

da

anadi

100
1
10

100

100

10

100

100

10

100

100

10
100

TABLA

PE.
ng.

ng.

ng.

pe.
ng.
ng.

ng.

ng.

pg.

ng.

ng.

ng.

g

BIS

Reaccidn cruzada
expr. en pg. Aldo.

[y

26
129 .

> 400

39

Reacciones cruzadas Antisuero 137 (3-24-70).

Dilucién 1:25,000 con y Globulina.
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Cantidad Reacecidn cruzada
ESTEROIDE afiadida expr., en pg. Aldo.
D-Aldosterona 109 pe. 35
1 ngr. 27
10 ng. 58
100 ng. < 100 rng.
Cortisol 100 pg. Ly
1 ng. 7,5
10 ng. 17
100 ng. 37
Corticosterona 100 pg. 36,5
1 ng. 7,5
10 ng. 16,5
100 ng. 32
17-8 Estradiol 100 pg. L7
1 ng. 12
10 ng. 19
100 ng 22,5
Testosterona 102 pg. £€S,5
1 ng. 27
10 ng. 95
100 ng. 73
18-0H B Lactona 160 pg. 14,5
1 ng. 15,5
10 ng. Ls5,5
102 ng. 150

TABLA 10



Cantidad Reaccidn cruzada
ESTEROIDE afiadida expr. en pg. Aldo.
18-0OH DOCA Lactona 100 »pg. 25,5
1 ng. 3y
10-.ng. 99,5
100 ng. < 100 ng.
Corticosterona
etioacido 100 pg. 8
1 ng. 2
10 ng. 9,5
100 ng. 23,5
Cortisol
etioacido 100 pg. 9,5
1 ng. 8
10 ng. 5
100 ng. 23
Progesterona 100 pg. 53
1 ng. 7,5
10 ng. 36,7
100 ng. 112

TABLA 10 BIS

Reaceiones cruzadas Antisuero 137 (6-4-70) sin
; .

Yy Globulina. Dilucién 1:20.000

(N
[MFe)



ANTISUERO 237 (6-u4-73) ZI1i, 1:20.005 con y Zlonulira.

Cantidad Reaccidn cruzada

ESTEROIDE ariadida expr. en pg. Aldo.
D-Aldosterona 100 pg. 4
i ng. 17
10 ng. 66
100 ng. >300

<100 rng.

Cortisol 100 pg. 8
1 ng. 1
10 ng. 3
100 ng. 12
Corticosterona 100 pg. 5
1 ng. z
10 ng. 5
100 ng. 1z
17-8 Estradiol 100 pz. L
1 ng. ¢
10 ng 2
100 ng. 7
Testosterona 100 pg. 4
1 ng. 0
10 ng. 7
120 ng. 20
18-CH B Lactona 100 pz. 7
1 ng. 15
10 ng. 38
100 ng. 167

TABLA 11

[



ESTEROIDE

18-0H DOCA Lactona

Corticosterona
etioacido

Cortisol
etioacado

Progesterona

Cantidad

afiadida

100
1

10

100

100

10
100

100

10
100

100

10

100

pg.
ng.

ng.

ng.

pPg.
ng.
ng.

ng.

pg.
ng.
ng.
ng.

pPg.
ng.
ng.

ng.

TABLA 11 BIS

Reacecidn cruzada
expr. en pg. Aldo.

14

ur

I
170

>300
<109 ng.

om
~

Reacciones cruzadas Antisuero 137 (6-4-70) con

adicidbn de y Globulina.

Dilucidén 1:20.000.
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ANTISUERO 238 (4-21-7¢) Dil, 1:

le]
/

,000 con Y

T T o e =
Globulina.

ESTERQOIDE

D-Aldosterona

Cortisol

Corticosterona

17-8 FEstradiol

Testosterona

18-0H B Lactona

Cantidad
anadida

i0n
1

10

i00

100

ng.
ng.

no.

Reacecidn cruzada

expr.

en pg.

~ldo.




ESTEROCIDE

18-0OH DOCA Lactona

Corticosterona
etioacido

Cortisol
etioacido

Progesterona

Cantidad

afiadida

100
1

10-

100

100

10

100

100

100

1C0

10
100

TABLA 12 BIS

rg.
ng.

ng.

ng.

Pg.
ng.
ng.
ng.

Pg.
ng.

PE.
ng.
ng.

ng.

Reaccidn cruzada
expr. en pg. Aldo.

20
58

372

22

46

Reacciones cruzadas Antisuero 138 (L-21-70).

Dilucidn de 1:75,000 con adicidn de y Globulina.



ANTISVERG 138 (£-4-70) Dilucidn 3:

-
/

~
el

.

A
s

000 con y Blchbulina.

Canticdad
ESTEROIDE afladida

D-~ldosterona 106 pg.
1 ng.

10 ng.

100 ng.

Cortisol 100 pg.

10 ng.

100 ng.

Corticosterona 100 pg.

100 ng.

17-g Estradiol 100 pz.

[N
o]
o]

[
<
3

]

100 ng.

Testosterona 100 pg.

[y
ol
2

10 ng.-

100 ng.

18-CH B Lactona 100 pg.

10 ng.
100 ng.-

TABLA 13

Reaccidr cruzada

expr. en pg.

Aldo.

12
13
33

>200
<1008

13
3
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N
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ESTEROIDE

18-0H DCCA Lactona

Corticosterona
eticacido

Cortisol
etioacido

Progesterona

Cantidad

afiadida

100
1

190-

100

100

10
100

100

10
100

100

10
100

TABLA 13 BIS

Pg.
ng.

ng.

ng.

pg.
ng.
ng.

ng.

rg.
ng.
ng.

ng.

pg.
ng.
ng.
ng.

Reaccidn cruzada
expr. en pg, Aldo.

12
27
80

~303

10
11

11

10
11
10

10

1t
22

41

Reacciones cruzadas Antisuero 138 (6-4-70).

Dilucidn 1:75.000 con adicidn de y Globulina.
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ANTISUERO 133 (€-39-7C), Dilucidn 1:75.000 con y Clobulina.
Canticdad Recaceidn cruzada
ESTEROIDE eiadida eXxpr. &n peg., Aldo.

D-~ldosterona 1040 pg. 4
1 ng. 26

10 ng. <6

100 ng. 206G

1002

Cortisol 100 pz. 7
1 ng. 2

10 ng. 0

100 ng 2

Corticosterona 100 pg. 5
1 rz. o

10 ng. ¢

190 ng. 10

17-8 Estradicil 169 pg. al
1 ng. z

13 ng. o

106 ng. 18

Testosterona 100 pg =
1 ne. o

10 ng. 13

160 ng. 29

18-0H B Lactona 100 pg. 2
1 rg. 1

10 ng. 22

160 ng. : 55

Yemd



ESTEROIDE

18-0H DOCA Lactona

Corticosterona
etioacido

Cortisol
etioacido

Progesterona

Cantidad

100
1

10

100

100

10
109

© 100

10
100

1Co0

10
100

pg.
ng.

ng.

ng.

pe.

PE.
ng.
ng.
ng.

pPg.

ng.

ng.

ng.

TABLA

afiadida

1% BIS

197

Reaceidn eruzada
expr. en pg. Aldo.

20

Sk

12

26

Reacciones cruzadas Antisuero 138 (6-30-70).

Dilucidn 1:75,000 con adicidn devy Globulina.



ANTISUERO 088. Dilucién 1:400.000 con y Globulina.

ESTERCIDE

Cortisol

Corticosterona

Progesterona

Testosterona

Cortisona

18-0H DOCA

Reaccidn cruzada

expr.,

en Dpg.

Aldo.

10.000

105.000

100
1000
10.000

160.0600

10.000

100.000

TABLA 158

110

»

30

126

.,
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Cantidad Reaccidn cruzada

ESTEROIDE afiadida pg. expr. en pg. Aldo.
17-8 Estradiol 100 -6
1000 0
10.000 2
100.000 6

Aldosterona-y

Lactona 100 24
1000 11y
10.000 400
100.000 100.000

TABLA 15.BIS

Reacciones cruzadas Antisuero 088, Dilucidn

1:400.000 con y Globulina.



ANTISUERO 088. Dilucidn 1:4900.060G con y Zlobulina.

Cantidad Reaccidn cruzad:z
TSTEROIDE estercide po exor. en %
Cortisocl 100 4 %
1000 G,4 %
10.0060 0,13 %
10C.000 G,03 %
Corticosterona 1G0 8 %
100¢ 2
1C0.003 5,8 %
150.0C0 t,21 %
Progesterona 1380 (9 %
2060 0,8 %
10.C00CC 0,58 %
160.200 0,2% %
Testosterona 100 13 5
1200 0,8 %
10.CC3 0,75 %
i2C.0CC 0,28 %
Cortisona 100 0 %
1CC0 C,4% %
13,309 C,56 %
100.3CC 0,27 %
18-CH DOCA 100 2 %
15600 t,o %
10.000 0,3 %
100.C080 0,27 %
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ANTISUERO 088, Dilucidn 1:400.000 con y Globulina.

Cantidad Reaccidn cruzada
"ESTEROIDE esteroide pg. expr. en %
17-8 Estradiol 100 ) %
1000 0 %
10.000 0,2 %
100.000 : 0,006%

Aldosterona-

Lactona 100 24 %
1000 11,4 %
10.000 4 %
%

100.000 100

TABLA 16 BIS

Reacciones cruzadas Antisuero 088. Dilucidn
1:400.000 con y Globulina. La reaccidén cruzada
estd expresada como porcentaje de la cantidad %

de esteroide afadido.



A-3

Estudio de métodes de purificacidn.

a - Extraccidn

Todos los estudios de las condiciones de extracecidn
se realizaron utilizando CH2C12 para la extraccién

de aldosterona cdel especimen de plasma.

i - Relacidn de volumen CH C12/plasma

2

Sz determind la cantidad minima de CH,C1,
utilizable para una méxima extraccidn de aldos-
+terona.

Utilizando aldosterona titriada para medir
las pérdidas, se compararon las siguierntes ccn-
diciones: »

1) Extraccidn del plasme con 5 vdlumenes de
CH2C12 en embudos de separacidn por agitacidn
durante dos minutos, repitiendo la extraccidn

dos veces. Con esta técnica, la aldosterona

marcacda no extraida del plasma fué una media

fu
3]
=
(o9
o
4]
ct
6]
3
o
B3
4]
o
>
)
0y
J
9]
fu
b=

de 1,95% de 1

2) Extraccidn del plasma con 4 vdlumenes de
t

CE*.QCl2 en tubos con tapdn por agitacidn violenta
durante dos minutos. Se vid que realizandc una

-

sola extraccidn por este métcdo, la pérdida me-
dia de aldosterona era de 1,39% (6 determinacio-
nes) de la cantidad original, similar a la ob-
servada con el método anterior, por 1o que en

el método definitivo se utilizd este tipe de

extraccidn, igual de eficaz y much mis sencillo.
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ii - Lavado de CH2C12

Una vez realizada la extraccidn, el CH Cl2 es

2
lavado con 1/7 de su volumen de 0.1 N NaOH. Con
este volumen, la pérdida de aldosterona es 1.30%
de la cantidad original. El CH2C12 es lavado
nuevamente con igual volumen de H20 que el uti-

lizado de NaOH, produciéndose una pérdida media

de 0,69%.

b - Particidn

En el estudio del método de purificacidn, se vid
la necesidad de una etapa de purificacidn previa a
la cromatografia, con objeto de eliminar del espe-
cimen substancias grasas que producian resultados
erriticos en el desarrollo cromatogréfico, alteran-
do la movilidad del especimen y facilitando su
dispersidén, seglin la concentracidn de lipidos

presente.

i - Comparacidn de distintos métodos de particidn.

Se extrajeron 10 ml. de un pool plasmitico,

X 2 en triplicado (A,B,C).

con 50 ml. de CH2C12

Una vez separada la fraccidn plasmética, se
disolvid en el‘CHZCI2 1-2 B aldosterona
(1250 c.p.m.).

El CH201 fué entonces lavado con 0,1 N NaOH

2
(10 ml.) y HZO (10 ml.).

Una vez secado el CH2C12 en rotor de vacio,
el esteroide fué transferido a tubos de parti-

cidn y secado con flujo de N,.



Los tres especimenes se disolvieron en 3 ml.

20% Etanol.

A - Adicidn de 10 ml. de Eter de petrdleo.
Agitacidn 1 minuto. Centrifugacidn. Se
midié radiocactividad de 5 ml. de la fase

Eter de petrdleo.
B - Adicién de 10 ml. de Benceno. Particidén

como A. Se cdetermind radiocactividad de 5 ml

de fase Benceno.

C - Igual que especimen A; pero repitiendo la
particidn una segunda vez con Eter de pe-
tréleo. Se midid la radiocactividad de 5 ml.
de la fase Eter Petrdleo de la segunda parti
cidn.

Los resultados estén expresados en Tabla (17).

Como se infiere de los resultados, el s%stema
20% etanol:benceno independientemente de su capa
cidad extractora de lipidos, no es utilizable, y
que una elevada fraccidn de aldosterona se trans

fiere a la fase benceno, perdiéncdose més de un 6

Las pérdidas de aldosterona en el sistema de
particidn 20% etarol:éter-petrdleo en este exve-
rimento, fueron de 7,70%. Repitiendo la medicid
de pérdidas en la fase &ter benceno, en 10 suce-
sivas determinaciones se encontrd un valor medi

de 3.5% de bérdida de aldosterona.

Cromatografiando los-especimenes una vez rea-
lizadas las diferentes particiones, se observd
. -

que el especimen purificado en el sistema 20%
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c.p.m. %
Tiempo Conteos corr. del
Conteo Totales BKG control
B.K.G. 400 7896 19.74
Control 1 400 480617 1181.80
’ i>1185;19 = 100%
Control 2 400 483333 1188.59
A-5 ml Eter Petr.
1° particidn 400 26150 45.63 3.85 x 2 = 7.70%
C-5 ml Eter Petr.
2° particidn 400 9332 3.59 0.30 x 2 = 0.60%
B-5 ml Benceno

1° particidn 395.43 154261 370.36 31.24 x 2 = 62.49%

TABLA 17

Pérdidas en los sistemas de particidn
10% Etanol:Eter de Petroleo y

20% Etanol:Benceno.
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etanol:benceno, producia marca visible en el
cromatograma desde punto de aplicacidn hasta

el frente del solvente.

Los especimenes B y C no produjeron ninguna
marca en el cromatograma, elimindndose el efec-
to de disperéién. Una segunda particidn con el
sistema 20% Etanol:Eter-Petrdleo se considerd
innecesaria, ya que solo produce mayores pdrdi-
das sin mejorar la purificacidn del especimen

apreciablemente.

¢ - Estudio de sistemas cromatogré&ficos.

i - Sistemas cromatogrificos.

En el primitivo método proyectado utilizando
anticuerpos antilactona, habia que utilizar dos

sistemas cromatogréficos.

El primero era utilizado después de la extrac-
cidn y particidn y consistia en placas de celi-
te preimpregnadas con -Formamida (solucidn aceto-
na-formamida al 15%) y desarrolladas en el sis-
tema agua-butilacetato (5-100), saturado con for-

mamida.

El segundo sistema cromatografico en el pro-
cedimiento primitivo, era utilizado después de
la lactonizacidén de la muestra y consistia en
placas de Silica Gel F. desarrolladas en 6% de

Etanol en benceno.

Como ya hemos dicho, el sistema de aldosterona

‘lactona se abandond por el sistema utilizando
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antisuero antialdosterona.

Desde un principio se intentd utilizar un solo
sistema cromatogrdfico que produjese una separa-
cidn satisfactoria entre aldosterona y demds es-
teroides naturales y que ademds no contaminase
la muestra produciendo blancos de reactivo ele-

vados.

Desde un principio se intentd utilizar celite
como soporte cromatogrifico, ya que los sistemas
estudiados utilizando silica gel F daban blancos

elevados,

Utilizando celite G. como soporte, se estudia-
ron 54 sistemas distintos, hasta encontrar final-
mente dos que tenian las caracteristicas de pro-
ducir bajos blancos de reagenté y suficiente

separacidn de esteroides.
(]

El primer sistema utilizado, consistia en:

A) Placas de celite (20 x 20 cm.) de 375 mm.
de espesor preimpregnadas en acetona Propilenglicol
(95:5) y con dos desarrollos en Tolueho—CH2C12
(90-10), saturado con propilenglicol.

Este sistema produce blancos reagentes muy sa-
tisfactorios y una separacidén adecuada de los
distintos esteroideé, con el Ginico inconveniente
de que'utilizando celite de distinto nimero de
serie, se producen cambios en la separacién de
cortisona y aldosterona, obligando a recromato-
grafiar en algunos casos.

El sistema finalmente utilizado en el pétodo

estandard, consiste en:



B) Placas de Celite G (20 x 20 cm.) de un
espesor de 375 mm. activadas y almacenadas en

armario desecador hasta su uso.

Las placas son preimpregnadas con etilenglicol
propilenglicol predesarrollédndolas en acetona:

etilenglicol:propilenglicol (88:6:5).

Conviene aplicar las muestras durante los
treinta minutos después de la impregnacidn.
Las muestras se aplican en puntos (nicos con
acetona:diclorometano (1:1) y se aplican marca-

dores a cada lado de la placa.

Las placas se desarrollan dos veces en Tolueno

diclorometano:acetona (80:15:5) saturado con eti

lenglicol:propilenglicol (3:1).

El segundo desarrocllo conviene hacerlo tan
pronto como se ha evaporado el solvente del pri-

mero (aproximadamente 9 minutos).

A continuacidn describimos diversos experimen=
tos realizados para determinar las caracteristi-

cas de cada sistema cromatogrifico.

También se describen estudios realizados en
sistemas de purificacidn por cromatografia en

columna de silica gel.

Separacidn de Aldosterona y Cortisol vy pérdidas

de Aldosterona en diversos sistemas cromatogré-

ficos.

A continuacidn describimos algunos experiment

realizados en varios sistemas cromatogrdficos
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como un ejemplo de la sistemitica seguida en

el estudio de los diversos distemas analizados.

Comparamos los sistemas siguientes:
1) Celite preimpregnada en 5% Propilenglicol:Acetona
2) "o " " 6% " "
3 " "7% " "

1, 2 y 3 desarrollados en el sistema:

Tolueno: CHCl, (90:10) saturado con Propi-

3
lenglicol.

4) Celite preimpregnada en 5% Propilenglicol:
Acetona y desarrollado en el sistema:

Tolueno:Diclorometano (90:10) saturado con

Propilenglicol.

Las muestras aplicadas en cada placa éonsis—
tian en:

A: 1-—2H3 Aldosterona 560 ﬁg en cuadru@licado.
B: Cortisol inerte 5 g. :
1-2-1% Cortisol  2.151 pg=166.600 c.p.m.

1-2-H3 Aldosterona 500 pg.

Tubos B también en cuadruplicado.

Una vez los tubos secos, se aplicaron utilig
zando CHQClzzAcetona (1:1), uno del grupo Ay
uno del grupo B en cada ?laca por separado y
también controles de Aldosterona, Cortisol y
Cortisona, desarrolléndose la placa segiin el

sistema correspondiente.

Los valores Rp para cada sistema cromatogra-

fico estén descritos en la Tabla (18).

(4



Sistema

Aldosterona

TABLA 18

Cortisona

Valores R, de distintos esteroides en

F

sistemas cromatogrificos 1-4.

120

Cortisol
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En la Tabla (19) se describen los resultados
obtenidos en la medicidn de porcentaje de Aldos-
terona o Cortisol eluido del area correspondien-
te a Aldosterona en los cuatro sistemas qrohato-
gréficos. ‘

Comparando de este modo diversos sistemas, se
estudian asi sus valores RF para distintos este-
roides, la interferencia de cortisol en el area
de aldosterona y las pérdidas de aldosterona en

el sistema.

Como ya hemos dicho, se estudiaron de este modo
54 sistemas, variando el sistema de impregnacidn
y de desarrollo hasta llegar a los dos sistemas

descritos como A y B.

iii - Comparacidn de uno o dos desarrollos en el

sistema A.

Este estudio se hizo aplicando en placas de
celite A y B duplicados de especimenes compues-
tos de 26.2 pg. de 1-2 H3 Aldosterona. Antes
de la aplicacidn, las placas fueron preimpreg-
nadas en 5% Propilenglicol en acetona. La pla-
ca A fué desarrollada dos veces en el sistema
Tolueno—CHZClz'(gozlﬂ), saturado con propilenglicol.
Placa B desarrollada en el mismo sistema solo una

vez.

Los valores RP de los estandards, aplicados en
los laterales de la placa y visualizados con azul

de Tetrazolium, estln indicados en la Tabla (20).
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c.p.m.
Tiempo Conteos corr.
Conteo Totales BXG
BKG 10 184 18.4
3
commol i g1 2000 M0 S con  so0e e
3
Aldosterona 10 4s1388  usigo.y > “4I% = 1003 A
1-A 10 316418 31623.4 70.28% Aldoster
1-B 10 7125 694.1 0.39% Cortisol
2-A 10 292844 29276 65.04% Aldoster
2-B © 10 8892 870.8 0.49% Cortisol
3-A 10 321043 32085.9 71.31% Aldoster
3-B 10 7314 713 0.40% Cortisol
4-A 10 313953 31376.8 69.73% Aldoster
4-B 10 7549 736.5 0.42% Cortisol

TABLA 18

Interferencia de cortisol y pérdidas de aldosterona

en sistemas cromatogriaficos 1-Uu.
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Cortisol Cortisona Aldosterona
RP Un desarrollo 0.10 0.22 0.32
RF Dos desarrollos 0.18 ' 0.39 0.52
TABLA 20

Este aumento del valor RF para distintos este-
roides con mayor diferencia entre ellos, osea
con mayor separacidn utilizando dos desarrollos,
fué observado en casi todos los sistemas en que
se utilizd propilenglicol o etilenglicol como

fase inerte.

En el sistema B, que es el definitivamente
utilizado en el método, un solo desarrollo pro-
ducia unos valores RF muy pequefios con poca

movilidad de Aldosterona, Cortisol y Cortisona.

Eluyendo el area correspondiente a Aldosferona
con CH2012’ saturado con agua el % de aldosterona
recobrada fué:

1 desarrollo 81% de Aldosterona recobrada

2 desarrollos 85% de Aldosterona recobrada

Es evidente que no hay cambio apreciable en
las pérdidas de aldosterona en el sistema croma-
togrédfico con uno o dos desarrollos, siendo ésto

vilido también para el sistema B.

iv - Dispersién de Aldosterona en sistema

cromatogrifico A.

Con objeto de determinar las pérdidas de aldos-

terona en el sistema cromatogridfico, producidas
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por dispersidn durante la emigracidn del esteroide,
se cromatografid aldosterona tritiada y se midid 1la--
radioactividad en distintos segmentos de la placa

cromatogréafica,

Una vez eluidas las distintas porciones de celite
con CH2C12 y acetona, se midid su radicactividad
calculandose asi el porcentaje de aldosterona pre-

sente.

En la figura ( 7) se esquematiza la placa croma-
togréfica y el porcentaje de aldosterona marcada,

encontrada en las distintas areas eluidas.

Dispersidén de Aldosterona el el sistema cromato-

gréfico B.
La metodologia utilizada fué la misma que en el
experimento descrito anteriormente en el estudio

de dispersidn en el cictema A.

En la figura ( 7) se esquematiza la placa croma-
togrédfica y el % de aldosterona tritiada encontrada

en las distintas areas eluidas.

Separacidn de esteroides en sistema cromatogrifico A

Se han medido los valores de separacidn de diverso
esteroides en este sistema, aplicando los esteroides
inertes por separado'y mezclados en una aplicacidn
Gnica, El desplazamiento de los esteroides en el
sistema cromatografiados por separado o mezclados,

fué el mismo.

Una vez desarrollada la placa cromatogrifica, se

visualizaron los esteroides por nebulizaciédn con
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azul de Tetrazolium con solucidn Porter-Silber y

ligero calentamiento.

Una vez medida la distancia entre el punto de
aplicacidn y el centro de la zona en que se vi- '
sualizd el esteroide correspondiente (D.E.), se

calculd el valor R, dividiendo esta distancia por

F
la distancia total recorrida por el frente sol-

vente (D.S.).

D.E.

R, = —~—=X

F  p.s.

Los valores obtenidos fueron los siguientes:

Esteroide R

18-0H Corticosterona 0.10

Cortisol 0.31
Aldosterona 0.52
Cortisona 0.62

18-0H Desoxicorticosterona . 0.88 .

En sucesivas medicionés de los valores Rp en
este sistema, se vid que eran constantes para
todos los esteroides, excepto para cortisona,
cuyo Rp variaba al utilizar celite de distinta
fecha de fabricacién, produciéndose a veces una
mezcla parcial de aldosterona y cortisona, en
cuyo caso habia que desechar dicho especimen o
recromatografiarlo para obtener separacidn de
los dos esteroides.

Por ello y para evitar esta interferencia in-
termitente, se intentd desarrollar un nuevo sis-
tema cromatografico en que se pudieran sgparar lo

distintos esteroides, en un modo totalmente
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reproducible, sin verse alterada dicha separacién
por el inevitable cambio en niimero de serie de

celite utilizado.

Separacidn de Esteroides en sistema cromatogri-

fico B.

En el estudio de separacidn de diversos este-
roides en este sistema cromatogrifico, se utilizd
la misma metodologia que en el estudio del sistema

v
A descrito anteriormente. ’

Los valqres de separacidn se expresan en Rcor-
ticosterona, osea el cociente de dividir la dis-
tancia desde el centro de la zona de emigracidn
del esteroide correspondiente al origen de apli-
cacidn por la distancia de emigracién de corti-

costerona.
Los valores estdn indicados en Tabla ( 21),

Estos valores se calcularon en 20 placas croma-
togréficas, utilizando diez envases distintos de
celite en su preparacidn, siendo la sebaraéién -
encontrada igual en todas las repeticiones, con

iguales valores R para los distintos esteroides.

Determinacidn de la interferencia producida por

Cortisol y Cortisona en el sistema cromatogrifico B.

Aunque en un sistema cromatogréfico, se esta-
blezca una suficiente separacidn entre dos este-
roides con un Rp distinto, existe la posibilidad
de que en el area correspondiente a uno de ellos

llegue o permanezca una minima cantidad del otro,
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Recorticosterona
18 OH Corticosterona A 0.10
Cortisol 0.34
Aldosterona ’ . 0.55
Cortisona : 0.66
18 OH Deoxicorticosterona 0.86
Corticosterona 1.00
Deoxicorticosterona 1.10

TABLA 21

Separacidén de distintos esteroides

en el sistema cromatogrifico B.

128
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sobre todo cuando los esteroides separados estén
en muy distinta proporcidn, como ocurre en el ca-
so de la aldosterona en el sistema cromatogrifico
que estudiamos, en que aunque los valores RF en
el sistema son ampliamente distintos para corti-
sol yvcortisona, que el RF de aldosterona, dada
la gran diferencia de masa est=iaidea a cromato-
grafiar entre ellos, siempre ﬂabré, utilizando
una sola cromatografia, detefminada cantidad de
cortisona y cortisol en el area a eluir corres-
pondiente a la aldcsterona. El presente estudio
se realizd para determinar si esta cantidad, una
vez tenidasven cuenta las reacciones cruzadas,
interferia o no en la medicidn de aldosterona.

Los esteroides utilizados, aldosterona, cor-

8 aldosterona, 1-2 H3

tisol y cortisona y 1-2 H
cortisol y 1-2 H3 cortisona, fueron purificados
antes de su uso en el mismo sistema cromatogri-
fico que el estudiado y posteriormente se cuan-
tificaron los esteroides‘’marcados mediante con-

teo de partes alicuotas y los inertes por absor-

cidn ultravioleta.

El sistema cromatogrifico estudiado, es el uti-
lizado en el procedimiento estandard, placas de
celite pre-desarrolladas en Acetona 89 Propileno-
glicol 5 y Etilenglicol 6 y desarrolladas x 2 en
Tolueno 80 CH2012 15 y Acetona 5, saturado con

Propilenoglicol-Etilenglicol (1:3).

Se cromatografid una mezcla de los esteroides
inertes aldosterona, cortisol y corticosterona,

en cantidad correspondiente a la que llegaria a



cromatografia en el procedimiento normal de puri-
ficacidn, Se utilizaron tres placas de cromatogr

fia, denominadas H3A-H3F y 13

E, y en cada una se
aplicd en triplicado la mezcla de esteroides
inertes con el esteroide marcado correspondiente.
A cada lado de las placas, se aplicaron estandards

de los tres esteroides que luego se visualizaron

con A.T.Z.

Las muestras aplicadas en triplicado y corres-
pondientes a cada cromatoplaca, fueron las siguien
tes:

Placa H3A

1—2-H3 Aldosterona: 2580 c¢.p.m.
Cortisona . : 100 ng-..
Cortisol : 800 ng.

Placa HaF

1—2-—H3 Cortisol: 13200 c.p.m. ‘

Esteroides inertes igual que placa H3A.

Placa H3E
1-2-H® Cortisona: 7500 c.p.m.

Esteroides inertes igual que placa H3A.

Una vez desarrolladas las placas e identificados
los estandards, se eluyeron las areas correspon-
dientes a aldosterona en las tres muestras de cada
una de las tres cromatoplacas y se contd su radio-

actividad.

En la Tabla (22) estdn indicados los resultados,
expresindose la cantidad de cortisol y cortisona
encontrada en el area de aldosterona, como porcen-

taje del total aplicado en el origen.
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Calculando la cantidad de cortisol o cortisona
en una muestra que, después de extracciones y par-
tes alicuotas, llega a la cromatografia y el bor—
centaje que se recoge en el area correspondiente
a la aldosterona y considerando la reaccidn cru-
zada correspondiente, osea la equivalencia de es-
ta cantidad que es medida en el sistema como al-
dosterona, se comprueba que este sistema de sepa-
racidn es totalmente satisfactorio, dando niveles

de interferencia despreciables.

Interferencia producida por Cortisol en el sistema

cromatogriafico A.

lLa determinacién de dicha interferencia, osea

‘la masa de cortisol que es acumulada en el area

correspondiente a aldosterona, se realizd de ma-
nera semejante al estudio descrito anteriormente
para el sistema cromatogrdfico B, aunque en este
experimento se realizd con esbecimenes completos
con posterior extraccidn y particién antes de

realizar la cromatografia.

Cada especimen consistid en 10 ml. de un pool
de plasma, con una concentracidn de cortisol de
7,4 g/100 ml., afiadiéndose a cada especimen 1 g.
de cortisol inerte y 4,3 ng. de 1—2—H3 cortisol
purificado. El motivo de afiadir cortisol inerte
a la muestra, es el simular alta concentracidn
de cortisol, para que la interferencia en el sis-
tema cromatogrdfico sea real con una gran masa
de cortisol arrastrando en el desarrollo cromato-

griéfico el porcentaje correspondiente de cortisol



tritiado hasta el area de aldosterona. Una vez
preparados los especimenes se realizd la extrac-
cién y particidn segln el método estandard, siendd
cromatografiados en el sistema A. Una vez identi~
ficada y eluida el area de aldosterona, se midid
su radioactividad, correspondiente a 1-2-H3 cor—r
tisol, calculando asi el porcentaje del cortisol
tritiado afiadido inicialmente. Los resultados
estin descritos en la Tabla (23). N
El porcentaje de cortisol que se recoge en el
area correspondiente a aldosterona, es maydr que
el obtenido en el sistema B, que por tanto es su- -

perior en su capacidad aisladora de aldosterona.

Estudios de purificacidén de Aldosterona por cro-

matografia en columna de Silica Gel 8 x 30 mm.

Se estudid la bosibilidad de utilizar columnas
de silica gel como método de aislamiento de al-

dosterona previamente al radioinmunoensayo.

Como estudio previo antes de verificar la puri-
ficacién real de aldosterona en el sistema, se

midieron las pérdidas producidas.

Se utilizaron columnas de 8 x 30 mm. de Silica
Gel (mesh 28-200). Las columnas fueron prelava-

das con 2 ml, de CH2C12.

Los especimenes consistieron en 1120 pg. de
1-2 H3 aldosterona, disueltos en 50 ml. de CH2012f
que se dejaron caer libreﬁente por la columna, 7
recogiéndolos y una vez secados en vacio, trans-

ferido el esteroide marcado a vial de conteo y



BKG

Control 1

Control 2

Aldo. Area 1

Aldo. Area 2

Interferencia de Cortisol en el sistema’

135

Cc.p.m.
Tiempo Conteos corr. % de Cortisol
Conteo Totales BKG en Aldo. area
50 1067 21.34
13.40 900.000 67142.83
66673.32 = 100%
13,59 900.000 66203.80
2 1032 494,60 = 0.7419%
2 1367 662.16 = 0.9931%
TABLA 23

cromatogréfico A.
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medida su radioactividad. (Duplicados A-l; A-2).

Las columnas fueron eluidas a continuacidn con

5 ml, de una disolucidn de CH201 :metanol (100:7),

2
recogidos y medida su radioactividad (Duplicados

B-1, B-2),

Las columnas fueron eluidas finalmente con 5 ml.
de una disolucidn CH2C12:acetona (7:4), recogidos

y medida su radioactividad (Duplicados C-1, C-2).

Los resultados est&n indicados en la Tabla (24)

donde se expresa la media de suplicados.

% de H3 Aldosterona

50 ml. CH2C12 recogido - A 0.045%
5 ml. CH2C12—Metanol - B 28.5 %
5 ml. CHZClz—Acetona -C 8.79 %

TABLA 24

Los resultados indican que la columna de silica

gel adsorbe la aidosterona del disolvente CH2C12
f pero que la reextraccidn con CH2C12:metanol, pro-
duce unas pérdidas excesivas con una recogida mi-
nima y que eluyendo con un solvente mis como ace-

tona, tampoco produce recogida significativa de

la aldosterona.

xi - Cromatografia en columnas de Silica Gen activada

8 x 60 mm.

Se ‘estudid otro: sistema de columna, utilizando
columnas de mayor longitud (60 mm.) a igual dié-
metro (3 mm.) de Silica Gel activada a 135° durante

dos horas,
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La metodologia seguida fué semejante a la del
experimento anterior, disolviendo el especimen
en 100 ml. de CH,Cl,, dejando fluir el especimen

a través de la columna por gravedad.

Las sucesivas eluciones de las columnas, se
realizaron sucesivamente con 10 ml. de acetona:
CH2012
metanol (1:1) (B-1) (B-2).

(1:1) (A-1) (A-2) y con 10 ml. de CH2012:

Paralelamente, se realizd el mismo experimento,
también en duplicado, con columnas de silica gel

no activada. (C-1, C-2) (D-1, D-2).

La medida de duplicados de los porcentajes de
aldosterona recobrada en cada elucidn, estén ex-

presados en la Tabla (25).

% de H°

Aldosterona
Silica Gel Activada
Acetona:CH2012 - A ‘ 22.14%
Metanol:CH2C12 - B 43,13%
Silica Gel no activada
Acetona:CH2C12 -C . 11.32%
Metanol:CHZCl2 -D 26.21%
TABLA 256

Los resultados obtenidos con Silica Gel activada
en cuanto a pérdidas de aldosterona, son superiores
a los obtenidos en columnas sin activacidn ﬁrevia,
siendo supericr la elucién con metanol que con ace-
tona, pero alin asi, las ﬁérdidas son superiores al

50%, por lo que se decidib no broseguir con el estudio
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de purificacién por columna y adoptar el sistema

de purificacidn por cromatografia en capa fina.
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A-4 Protocolo Definitivo del método.

a - Reagentes y Disolucidnes.

Los reactivos, la aldosterona inerte y 1-2 H3

aldosterona, son los descritos en pdgina

en la descripecidn general de materiales, al igual .

que las disoluciones de conteo, de azul de Tetra-
zolium y la solucidn equilibradora de fosfato,

placas de celite.

- L
A continuacidn se describen las disoluciones -

especificas utilizadas en el método estandard de-

finitivo.

Diluciones de aldosterona inerte.

Una vez cuantificada (péig. ) la aldosterona
purificada, se almacena en una dilucidn en 50%

etanol acuoso con una concentracién de 10 mg/ml.

No conviene almacenar aldosterona en disolucidn
en etanol absoluto, ya que se forma un derivado

hemiacetal con distinta movilidad cromatogrifica.

A partir de la dilucidn de almacenamiento, se

hacen diluciones de trabajo también en 50% etanol.

200 pg/ml

[}
[=)
[N

ml

20 pg
500 pg/ml

!
o
.
[y

ml

50 pg
1 ng/ml - 0.1 ml1 =100 pg

- 0.2 ml =200 pg

Todas las diluciones son conservadas a -12°.
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Diluciones de 1—2—H3 Aldosterona

Una vez purificada y cuantificada segin descrito
en p4gina (50 ), se hace una dilucidn con 50% eta-
nol acuoso de 16.37 g/ml. (1.56 x 196 cpm/ml) para
usar en la preparacidén de la disolucidn de anti-

suero—Ha—aldosterona y buffer-fosfato-Hs-aldosterona.

Se prepara otra dilucidn con 50% etanol acuoso de
131 pg/ml (12596 cpm/ml), que se utilizari para la
medicidn de las pérdidas en especimenes indivi-

duales, a lo largo del proceso de purificacidn.

Vidrio
Todo el material de vidrio utilizado, es lavado

con solucidn caliente de detergente, aclarado con

agua x 10 agua destilada x 5 y etanol x S.

Las pipetas de vidrio son lavadas con solucidn
lavadora de &cido sulflirico-dicromato antes de ser
aclaradas,

Las micropipetas utilizadas para la aplicacidn
en las placas cromatogrificas, son lavadas en de-
tergente y aclaradas en corrientes sucesivas de

acetona, metanol y cloroformo.

La preparacidn de las microcolumnas utilizadas
para la elucidn de la aldosterona adsorbida en ce-
lite, ha sido descritas en pédgina ( 56 ) y son la-

vadas con CH2012 y acetona antes de su uso.

Los tubos de ensayo utilizados (15 x 85 PYREX y
100 x 13 de borosilicato), las microcolumnas de

elucidn, las pipetas Pasteur y puntas de pldstico
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de pipeta automdtica, son utilizados una sola vez,

desechéndose después de su uso.

Diluciones de antisuero

a) Dilueidn 1:1000

Solucibn equilibradora de fosfato de sodio (0.1 M,
pH 7.0) (aproximadamente 50 ml.) en frasco volumé-

trico de 100 ml.

Se afiaden 2 ml. de Gammaglobulina humana (Merck.
Co.) y 0.1 ml., del antisuero de cordero. Después
de diluir hasta volumen con el buffer-fosfato, la
solucidn se mezcla suavemente para evitar formacidn

excesiva de espuma.

Esta dilucidn es estable a 4° un minimo de 2
meses (ver p. 80 ).

b) Dilucidn 1:400.000 conteniendo H3 aldosterona.

13.000 pg de 1-2-H3 aldosterona purificada en 50%
etanol, son secados con corriente de N2 en frasco
volumétrico de 100 ml. S& afiaden buffer-fosfato
(aproximadamente 50 ml.) & 2 ml. de gamhaglobulina
humana, Despuds de afiadir 0.25 ml. de la dilucidn
1:1000, la disolucidn se completa hasta 100 ml. con
buffer-fosfato y se mezcla suavemente. Esta dilu-

cidn es estable a 4° un minimo de 3 semanas (ver

pP. 82 ).

Buffer-fosfato—H3 Aldosterona.

13.000 pg. de 1—2-H3 aldosterona purificada en 50%

etanol, son secados en un frasco volumétrico de 100

-
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ml. al que se afiaden 100 ml. de buffer-fosfato.
Se mezcla por agitacidén y la disolucidn es alma-

cenada a u°,

Carbdn activado recubierto de Dextrano.

500 mgr. de carbdn activado (Fisher Norit A),
es lavado 2 veces en buffer-fosfato, para eliminar v
particulas finas, se suspende en 100 ml. de buffer--
fosfato y se afiade a una solucién de 50 mgr. de '
dextrano 70 (Pharmacia) en 100 ml. de buffer-fos-

fato, Almacenar a u°.

Extraccidn de aldosterona.

% .
Plasma heparinizado (5-10 ml.)" con un contenido
estimado de 300-1550 pg. de aldosterona, es pipe-

teado en tubos de vidrio con tapbén de 70 ml.

Con objeto de poder calcular las pérdidas a,lo
largo del procedimiento, se afiade a cada especimen

3 aldosterona (2500 cpm). La misma =

26 pg. de 1-2-H
cantidad se aflade en duplicado a viales de conteo,
para ser usada como control. Teniendo en cuenta
la parte alicuota del especimen original que llega
al finai del radioinmunoensayo, la masa de aldos-
terona afiadida es despreciable no interfiriendo en

el sistema final de equilibrio ya que en cada tubo

de equilibrio del R.I.E, habri menos de 2 pg. de

* . .

En caso de especimenes con alta concentracidn de
aldosterona como plasma de ven suprarrenal, se
usard la cantidad que se estime contenga 300-1500

pg. y se hacen diluciones corre ondientes con agua
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los 26 originales los cuales con suficientes por
otra parte para el cdlculo de pérdidas debido a

su elevada actividad especifica.

En cada grupo de especimenes se incluye en du-

plicado 8 ml. de un pool de plasma como control.

En cada grupo se incluye en duplicado un blanco
de reagente, utilizando agua destilada en vez de
plasma. En estos blancos no se aflade 1-2 #® al-

dosterona,

A cada tubo se afiaden volumétricamente 35 ml. de
diclorometano, y después de taparlos se agitan
fuertemente por dos minutos. ' Se centrifuga y se

elimina la fase plasmitica por succidn.

El extracto de diclorometano se lava con 5 ml.
de 0.1 N NaOH por agitacidn. Se centrifuga y se

elimina el NaOH por succidn.

Se lava el extracto de diclorometano con 5 ml.
de agua destilada, se centrifuga y se elimina el
agua ﬁor centrifugacidn. Después de cada centri-
fugacidn, hay que tener cuidado en eliminar por
succidn ademds del sobrenadante, cualquier material

interfésico.

Una vez realizados los lavados, se transfieren
volumétricamente 25 ml. del extracto de dicloro-
metano a un tubo cdnico con tapdn, de 40 ml. de
capacidad. Entonces, el extracto es secado en bafio

a 40° y flujo de N2.
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- ¢ - Particidn.

La particidn se realiza entre éter de petréleo

y 20% etanol acuoso.

El residuo seco de los tubos cdnicos, se sus-
pende en 3 ml., de 20% etanol acuoso y se afiaden
10 ml. de éter de petrdleo. Se agita 1 minuto y

se centrifuga.

Después de centrifugar, se extrae la fase de pe-
trdleo éter por succidn, incluyendo cualquier ma-
terial interfésico, ya que si se deja en el espe-
cimen produce posteriormente estriacidén a lo lar-

go del desarrollo en la placa cromatografica.

Una parte alicuota de 2 ml. de la fase etanol
acuoso, se transfiere volumétricamente a tubos
PYREX 100 x 13 mm. y se seca en bafio de 40° con

flujo de N2.

En esta etapa del ?rocedimiento, los especimenes
una vez secos., pueden almacenarse 12-24% horas a
-12°, Almacenamiento mids prolongado causa adsor-
cidn del esteroide en el vidrio, con la consiguiente
pérdida, Esto puede evitarse afiadiendo etanol ab-
soluto al tubo, dejidndolo en reposo 30 a 60 minutos
y evaporindolo inmediatamente antes de la cromato-

grafia,

d - Cromatografia en capa fina.

Se utilizan placas 20 x 20 cm., recubilertas con
una capa de Celite G de 375 mm. Se impregnan con

etilenglicol:propilenglicol, por medio de
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predesarrollo en acetona:etilenglicol:propiienglicol
(89:6:5). En un ma&ximo de 30 minutos después de la
impregnacidn, se aplican los especimenes a la cro-
matoplaca, lo cual se_realiza trénsfiriendo'el
especimen del tubo seco en gque se encuentre a un
punto ﬁniqo de la placa por medio de una disolu-
cidn de acetona:diclorometano (1:1), utilizando

una micropipeta.

Conviene realizar la transferencia 4 veces con
pequefias cantidades de la disolucidn, humedeciendo
las paredes del tubo y centrifugando antes de cada

transferencia.

En cada placa, se pueden aplicar cuatro especi-
menes separados entre si 3 cm. y aplicados a 1,5
cm. del origen de la placa. A cada lado de la
placa (2 cm. del borde) y en el mismo nivel, se
aplica el estandard de aldosterona que luego se
visualizard. El final del frente del solvente se
coloca a 15 em. del punto de aplicacidn. Las pla-
cas se desarrollan dos veces en Tolueno:dicloro-
metano:acetona (80:15:5), saturado con etilenglicol:
propilenglicol (3:1). Es necesario realizar el se-
gundo desarrollo tan prénto como el disolvente del
primero se ha evéporado, que es alrededor de 9 mi-

nutos.

Después de la evaporacidn del solvente del segun-
dokdesarrollo, se protege el centro de la placa con
una placa de vidrio limpia y se rocian los bordes

(3 em.) con la disolucidn de azul de tetrazolium
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en hidréxido sédico metanolico, asi se visualizarén

los controles de aldosterona.

El area correspondiente a aldosterona (3 cm. de
ancho y 0.5 cm, por encima y 1 cm. debajo del cen-
tro de la marca control de aldosterona) se separa
de la placa con una espitula y por medio de succidn
el celite se transfiere a una microcolumna taponada
con fibra de vidrio por un extremo, quedando el ce-

lite atrapado en la microcolumna. N

El esteroide se eluye del celite, afiadiendo por el
extremo superior de la columna 4 ml. de diclorometa;
no saturado con agua y recogiéndolo a su salida por
el extremo inferior en Tubo PYREX 15 x 85 y se eva-
pora en bafio a 4%#0° con flujo de N2, quedando asi el
especimen preparado para su elucidn para el radio-

inmunoensayo.

e - Radioinmunoensayo.

i - Equilibrio, . o
Tubos no reutilizables de borosilicato, son

los usados para el radioinmunocensayo.

Se preparan en triplicado los estandards de
aldosterona inerte 0, 20, 50, 100 y 200 pg.,
pipeteando la cantidad correspondiente de las

diluciones de trabajo.

Los especimenes que se estime contienen menos |
de 650 pg. de aldosterona en los tubos secos 15

x 85, son disuéltos en exactamente 1 ml. de .. -
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acetona* y se transfieren partes alicuotas de
0.2 ml. a tres tubos de ensayo y a un vial de
conteo. La parte alicuota en el vial de con-
teo, se utiliza para determinar las pérdidas

de aldosterona tritiada en cada especimen du-

rante el proceso de purificacidn.

Es importante al pipetear los especimenes y
estandards el usar pipetas con punta alargada
para dejar la solucibén en el fondo del tubq.
Los especimenes y los estandards son secadﬁs

en horno de vacio a 30°,

"Totales" y "Ceros"

En Tubos de ensayo en triplicado pipetear

Suero Fosfato
Total Suero-=0 Total Fosfato-0

Disolucidn

H3 Aldosterona .

antisuero
(1:400.000) 0.5 ml. 0.5 ml. - -

H3 Aldosterona i
Buffer-fosfato - - 0.5 ml. 0.5 ml.

Buffer-fosfato 0.5 ml. - 0.5 ml. -

Los tubos suero total y fosfato total, se agi-
tan y se transfiere una parte alicuota de 0.5 ml.
a viales de conteo, afiadiendo 10 ml. de solucidn

de conteo.

*En los esbecimenes que se considere contienen>
més de 650 pg. de aldosterona, se hardn las
correspondientes diluciones con acetona para
que la parte alicuota a medir en el R.I.E. que-

de incluida en los limites de la curva estandard.
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El significado de las mediciones o fosfato y
total fosfato, es explicado con detalle en pég.
(60 ) y consiste en un factor de correccidn para
el esteroide libre, que no es removido del sobre-~
nadante después del tratamiento con carbdn acti-

vado (1.5 - 2%).

A cada tubo estandard y especimen, se afiaden
0.5 ml. de la disolucidn H3 aldosterona-antisuero
088 1:400.000. Se utilizari la misma pipeta 0.5
usada para la adicidn de la disolucidn:a los tu-
bos suero-total y suero-0 para mayor exactitud.
Conviene depositar la disolucidn en el fondo del
tubo, pero sin tocar las paredes con la pipeta

para evitar contaminacidn.

Los tubos se agitan durante 1 minuto y cubrién-
dolos con papel de aluminio, se dejan a 4° duran-
te 14-36 horas ﬁara lograr el equilibrio entre

esteroide libre y marcado.

Separacidn de esteroide libre y unido.

La separacidn se hace cada vez.en un méximo de
36 tubos. Si hay més de 36, se haré@n varias sepa—:
raciones. Se incluyen los tubos estandard, inclu-
yendo los tubos suero-0, los esbecimenes y los tu-

bos fosfato-0.

Se coloca un méximo de 35 tubos en bafio de hie-

‘lo.

La suspensidn de carbdn activado recubierto de

dextrano es mantenida también en bafio de hielo
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hasta su uso inmediato. Una parte alicuota de
aproximadamente 40 ml. es colocada en un reci-

piénte, conteniendo un magneto.

La suspensidn es mezclada rdpidamente con un
mezclador magnético, mientras se realiza la adi-
cibén a cada tubo de 0,5 ml. de la suspensién de

carbén mediante una pipeta automdtica Eppendorf.

La adicidn de la suspensidn a cada tubo, ha de
ser rdpida y uniforme, evitando cualquier agita-
cidén de los tubos durante la adicidn y el tiempo
total utilizado en cada grupo de tubos serd de 2

minutos © menos.

Después de haber afiadido la susbensién de car-
bén-dextrano al iltimo, los tubos se dejan en el
bafio de hielo sin ninguna agitacién durante
exactamente 10 minutos. Entonces, son transfe-
ridos con cuidado de que no se produzca agitacidn
a Qasos de centrifuga y son centrifugadOS a 1200
r.p.m. durante 5 minutos. Una vez centrifugados,
utilizando una pipeta automitica Eppendorf a la
que se adabran pipetas Pasteur desechables (5 3/u
pulgadas), se transfieren 0.5 ml. del sobrenadante
a viales de conteo, teniendo la precaucién de no
incluir particulas de carbdn en esta parte ali-
cuota que contendrid el esteroide unido al anti-
cuerbo, ya que el libre habri sido adsorbido por

el carbdn dextrano.

Los cdlculos estén basados en la medicidn de

la parte alicuota que contiene solo aldosterona

3



unida, por tanto la inclusidn de particulas de
carbdn-dextrano en la parte alicuota daria re-

sultados errdneos.

A cada vial se afiaden 10 ml. de solucidn de

conteo por medio de un dispensador autom&tico.

Los viales se agitan vigorosamente antes de

su conteo,

En cada grupo se introduce un vial que conten-
ga 0.5 ml. del buffer-fosfato utilizado, mis 10
ml. de la solucidn de conteo utilizada para ser

usado como :Background (BXG.)".

Los viales se cuentan programando el contador’
de centelleo para 20 minutos o 10.000 conteos

por especimen.

Célculos

Las férmulas empleadas en la determinacidn de
la desviacidn estandard, error estandard y coe-

ficiente de variacidn, son las siguientes. - o=

Desviacidn estandard

resultado individual

>
1}

X = media de todos los resultados

n = nlmero de resultados individuales

En un nlmero suficiente de resultados, 68% de
ellos quedarén incluidos en # 1 D.E. de X; 95%

en + 2 D,E. de X y 99% en + 3 D.E. de X.
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Error estandard

-2
E.E. = X-x> . D.E.

(n-1)(n) V;‘

Cc.v, = —_ = x 100

En cada grupo de .triplicados, se calcula la
media *+ 3 desviaciones estandard de los dos ye-
sultados mis prdéximos, elimindndose el tercero
en caso de no quedar incluido. Una vez calcula-
da la media, se calculan los conteos por minuto
corregidos para BKG y 0-fosfato, osea restando
a los c.p.m. los correspondientes al BKG y 1los
correspondientes al O-fosfato corregido, que
serfian esteroide libre no separado por el carbdn-

dextrano,

Una vez obtenidos los conteos por minuto co-
rregidos de los estandards y esﬁecimenes, se di-
viden por los conteos por minuto de 0.25 ml. de
la dilucidn 1:400.000 de antisuero-aldosterona
tritiada, que corresﬁonde a los tubos suero-
total anteriormente descritos. Este cociente

dard el borcentaje unido al anticuerpo en los

o

estandards y blancos-reagentes.

El porcentaje de aldosterona libre y la rela-

*  ¢ibdn libre/unido, (L/U), son también calculados.

Los resultados de los estandards son llevados a

un sistema de coordenadas, en funcidn ‘de la con-
centracién de aldosterona, constrﬁyéndose asi

la curva estandard.
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Los conteos *totales originales de cada especi-
men, hay gue calcularlos individualmente, pues
hay que incluir los conteos de la aldosterona
tritiada que ha llegado al especimen de la afia-
didé al principio para el cdlculo de pérdidas, a
partir de este "suero total! corregido se calcu-
lan los porcentajes unido, libre y la relacién
L/U como en el caso de los estandards y blancos

de reagente.

Total individual = T + A/2

donde T es el total de la curva estandard ex§re—
sado en c,p.m. corregido para BKG y factor fos-
fato, y A son los conteos por minuto (c.p.m.)
corregidos para BKG de los 0.2 ml. parte ali-
cuota utilizada para calcu;ar las pérdidas, que
es la misma cantidad que va al R.I.E. en tripli-

cado,

La concentracidn de aldosterona en cada espe-

cimen se lee directamente de la grafica estandard.:

Las pérdidas durante el procedimiento para cada °
especimen, se calculan a bartir de los conteos
medidos en los 0.2 ml. sefarados del especimen,
antes de incluirlo en el radioinmunoensayo y se
expresa como porcentaje del total de aldosterona
tritiada afiadido a cada esﬁecimen al principio

del procedimiento.
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3

% de Aldosterona _ A yx 100 x .1 _x 35 x 3
recobrada B 0.2 5 2
A = c.p.m. corregidos para BKG en 0.2 ml.:

w
"

c.p.m. corregidos para BKG en H3 aldosterona
inicial.
En el caso de especimenes consistentes en 8

ml, de plasma, los cllculos para determinar la

concentracidén final serén:

C-D ., 35
iy

x 1. x 100 » 1 = ng/100 ml.
0.2 8 1000

Njw

C = pg. especimen leidos directamente de la
curva estandard.

D = media en pg. de los blancos reagente.

E = % de H°

men A.

aldosterona recobrado en el especi-

Ejemplo de curva estandard y del cdlculo de

concentracidn de Aldosterona en muestras.

En Tabla (26 ) se describe un ejemplo de curva
estandard, con la inclusidn de los conteos de ca-
da triplicado, hasta la relacidn L/U obtenida ﬁa-
ra cada Punto dé la curva. Los triplicados en
recuadro son los que no se han incluido en el
cédlculo tor no entrar en el margen de la media

de los otros dos + 3 desviaciones estandard.

La primera columna incluye el tiempo de conteo
de los triplicados, segunda solumna los conteos
sin corregir medidos en el tiempo dado. La ter-

cera columna indica la media de conteos por minuto

corregidos ﬁara BKG y O0-fosfato * error estandard.

B R



Cuarta columna la aldosterona unida expresada
como porcentaje del total * error estandard.
Quinta columna el porcentaje de aldosterona 1li-
bre y sexta columna la relacién aldosterona

libre/unida.

La curva correspondiente se ha expresado en
funcidn de la relacidn L/U y en funcidn del por-

centaje unido (% U) (Fig. 8 ).

En la Tabla (27 ) se incluyen los cdlculosde
las pérdidas individuales en cada especimen y
el cdlculo de los totales individuales utili-
zados en la Tabla (26 ) en cada especimen indi-

vidual,

En la Tabla (28 ) estdn indicados los c8lculos °
de la concentracidn final de cada especimen en
ng/100 ml., a partir de los valores leidos en la

grafica estandard.
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Pérdidas Individuales

Calculo a partir de 1/5 parte alicuota

B.k.g.

Control H3 Aldo.
Control H® Aldo.
1 (Blanco)

2 (Blanco)

3

y

15

c.p.m.
Tiempo Conteos corr. %
conteo totales BKG Recobrado
20 425 21.25
3,96 10.000 2504
2470 = 100%
4,07 10.000 2436
20 421 0
20 419 0]
20 4289 193,7 82,35%
20 yay7 - 186,1 79,12%
20 4385 197,9 84,16%
20 4489 © 203,2 86,38%
20 4209 189,2 80,43%
20 Ly57 201,5 85,6u%

Cpm corr. para Bkg en
1/5 parte alicuota

% Recobrado =

Totales
Individuales

Cpm Control corr. p. Bkg

Totales Individuales

[=2] o +

~

2745 ,85
2742,05
2747,95
2750,60
2743,60
2749,75

= Cpm Total corr. Bkg +

TABLA 27

X 100 X .L_x 35 x
0.2

Njw

5

Cmcorr. Bk de 1/5 . al

2

”
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Corr.
Pg. Corr. Corr. Corr. para
leidos para para para volumen
en blancos  partes % espécimen

grifica reagente alicuotas pérdidas ng./100ml. Mg:./100ml.

1 9

8
2 7
3 101 93 976,5 1185,78 14822 14,82
4 gL 86 303 1141,30 14266 14,26
) 106 98 1029 1222,67 15283 15,28
6 52 ‘ L 462 534,85 6685 6,68
7 137 129 1354,5 1684,07 21050 21,05
8 .- 218 210 2205 2574,73 32184 32,18 (x)

TABLA 28

Cdlculo de concentraciones individuales

en cada espécimen a partir de los valores

obtenidos en la gréafica. '
(%)

Al quedar el valor correspondiente al especimen n° 8
fuera de los limites de la gréfica considerados como
itiles (0-200 pg.), el valor final de 32,18 ng/100ml.
no es considerado como vdlido, debiéndose determinar
de nuevo la concentracidn de Aldosterona a partir de
una parte alicuota del espécimen original para que

la lectura en la gfafica quede dentra de los limites

utilizados.
.
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A-5 Resultados experimentales.

a - Pérdidas de Aldosterona en el procedimiento.

Para determinar el porcentaje de aldosterona pér-
dida a lo largo del procedimiento de purificacidn,
se calculd la cantidad de 1-2—H3 aldosterona reco-
brada en 101 especimenes, expresdndola como porcen-
taje de la cantidad afiadida al especimen al princi-

pio del procedimiento.

La media recobrada en 101 especimenes fué:

85.81% + 2,84% (1 desviacidn estandard).

b - Precisibén y exactitud. Desviacidn estandard (D.E.).

Coeficiente de variacidn y limites de confidencia

del método.

i - D.E. y Coeficiente de variacidn en diez deter-

minaciones de un pool de plasma.

El valor medio de diez determinaciones de un
pool de plasma obtenido en un banco de sangre,
fué 7.15 ng% con una desviacidn estandard de

0.39 ng%, coeficiente de variacidén de 5.45%.

ii - D.E. en 34 duplicados de un pool de'plasma.

Partes alicuotas de 8 ml. de un pool de plasma
utilizado como control, fueron extraidos y cuan-
tificados en duﬁlicado,en cada grupo de determi-
naciones.

El valor medio de 34 pares de duplicados fué
6.70 ng%, con una media de diferencia entre du-

plicados de 0.51 ngh.

3
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El cilculo de la desviacidn éstandard, puede
ser calculada en base de la diferencia entre du-
plicados, seglin el estudio estadistico de Freier
( 256 ), considerando que la media de la difer-
encia entre duplicado R es igual a 1.128 veces

la desviacidn estandard del método.

Para establecer los limites de confidencia de
un método analitico, puede considerarse qQue son
definidos por + 3 D.E., quedando en estos limi-
tes el 99% de los resultados y que calculando la
media de la diferencia entre duplicados analiza-
dos por separado §, 3 desviaciones estandard son
igual a 1.88 R y que por tanto los limites de
tres desviaciones estandard de un valor medio,

vendrdn dados por Media + 1.88 R,

El valor de R-para los 34 duplicados (68 esbe—
cimenes) did un valor de 0.3989361 y aplicando
la férmula 1.28 R = D.E., 1la de;viacién estan-
dard did un valor de 0.45 ng%. Utilizando la
férmula tradicional

(x-%)2

D.E. = .

el valor calculado fué de 0.39 ng% en buen

acuerdo con el anterior.

Aldosterona inerte recobrada en el método.

Otro modo de evaluar la especificidad y exacti-
tud del método, consistid en la adicidn de canti-
dades conocidas de aldosterona inerte al especimen

original en el tubo de extraccidn, conteniendo
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plasma preextraido repetidas veces, osea libre

de aldosterona.

La misma determinacidn se hizo utilizando
plasma de enfermo con adrenalectomia bilateral.
Los resultados estén individualizados en 1la

Tabla ( 29).

La media de aldosterona inerte recobrada,
osea cuantificada por el método, expresada co-

mo % de la adicionada, fué de 98.7u4%. >

Especificidad del método. Blancos reagente.

Blancos de plasma pre-extractado y plasma de

adrenalectcmizado.

Como se ha indicado antes en la descripcidn
del protocolo, los blancos reagente de agua des-
tilada, son tratados igual que los especimenes a
lo largo de todo el procedimiento, sustrayé;dose
su valor del obtenido en cada especimen. En 68

determinaciones, su valor medio fué de 5.21 pg.

con una desviacidn estandard de 3.32 pg.

Otro modo de determinar la especificidad del
método, fué el cuantificar partes alicuotas de
plasma previamente extractado reﬁetidas veces
con CH2C12, osea libre de aldosterona y ﬁlasma
de paciente adrenalectomizado, y por tanto tam-
bién libre de aldosterona. Los valores obteni-
dos de 4 pg. y 2 pg. respectivamente, son simi-

lares a los obtenidos en los blancos de reagente
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ALDOSTERONA ANADIDA A: aﬁaggéos Recoggédos »Recoirado
PLASMA PRE-EXTRAIDO o I -
0 L -—
493 LE6 94,59
493 489 99.24
985 971 98.60
985 1004 101.89
1478 1485 100. 44
1478 1423 86.31
1970 1882 95.56
13870 189y 96.17
PLASMA DE PACIENTE
ADRENALECTOMIZADO : 0 2 —_——
0 3 ——
276 247 89.32
276 285 108.46
276 305 110.55

TABLA 29
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d - Medicidn comparativa de especimenes de plasma de

vena adrenal cuantificados por el método de Tait.

El (nico método disponible hasta ahora para la
determinacién de la concentracidn de aldostervna
en plasma periférico, eran los métodos de doble
dilucidn isotdpica, como ya se ha indicado en la
introduccién. Esto es debido a que los bajos ni-
veles de la hormona en plasma periférico, no per-
miten su cuantificacidn por métodos colorimétricos

o fluorimétricos.

En ﬁlasma obtenido directamente de vena supra-
rrenal, por medio de cateterizacidn selectiva, la
concentracidn de aldosterona es superior, llegando
en casos de hiperaldosteronismo a concentra;iones

de 10 ug/100 ml.

Estos niveles de aldosterona Pueden ser determi-
nados con el método de Tait et. al. (138 ) que con-
siste en la formacidn de una etiolactona de aldos-
terona por el método de Wick después de su purifi-
cacibén por cromatografia en celite, en un sistema
acetato-formamida-agua (100:5:5) y una vez formada
la etiolactona, cromatografia en papel sistema
ciclohexano:benceno:metanol:agua (5:3:5:1), cuan-
tificando el especimen por medida en fotofluordme-
tro de la soda-fluorescencia, desarrollada por la
aplicacién de azul tetrazolium en hidréxido sddico

y posterior calentamiento.

El 1imite de sensibilidad de este método es 0.5

ug/100 ml, muy superior a los niveles periféricos,
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pero (til para determinaciones diagndsticas en

plasma de vena adrenal.

Con el fin de evidenciar la validez del método
de radioinmunoensayo, se ha determinado la concen-
tracidn de aldosterona con ambos métodos en espe-
cimenes obtenidos por cateterizacidn selectiva de

vena suprarrenal, comparando ambos resultados.

Como ya se ha indicado en el protocolo del méto-
do, en la determinacidn de estos especimenes con
una concentracidn 'de aldosterona muy superior a la
periférica, se han utilizado diluciones del plasma
original para que la lectura final quede incluicda

en los limites de la curva estandard.

En la Tabla (30 ) se individualizan los distintos

resultados obtenidos con ambos métodos.

En esta Tabla no se detalla la metadélogia en la
obtencidn de cada esbecimen, bues la comparacidn
entre ambos resultados es lo que se intenta. En
los capitulos dedicados a la aplicacidn clinica del
radioinmunoensayo, se especifica la técnica y diver-
sos estimulos utilizados ﬁara la obtencidn de estos
especimenes, viéndose la utilidad del radioinmuno-
ensayo en la determinacidn de aldosterona, no sdlo
en plasma ﬁeriférico,'sino en ﬁlasma de vena subra—

rrenal,

Reproducibilidad de curvas estandard.

Una vez estandarizado el método, un sistema apro-
piado de "determinar globalmente la re?roducibilidad

del método es comparar distintas curvas estandard



Valores determinados Valores determinados

por Radioinmunoensayo por método de Tait
ug/100 ml. ug/100 ml.
0.07 < 0.50
0.08 < 0.50
0.22 < 0.50
0.19 < 0.50
4,85 4.90
6.09 5.60
0.68 0.89
2.51 2.60
7.57 8.60
4,85 5.70
4.37 ' 4.10
3.94 4.10
11.45 11.60
TABLA 30

Comparacidn de resultados obtenidos por
R.I.E. y por el método de Tait en la de-
terminacidn de concentracidn de aldos-
terona en diferentes especimenes de

plasma de vena suprarrenal.
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obtenidas en distintas ocasiones, ﬁues si no existe
gran variacibén es una indicacidén de que las técnicas
seguidas en la caracterizacién de los estandards,
preparacidn de diluciones de antisueroc, de adsor-

bente y almacenamiento son reproducibles.

En la Tabla (31 ), se especifican los valores de
28 curvas obtenidas a lo largo de distintas determi-
naciones, durante un periodo de cinco meses, expre-
sdndose el punto 0 y la caida en porcentaje unido
para las distintas concentraciones de aldosterona.
estandard, viéndose que ia rebroducibilidad de la

curva es satisfactoria.



Caida en % Unido

% Unido
en el
punto 0 pg. 20 pg.

78

73

80

81 11
81 12
76 9
80 5
79 7
81 13
79 9
8u b
76 6
74 11
76 11
82 15
78 15
71 8
71 11
74 12
74 11
73 7
76 8
71 9
73 7
73 10
76 8
72 8
72 9

50 pg. 100 pg.
18 27
21 34
25 36
23 39
25 40
16 31
19 32
26 38
28 39
16 33
22 u1
20 36
24 33
22 37
30 46
28 43
20 33
25 39
22 39
26 38
18 34
27 L2
22 35
18 31
19 35
25 39
20 33
19 31

TABLA 31

200 pg.

46
47
49
50
53
47
ug
52
52
L8
53
ug
50
50
57
53
50
50
51
50
45
52
45
4y
48
L8
u3
b1

168
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B - PARTE II ESTUDIOS CLINICOS.

Como aplicacidn del método anteriormente descrito, se de-
terminaron en primer lugar, los valores normales de concentra—:
cidn de aldosterona en plasma periférico, compardndolos con
los valores hasta ahora conocidos, determinados por otros

métodos.

También se determinaron los valores de aldosterona ante

estimulacidn postural, sobrecarga y deplecidn salina en su-

>

jetos normales.

Una segunda parte del trabajo clinico consistid en estu-
diar la posible variacidn diurna de concentracidn de aldoste-
rona en plasma periférico. E1 tercer trabajo clinico consis-
tid en el estudio de la supresidén de aldosterona periférica,
mediante la administracidn de mireralocorticoides, comparando -
el efecto supresor de Fluorinef y DOCA y una vez determinados
los valores en sujetos normales, el estudio de supresidn .en
pacientes con hipersecrecidn de aldosterona en sus modalidades

primaria y secundaria.

El cuarto trabajo clinico consistid en el estudio de la
secrecidn de aldosterona en enfermos anéfricos, estudiando los

mecanismos de regulacidn de aldosterona en estos pacientes.

A continuacidn, se describen los métodos utilizados en lo .
estudios clinicos. Los protocolos seguidos en cada caso se

describen en la seccidn correspondiente.

Métodos

Concentracidn de Aldosterona en plasma periférico.

Fué determinada por el método de radicinmunoensayo ori-

ginal, descrito en la primera parte de este trabajo.
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Concentracidn de Aldosterona en plasma de vena suprarrenal.

Fué también determinada por el método de radioinmunoen-
sayo descrito, con la inica variante de distintas dilu-
ciones utilizadas en correspondencia a la mayor concen-

tracién de aldosterona en estos especimenes.

Tasa de Secrecidn de Aldosterona en 24 horas (Secretory rate)

Estas determinaciones se realizaron por el método de
Melby et al. descrito previamente (141), La secrecién
de aldosterona, se calcula a partir de la actividad espe-
cifica de Tetrahidroaldosterona urinaria en una coleccidn
de orina de 24 horas después de la inyeccidn intravenosa
de ‘5 microcurios de 1-2-H3 Aldosterona. Un extracto de
la décima parte de este volumen, es tratado con 8 glucu-
ronidasa y purificado en tres sistemas cromatogrdficos de
capa fina. Silica Gel es usada como adsorbente en los
tres sistemas, excepto que en el segundo sistema se gti-
liza una solucidn al 2% de borato sbdico en vez de agua

para su preparacidn,

Las placas son desarrolladas por cromatografia ascen-

dente.

Los solventes utilizados son los siguientes: etilacetato:
acetona:agua (80:20:5); acetona:benceno:agua (90:10:8) y

cloroformo:metanol:agua (90:10:1).

Las muestras eluidas del Gltimo cromatograma son disuel-

tas en 2 ml., de metanol absoluto. Partes alicuotas son

‘removidas para conteo de H3 en contador liquido de centelleo.

La cuantificacidn se realiza por medio de la reaccidn de

Lewbart y Mattox (257), La secrecidn de aldosterona en 2u
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horas (en microgramos por 24 horas), se calcula dividiendo
la actividad especifica de tetrahidroaldosterona (conteos
por minuto por microgramo), por la dosis de aldosterona
marcada inyectada (conteos por minuto). Los valores nor-

males son de 50 ug a 150 ug en 24 horas.

Actividad de renina plasmitica

La medicidén de actividad plasmitica de renina, fué reali-
zada en los laboratorios New England Nuclear Biomedical
Assay Lab. de Boston, segiin la técnica de Gunnels y Grim
previamente descrita (258), Los valores normales, segin

este método, estidn comprendidos entre 75 y 275 ng %.

Concentracién de Cortisol en plasma.

Tanto en plasma periférico, como en plasma de vena adre-
nal, la concentracidn de cortisol fué determinada segin
una variacidn del método de desplazamiento competitivo de

Murphy (157).

En este método, se ha utilizado como ligando, una dilu-
cidn de plasma con elevada concentracidn de transcortina,
obtenido de mujer sometida a tratamiento estrogénico; ccmo
trazador 1i-2 I-I3 Corticosterona y como adsorbente separados

de las fracciones libre y unida, se ha utilizado Florisil.

Cateterizacidn de vena suprarrenal.

Los estudios realizados por cateterizacidn de vena adre-
nal, se han realizado segiin la técnica de Melby et al.
previamente descrita (141), con la Gnica variante de que
las colecciones de sangre obtenidas fueron de 5 ml. Por

medio de esta técnica, se obtienen especimenes de la vena
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adrenal correspondiente determinando niveles de Cortisol

para comprobar la correcta coleccidn del espécimen.

En los casos en que se realizd infusidn de ACTH y angio-
tensina, el protocolo seguido es igual que el descrito

previamente por Spark y col. (168).

La infusidn de Angiotensina se realizd a un ritmo sufi-
ciente para mantener una presidn diastdlica, 10 mmHg por
encima del valor basal, La dosis requerida para lograr
este efecto, fué aproximadamente de 200 ng/minuto en pa-
cientes con hiperaldosteronismo primario y unos 500 ng/mi-
nuto en los demds. Después de 10 minutos de infusidn de
angiotensina, se obtuvo un espécimen de sangre (post-

angiotensina).

En los casos en que se realizd estimulacidn con ACTH,
se inyectaron 0.25 mgr. de B8-1-24 ACTH (Cortrosyn, Or-
ganon Inc., N.J.) intravenosa durante 30 segundos, reco-
giéndose un espécimen de sangre de vena adrenal a los 5

minutos.

En el caso en que se realizd estimulo postural durante
la cateterizacidn de venas suprarrenales, se realizd por

medio de una mesa de balanceo,



Determinacidn de valores normales. Estudios posturales

y de sobrecarga y deplecidn salina. Variacidn Liurna.

La validez del método descrito es contrastada final-
mente, mediante la determinacién de aldosterona plasmi-
tica en sujetos sometidos a distintas maniobras conoci-
das como estimuladoras e inhibidoras de la secrecidn de
aldosterona, comﬁrobando si dichas maniobras reflejan un
aumento o descenso del nivel plasmitico de aldosterona,

determinado por el radioinmunoensayo.

Los estudios realizados fueron los cambios prcducidos
por la concentracidn de aldosterona plasmitica por cam-
bios posturales, maniobra conocida como estimuledora de

la secrecidn de aldosterona.

Otros estudios también realizados en sujetos rormales,
consistieron en medida de aldosterona periférice, tras
sobrecarga o deplecidn salina, maniobras conocicas como
supresoras y estimuladora de la secrecidn de aléostérona

respectivamente.

a - Protocolo

Estudio postural

Se estudiaron nueve sujetos normales, 6 hanbres y

3 mujeres con edades comprendidas entre 23 y 26 afios.

Todos ellos fueron sometidos a un examen fisico,
siendo este normal con presidn arterial dentro de’

los limites normales para su edad.

Antes de comenzar los estudios, se determinaron so-
dio, potasio, cloro, reserva alcalina y BUN, siendo

estos pardmetros normales.
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Con objeto de utilizar los valores obtenidos como
control normal de comparacidn en estudios ambulato-
rios para el diagndstico de hiperaldosteronismo,
estos sujetos controles permanecieron en su dieta

habitual,

Los sujetos fueron admitidos en una unidad meta-
bdlica ei dia anterior al estudio. Después de ha-
ber permanecido en posicién‘decubito durante 8 ho-
ras, el primer espécimen de sangre periférica fué

obtenido a las 8 A.M.

Los sujetos permanecieron entonces dos horas en
posicidn erecta, permitiéndoseles ambulacidn y se

obtuvo un segundo espé&cimen a las 10 A.M.

Los especimenes de sangre periférica, tanto en
este estudio como en todos los descritos, fueron
recogidos en tubos heparinizados, centrifugados
inmediatamente y el plasma separado y conservadd

a -12° hasta su cuantificacidn. :

Protocolo

Estudios de sobrecarga y deplecidn salina.

Se estudiaron 4 sujetos normales de sexo mascu-
lino y de edades comprendidas entre 24 y 32 afios,
seleccionados con los mismos criterios que los su-

jetos en el grupo anterior.

Los sujetos estuvieron consumiendo su dieta ha-
bitual hasta el comienzo del estudio. Las dietas
especiales fueron preparadas y consumidas en una

unidad metabdlica, . c



176

Todos los especimenes de sangre periférica, fueron
obtenidos a las 10 A.M., después de haber permanecido

2 horas en posicidn erecta, en régimen ambulatorio.

Una vez obtenido el espécimen control, los sujetos
comenzaron una dieta de 240 mEq de sodio/24% h., que
consumieron durante 72 h. Entonces, la dieta fué
cambiada a 10 mEq de sodio/24% h., que los sujetos

consumieron durante 96 h,

Se obtuvieron especimenes de sangre periférica
para la determinacidn de aldosterona y actividad de
renina todos los dias del estudio a las 9 A.M. en
todos los sujetos, excepto en R.S. en que por error
no fué obtenido el espécimen del tercer dia cel

estudio.

Protocolo

Estudio variacidn diurna.

Este estudio fué realizado como estudio previo.

Las determinaciones de aldosterona fueron realiza-
das en seis de los voluntarios citados en el proto-
colo del estudio postural siendo por tanto iguales

los criterios de seleccidn.

Los dos primeros especimenes de plasma periférico
obtenidos son los mismos que los indicados en el
estudio postural osea el primer espécimen fué obte-
nido a las 8 A.M. después de 8 horas en posicidn su-
pina. Después de dos horas en posicidn erecta en
régimen ambulatorio (en pie y sentado) se obtuvo un
segundo espécimen. A continuacidn los sujetos per-

manecieron en régimen ambulatorio pudiendo permanecer



177

en pie o sentados durante toda la duracidn del estu-
dio, obteniéndose especimenes de sangre periférica a
las 12 mediodia, 4 P.M., 8 P.M. para la determinacidn

de aldosterona.
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d - Resultados estudio postural

Los resultados del estudio postural realizado en
nueve voluntarios, estdn indicades en la Tabla (32),
donde se expresan individualmente sexo, edad y los
valores de aldosterona periférica obtenidos en posi- .
cidén decubito y después de dos horas en posicidn
erecta, indica&ndose al final de la Tabla los valores

medios y la desviacidn estandard.

La media de concentracidn de aldosterona en posi-
cidn decubito es de 6.92 ng.% y la media de los re-
sultados obtenidos después de dos horas en posicidn
erecta, es de 20.5 ng.%. Calculando los porcentajes,
la media del aumento de alcdosterona plasmitica des--
ﬁués de dos horas en posicidn erecta, fué de 303%,

con una variacidn de 200% a 506%.

En la discusidn de vesultados, se compararan estos
valores con los hasta ahora publicados en la litera-

tura, obtenidos por métodos de dilucidn isotdpica.

e - Resultados

Estudio de sobrecarga y deplecidn salina.

Los resultados obtenidos en los % sujetos estudiados
estdn individualizados en la Tabla (33 ), donde se ex-
presan los valores obtenidos de aldosterona plasmética
y actividad de renina a las 9 A.M., después de dos hQ-J
ras de ambulacidn, El1 valor que corresponde a una
méxima deplecidn de sodio, es el correspondiente al
dia 3 y el correspondiente a una mixima sobrecarga sb-

dica el del dia 7.
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En las figuras (9 ) y (10), se expresan graficamente
los resultados obtenidos de niveles de aldosterona y
renina. E1 valor correspondiente al tercer dia de
R.S. no fué obtenido por error. En la Fig. (11) se
expresan los valores obtenidos con méxima replecidn

y deplecidn salina.

En la Tabla (34 ) se expresan los valores obtenidos
de aldosterona plasmidtica que corresponden a mé&xima
deplecidn y sobrecarga, indicéndose individualmente
el porcentaje de descénso y elevacidn de aldosterona

en respuesta al estimulo correspondiente.

La media de descenso de la concentracidn periférica

" de aldosterona en respuesta a una sobrecarga sddica,

correspondiente a una dieta de 240 mEq. de Na/24 h.

durante tres dias, fué de un 38% del valor control.

La media de elevacidn de la concentracidén de aldos-
terona en respuesta a una deplecidn sddica correspon-
diente a una dieta de 10 mEq Na/24 h. durante cuatro

dias fué de 545% del valor control.

Resultados.

Estudio variacidn diurna.

Los resultados individuales estdn indicados en la
Tabla ( 35) indicédndose los resultados individuales
de la concentracidn periférica de aldosterona en cada
control asi como la media de resultados en cada hofa

en que se obtuvo un espécimen.

La media de resultados a las 8 A.M. después de ocho

horas en posicidn decubito fué de 6.96 ng.% elevdndose
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a 21,82 ng.% después de dos horas en posicidn erecta.
Después de continuar en regimen ambulatorioc se obser-
vd a las dos horas un nuevo descenso con una media de
12,63 ng.%. En estas tres observaciones los cambios
individuales fueron uniformes de acuerdo con las vari-
aciones indicadas en la media de los resultados. A
las 4 P.M, se observd una nueva elevacidn de la media
de resultados hasta 19,83 ng.% correspondiente a una
elevacidn en los valores de tres controles con un
descenso en otros dos permaneciendo igual en uno.

A las 8 P.M, se observd un ligero aumento de la me-
dia hasta 21,7 ng.% en relacidn con la medicidn an-
terior correspondiendo a un aumento en cuatro con-
troles, descendiendo en otro y permaneciendo igual

la concentracidn en uno de ellos.
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ALDOSTERONA
ng/100 ml.

%

SEXO0 EDAD SUPINO ERECTC (2h.) Aumento
D.W. M . 25 10.5 21.8 T 208
R.D. M 24 7.1 33.0 467
K.V. M 23 6.7 13.4 200
T.H, M 25 8.1 19.0 234
J.H. F 23 10.4 30.9 297
E.S. F 25 7.9 22.0 279
H.S. M 26 4.5 15.9 354
E.F. M 25 4,3 9.5 211
G.F. F 25 8.5 21.1 248
D.R. F 23 4.5 22.8 506
W.G. M 26 3.7 12.3 332

Media 6.92 20.15 303%
E.E. 0.73 2.20 29.90
D.E. : 2,42 7.30 99.18

TABLA 32

Concentracidn de aldosterona plasmdtica en once sujetos
normales después de posicidén decubito durante 8 horas y

después de posicidn erecta durante dos horas.
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CONTROL SOBRECARGA DEPLECION
240 mEq.Na/24h. 10 mEq.Na/2u4h.

ALDO, ALDO, ALDO.

ng.% ng.% % DESCENSO ng.% % ELEVACION
R.S. 16,7 8,2 49,10% 48,30 289.22%
w.C. 7,7 2.6 33,77% 39,20 509,09%
M.R. 8,9 3,5 39,33% 31,80 357,30%
B.G. " 1,3 29,55% 45,0 1022,27%
MEDIA DE % X = 37,94% X = 544,72%

TABLA 34

Porcentajes individuales y media de porcentajes de descenso
y elevacidn de concentracidn plasmdtica de Aldosterona en
respuesta a sobrecarga y deplecidn salina en cuatro sujetos

normales.



8 A M, 10 A.M, 12 A M.
DECUBITO AMBULAT, AMBULAT.
D.W. 10.5 21,8 15.0
R.D. 7.1 33.0 19.0
D.R. 4.5 22.8 17.5
E.S. 7.9 22.0 4.5
T.H. 8.1 19.0 5.7
W.G. 3.7 12,3 4.1
MEDIA 6,96 21.82 12.63
E.E. 1.01 2,73 2.6
D.E. 2,5 6.7 6.4
TABLA 35

Variacidn diurna de niveles plasmiticos de Aldosterona
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4 P.M. 8 P.M.
AMBULAT. AMBULAT.
13.7 18.8
35.7 35.8
36.9 39.7
26.0 8.5
2.6 17.1
4.1 10.3
15.83 21.7
6.2 5.3
15.2 6.8

en 6 sujetos normales en régimen ambulatorio.
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Estudios de supresidn con mineralocorticcides de niveles

plasmidticos de Aldosterona y su aplicacidn al diagndsti-~

co diferencial entre hiperaldosteronismo primario vy

secundario.

a - Protocolos Clinicos.

i - Estudio en sujetos normales. Supresidn con

Fluorinef y DOCA,

Se estudiaron nueve voluntarios normales (8
hombres y 1 mujer) con edades comprendidas entre

los 24 y 31 afios.

Los criterios de admisién en el estudio fueron
falta de antecedentes clinicos, examen fisico ncr-
mal y los pardmetros de electrolitos, BUN plasmé-

tico y analisis de orina dentro de limites normales.

Los sujetos voluntarios fueron divididos en dos

grupos.

Un primer grupo compuesto de cuatro sujetos a los
que les fué administrada una dieta de 120 mEg de
Sodio y 40 mEq de Potasio desde dos dias antes de
iniciar el estudio y durante los dias en gue se

reaiizd el estudio.

Se obtuvo un primer espécimen de plasma periférico
control a 8 A,M, después de permanecer 8 horas en
posicidn decubito supino. Entonces se comenzd la
administracidén de 0.1 mgr. cde 9-c-Fluoro Cortisol
(Fluorinef) via oral cada 6 horas por un total de
4 dosis = 0.4 mgr. Al dia siguiente se obtuwvo un

segunﬁo espécimen de plasma a las 8 A.M. después
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de 8 h, en posicidn decubito supino.

Con objeto de utilizar el test de supresidn de
DOCA en enfermos ambulatorios en el segundo gru-
po de controles formado por 5 voluntarios, el
espécimen control se obtuvo a las 10 A.M. después
de permanecer dos horas en situacidn ambulatoria
(sentados o en pie) Entonces se les administrd
acetato de DOCA (Organon Inc., West Orange, N.J.,
U.S.A.), 10 mgr, intramuscular cada 12 horas x 2
dosis (10 AM. y 10 P.M.). A las 10 A.M. del dfa
siguiente se obtuvo un segundo espécimen después

de dos horas en régimen ambulatorio.

En dos voluntarios el ﬁrotocolo se modified con-
tinuando la supresidn con DOCA durante tres dias
(10 mgr cada 12 h. = total 8 dosis), obteniendo un
espécimen de plasma a las 10 A.M. de cada dia para
la determinacidn de aldosterona periférica y activi-

dad de renina.

Supresidn con mineralocorticoides en enfermos con

hiperaldosteronismo primario.

Se han estudiado siete enfermos con el diagndstico
de hiperaldosteronismo primario. Estos enfermos
fueron seleccionados a causa de hipertensidn, hipo-
kaliernia expontanea y respuesta al test de la es-
pinorolactona. Los criterios definitivos para el
diagndstico fueron una tasa de secrecidn de aldos-
terona elevada después de dos dias en dieta de 120
mEq. Na y QO mEq. K, actividad de renina plasméitica

suprimida, 17 hidroxi y 17 cetosteroides normales
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en orina de 24 h., supresibilidad de la tasa de
éecrecién de aldosterona con la administracidn le
mineralocorticoides durante tres dias segfin los ‘
ﬁrotocolos establecidos bor Biglieri (DOCA 10 mgr.
cada 12 h, x 3 dosis.o Fluorinef 0.1 mgr cada 6 h..
X 3 dosis), y finalmente estudios positivos de za-

teterizacidn de venas suprarrenales.

En el estudio de cateterizacidn se utilizd el
método de radioinmunoensayo descrito para la deter-

minacidn de concentracidn de Aldosterona.

Los siete enfermos citados fueron operados pos-
teriormente y confirmado el diagndstico de ade-
nomas productores de aldosterona o hiperplasia
modular bilateral., Los protocolos utilizados

fueron los siguientes.

Supresidn con 9-a-Fluorocortisol.

_ Se incluyeron tres enfermos en este grupo.

Dia 1 - Después de dos dias en dieta de 120
mEq. Na y 40 mEq. de K. Medida tasa
secrecibn control. ‘ o

Dia 2 - Espécimen de plasma periférico a las
8 A,M, en posicidn decubito para deter-
minacidn de aldosterona control. Una
vez obtenido el espécimen se comenzd a
administrar Fluorinef 0.1 mgr cada 6 h.

Dia 3 - Espécimen de plasma periférico obtenido
a las 8 A,M. en posicidn decubito des-
pués de cuatro dosis de Fluorinef (0.4
mgr). Enfermos fueron mantenidos en

Fluorinef 0.1 mgr cada 6 horas.
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Dia 4 - Tasa de secrecidn después de 8 dosis de

)
Fluorinef.

Supresidn con DOCA

Cuatro enfermos con hiperaldosteronismo primario

fueron incluidos en este grupo.

Dia 1 - Después de dos dias en la dieta descrita
anteriormente tasa de secrecidn control.

Dia 2 - Se obtuvo un espécimen control de plasma
periférico, En dos enfermos (GP y IL) el
espécimen se obtuvo a las 8 A.M. en posi-
cidén decubito, en les otros dos a las 10
A.M. después de dos horas en posicidn erec-
ta. Después de obtener los especimenes a
loa enfermos les fué administrada DOCA,
10 mgr, 1 M. cada 12 horas.

Dia 3 - Se obtuvo espécimen para la determinacidn
de aldosterona en plasma periférico al mismo
tiempo y en la misma ﬁorcién que en dia 2
después de dos dosis de DOCA de 10 mgr.
Los enfermos continuaron recibiendo DOCA
10 mg. cada 12 horas.

Dia 4 - Tasa de secrecidn después de cuatro dosis

de DOCA de 10 mgr.

En los enfermos con el diagndstico de hiperaldos-
teronismo primario se realizaron también estudios.de
cateterizacidn de vena suprarrenal en fecha posterior

al estudio y antes de la exploraciﬁn quirurgica.



Supresidn con mineralocorticoides en enfermos con

hiperaldosteronismo secundario.

Se han estudiado 7 enfermos con hipertensidn acele-
rada e hiperaldosteronismo expontaneo establecido por
una tasa de secrecidn de aldosterona elevada, supri-
mible con administracidn de mineralocorticoides se-
gin los protocolos de Biglieri, actividad de renina
plasméticé elevada después de 8 horas en posicidn
depbubito y falta de respuesta al test de espinoro-

lactona.

Supresidn con 9-a FF

Se incluyeron cuatro enfermos en este grupo. E1
protocolo fué-iguai-al-seguide
fue el mismo que en el grupo de enfermos con. hiper-
aldosteronismo primario en supresién con 9-a Fluoro-

cortisol,

Supresidn con DOCA

Se incluyeron 3 énfermos en este grupo. El proto-
colo fué el mismo que en el de enfermcs con hiper-
aldosteronismo primario en supresién con DOCA. Los
eapecimenes para determinacidn de aldosterona plas-
mitica fueron obtenidos a las 10 A.M. después de dos

horas en posicidn erecta,
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b - Resultados

i - Resultados de supresidn con mineralocorticoides en

sujetos normales.

Fluorinef

Los resultados individuales de éupresic’m con 0.4 mgr.
de Fluorinef estin indicados en la Tabla (36 ), indi-
cidndose también el porcentaje de descenso de concentra-
cidén de aldosterona ﬁlasmética después de la supresidn.
La media de concentracidn de aldosterona periférica en
los especimenes control fué de 11.05 ng% y de los espe-
cimenes post-supresidn de 7.55 ng% siendo el porcentaje

medio un 71.77% del espécimen control.

DoCA

Los resultados individuales de supresidn con 20 mgr.
DOCA en sujetos normales est@n indicados en Tabla (37 ).
La media de concentracidn de aldosterona en especimenes
control fué de 18.88 ng% y en los especimenes post-
supresidn de 10.08 ng% siendo el porcentaje medio un

51.24% del control.

En la Tabla (38 ) esté@n indicados los resultados de
los dos controles en los que se prosiguid la supresidn
con DOCA 10 mg. cada 12 h. durante 3 dias indicé&ndose

los resultados individuales para cada dia de supresidn.

En figura (12 ) se ex?resa el efecto de supresidn de
aldosterona plasmitica en sujetos normales utilizando
DOCA (5 sujetos), 10 mgr. 1M cada 12 horas, 2 dosis o
9-o Fluorcortisol (4 sujetos) 0.1 mgr. via oral cada

6 horas, 4 dosis.
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Considerando el valor control como 100%, el valor medio*
post-supresién (+ E.E.) se expresa como porcentaje del

control.

Resultadas de supresidn con mineralocorticoides en enfer— .

s_con eral i u io.
Fluorinef

Los resultados individuales en los cuatro enfermos estu
diados estin representados en Tabla ( 39 ), donde también A
se incluyen los resultados del estudio de secrecidn de
aldosterona en 24 h, pre- y post-supresidn y también los
resultados individuales de actividad de renina plasméticat

antes y después de la maniobra de sppresidn,

DocA
Los resultados individuales de los tres enfermos estu-
diados esté&n indicados en Tabla ( 40 ) incluyendo también
los valores de secresidn de aldosterona en 24 h. control
y post-supresidn y también los resultados individuales de
actividad de renina plasmidtica antes y después de la
maniobra de supresién. En la figura ( 13 ) estén repre-
sentados los valores de supresidn obtenidos con 9aFF o
DOCA en los casos de hiperaldosteronismb secundario com-

pardndolos con los obtenidos en los casos primarios.

Resultados de supresidn con mineralocorticoides en en-

fermos con hiperaldosteronismo primario.

Los resultados individuales de los enfermos incluidos
en el grupo Fluorinef o en el gbuﬁo DOCA estén indicados '
en Tabla ( R}). En las tablas se incluye el diagnésticof
individual postoperatorio. En la enferma I.L. se encon-:
trd hiberblasia modular bilateral ademé&s de un adenoma ’

bien defluido en la suﬁrarrenal izquierda.
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En la Tabla ( 42) estdn indicados los resultados ob-
tenidos en el estudio de cateterizacidn bilateral de
vena suprarrenal en seis de los enfermos con hiperal-

dosteronismo primario.
En enferma E.L. este estudio no fué realizado.

En la Figura ( 14) se expresa la supresidn de niveles
de aldosterona en los siete enfermos con hiperaldoste-
ronismo primario y de los siete con secundario indican-

do la media de los grupos DOCA y 9« FF. N
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Postsupresidn
Presupresi&g 8 AM. Decubito % del control
240 Deeiblte, Db Fluominef pestsupr. y 4y, -
11,5 7,6 66,09%
11,4 ' 10,01 88,60%
7,1 6,3 88,73% 4
14,2 6,2 43,66%
= 11,05 7,55 X = 71,77%
1,46 0,88 10,77
2,93 1,76 21,55
TABLA 36

Supresidn de niveles plasmdticos de Aldosterona en
sujetos normales utilizando 0,umg. de 9-a-Fluorocortisol

via oral en 24 horas.
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% del control

Presupresidn 10 AM. Ambulat.
10 AM. Ambulat, 20 mg. DOCA. Postsupr. X 100
Aldo. ng,/100ml, Aldo. ng./100ml. Presupr.
M.G. 13,7 2,5 18,25%
A.G. 20,0 6,4 32,00%
R.Y. 21,7 12,5 57,60%
D.W. 23,0 17,3 75,22%
R.D. 16,0 11,7 73,13%
Media = 18,88 10,08 51,24%
E.E. 1,75 2,56 11,3
D.E. 3,9 5,73 25,26
TABLA 37

Supresidn de niveles plasméticos de Aldosterona en

sujetos normales utilizando Acetato de 11-Desoxi-

corticosterona (DOCA) 20 mg. via intramuscular en

24 horas.



Sanele

M.G. A.G.
ALDOSTERONA RENINA ALDOSTERONA RENINA
ng/10C ml, ng/100ml., ng/lOOml. ng/100ml.
Dia-0
Presupresidn 13,7 152 20,0 261
Dia-1
20 mg. DOCA 2,5 139 6,0 257
Dia-2
40 mg. DOCA 4,2 150 4,6 142
Dia-3
60 mg. DOCA 2,4 90 5,6 129
Dia-4 .
80 mg. DOCA 1,9 < 50 4,3 96
TABLA 38

Resultados en niveles plasméticos de Aldosterona y
renina de la administracidén de DOCA 20 mg./dia du-

rante cuatro dias en dos sujetos normales.
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Estudios de regulacidn de niveles plasmiticos de Aldos-

terona en pacientes anefricos.

Todos los enfermos incluidos en este estudio eran suje-
tos sometidos a nefrectomia bilateral como preparacidn
para transplante renal, y mantenidos en hemodialisis

crdnica.

El tiempo desde la primera dialisis y el estudio varid
entre 3 y 20 semanas y fueron sometidos a nefrectomia bi-

lateral entre 1 y 12 semanas previamente al estudio.

Los enfermos recibieron 1.5 mgr/Kgr de heparina en dos

dosis separadas por tres horas durante el tiempo de hemo-

. dialisis. Los enfermos fueron dializados tres veces por

semana.

En la Tabla (43 ) se indica la edad, sexo, duracidn de
hemodialisis y tiempo desde la nefrectomia bilateral indi-

.

vidualmente para cada enfermo.

Previamente se estudié un segundo grupo de 4 enfermos
anefricos mediante cateterizacidn de vena suprarrenal.
Los enfermos en este grupo fueron mantenidos también en
las mismas condiciones de hemodialisis crdnica y adminis-
tracidn intermitenterde heparina en la misma dosis que el
grupo primero. Este estudio de cateterizacidn fué hecho
antes de haber desarrollado el método de R.I.E. por lo que
los valores de aldosterona fueron determinidos por el mé-

todo de Tait.
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a - Protocolos Clinicos.

i - Estudio postural y deplecidn volumen.

Se estudiaron seis sujetos anefricos. Durante
hemodialisis la deplecidn de volumen se obtuvo
mediante ultrafiltranon durante hemodialisis.
Los enfermos fueron mantenidos en posicidn decu-
bito durante todo el estudio de deplecidn siendo

el tiempo méximo de hemodialisis de seis horas.

La conprobacién de la deplecidn de volumen se
realizd comparando el peso corporal antes y des-
pués de la dialisis siendo la diferencia el equi-

valente a la deplecidn de volumen.

Las pérdidas individuales de peso corporal estén
indicadas en Tabla (44 ) y variaron entre 1/2 y

3 lbs.

Especimenes de plasma periférico para la deter-
minacidn de concentracidén de aldosterona fueron
obtenidos enmediatamente antes de comenzar la
hemodialisis e inmediatamente después de finali- - -- -

zada ésta.

Los estudios posturales fueron realizados 1 a
4 dias después del estudio de deplecidn de volumen
y en todos los enfermos este estudio fué realizado

al dia siguiente de un periodo de hemodialisis.

Los enfermos fueron mantenidos en posicidn su-
pina desde 10 P.M. del dia anterior hasta las 8
A.M. del dia del estudio cuando se obtuvo un espé-

cimen de plasma periférico para la determinacidn
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de concentracién de aldosterona y actividad de renina
plasmitica.

Entonces los enfermos permanecieron en postura
erecta durante dos horas cuando se obtuvo otro espé-

cimen de plasma periférico.

Protocolo estudio de cateterizacidn vena adrenal y

estimulacidn.

Los estudios de cateterizacidn de vena suprarrenal
fueron realizados en cuatro enfermos realizando cate-
terizacibdn unilateral (izquierda) y midiendo concen-
tracidn de aldosterona en los especimenes de plasma
de vena adrenal. E1l protocolo de cateterizacidn e
infusién de ACTH o angiotensina han sido descritos
en la seccidn de métodos generales de los estudios

clinicos (pdg. 172).

Tres enfermos fueron estudiadecs mediante ectimulo
postural utilizando una tabla de balanceo durante el
estudio de cateterizacidn colocando la tabla en po-
sicidn de 45° durante 10 minutos cuando se obtuvo un
segundo espécimen. Se estﬁdiaron tres eﬁfermos me -~
diante infusidn de ACTH obteniéndose especimenes de
plasma de vena suprarrenal antes y después de la in-
fusidén. En un enfermo se estudid el efecto de infu-
sidén subpresora de angiotensina obteniéndose igual-

mente un espécimen antes y después de la infusidn.
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b - Resultados

i - Respuesta a deplecidn isonatremica de volumen.

Los resultados individuales estdn indicados en

Tabla (44 ).

La ultrafiltranon durante la hemodialisis resul-
td en una pérdida de peso corporal, equivalente a
la deplecidn aguda de volumen, variable entre 1/2
a 3 1lbs. pero no se observd ninguna elevacidn sig-
nificativa en los niveles plasmiticos de aldoste-
rona como respuesta a la deplecidn de volumen.
S6lo un enfermo (J.E.) tuvo una elevacidn de 1.u1

a 3.50 ng%.

La concentracidn de sodio en plasma periférico
se mantuvo constante y en tres de los enfermos la
concentracidén de potasio serico estaba significa-
tivamente elevada antes de la hemodialisis y los
valores volvieron a los limites normales al ter-

minar la dialisis.

Los niveles de aldosterona plasmitica permane-
cieron por debajo de los valores normales durante

todo el estudio.

En la figura (15 ) se representan los valores
individuales antes y después de la deplecidn

isonatremica de volumen.

ii - Respuesta al estimulo postural

Los resultados individuales estén indicados en

la Tabla (45 ). La actividad de renina plasmidtica
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fué detectada solamente en dos sujetos sin cambiar

de manera significativa con postura erecta.

En sujetos normales los valores obtenidos con
el radioinmunoensayo descrito en la primera parte
de este trabajo muestran un aumento de 200 a 506%
de concentracidn de aldosterona plasmidtica por
el estimulo de 2 horas en posicidn erecta. (Ver

pidgina (178).)

Como puede verse en la Tabla (45 ) en los suje-
tos anefricos no hubo ninguna elevacidn signifi-
cativa en la concentracidn plasmética de aldoste-
rona como respuesta al estimulo postural. La

mayor elevacidn es observada en el enfermo E.M.

- aunque por debajo de la elevacidn observada en su-

jetos normales control, (Ver bégina (178).)

En la figura (16 ) estln representadas las res-
puestas al cambio postural en los sujetos anefri—
cos compardndolas con la media de los cambios pro-
ducidos en nueve sujetos normales sometidos al

mismo estudio.

Resultados estudio cateterizacidn.

En la figura (17) estdn indicados los resultados
obtenidos en el estudio postural realizado en tres :
enfermos anefricos mediante la medida de concentra-

cidn de aldosterona en plasma de vena adrenal

izquierda,

Después de diez minutos en posicidn semierecta a .
45° los valores de aldosterona no cambian signific’

tivamente de los walores control. En un enfermo

R S
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ambos valores estaban por debajo de la sensibilidad

del método utilizado de Tait (<0.5 ug$).

Los resultados del estudio de estimulacidn con
ACTH en tres enfermos esté&n indicados en la figu-
ra (18). Los tres enfermos tuvieron un aumento
significativo en la concentracidn de aldosterona en

plasma de vena adrenal

Un enfermo fué estudiado con infusidn subpresora
de angiotensina. En esfe enfermo el valor basal
de aldosterona en rena adrenal era de 0.53 ugh.
Después de cinco minutos de infusién subpresora de
angiotensina la concentracidn de aldosterona aumen-

t4 a 1.21 wg%. (Fig. 19)
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Tiempo Duracidn
Nefrectomia Hemodialisis
Edad Sexo (Semanas) (Semanas)
J.E. 37 M 12 20
S.W. 24 F Y )
L.G, 30 M 1 3
E.M. 24 F 8 11
K.W. 28 M y 8
M.A. 25 M 1 9
T.S. 0 F ° 8 6
TABLA 43

Resumen de los siete sujetos anefricos estudiados.
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Discusidn de Resultados.

1 - Método de determinacién de la concentracidn de aldosterona

en plasma periférico por radioinmunoensayo.

En el desarrollo del radioinmunoensayo hemos estudiado -
las propiedades de dos tipos de antisuero obtenidos, anti-
aldosterona y antialdosterona-lactona. El1 antisuero anti-
aldosterona-lactona fué preparado creyendo que la lacto-
mizacidn de la molecula de aldosterona daria una mayor
especificidad a los anticuerpos y que ademds en el pro-
ceso de purificacidn de la aldosterona se evitaria su
degradacidén al manipular una molecula mis estable como

es el derivado lactdnico.

Como puede decducirse de los resultados de los estudios
de eppecificidad, los dos anticuerpos son comparables res-
pecto a la identificacién de aldosterona o aldosterona-
lactona respectivamente. Por otra parte la manipulacidén
de aldosterona no lactonizada no produce degradacidn de
la molecula si se siguen las condiciones de trabajo que
hemos indicado utilizando disoluciones acuosas de etanol
para evitar la formacidn de hemiacetal y conservando las
disoluciones a - 4° durante su almacenamiento. Como
ya hemos indicado anteriormente, el protocolo inicial pro-
yectado consistia en la utilizacidn del antisuero anti-
lactona con lo cual el método era excesivamente laborioso
ya que era necesario realizar una crometografia previa a
la lactonizacidn de la molecula de aldosterona. La oxida-
cidén por otra parte, debia realizarse en un periodo de doce

horas teniendo ademds que realizar~ en una etapa posterior
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y previa al radioinmunoensayo una nueva purificaciér con
una segunda cromatografia. Ademds con este método obtu-
vimos blancos elevados del orden de 30-4%0 pg. debidos
probablemente a interferencia de restos del agente oxi-
dante que eran muy dificil de eliminar. Estos inconve-~
nientes, junto con el hallazgo de una similar especifi-
cidad del antisuero antialdosterona, nos llevd al desa-
rrollo de un método utilizando este antisuero siendo el
resultado final del estudio el protocolo definitivo des-

crito.

En el estudio de las métodos de purificacida hemos de-
finido las condiciones dptimas de extraccidn con CH2C17

y de particidn comparando distintos métodos.

La simplicidad del método definitivo de extraccién y
particidn hace el método Gtil para el proceso de multip-

les especimenes simultaneamente.

Creemos que una de las caracteristicas mis interesante
de nuestro método consiste en el desarrollc de un sis-
tema {inico de cromatografia en capa fina que permite la

separacidn de aldosterona de otros esteroides. -

La dificultad de dicha separacidn en un solo sistema de
capa fina es evidente en vista de que se ensayaron 54 sis-
temas antes de desarrollar el difinitivo. No hemos in-
cluido en la parte experimental la descripcidn y los re-
sultados obtenidos con estos sistemas. Todos ellos esta-
ban basados en soporte de Celite y propilenglicol, Tolueno,
diclorometano, etilenoglicol, acetona, éter y benceno en
distintas concentraciones y proporciones con distintas

preinpregnaciones de la placa cromatogréfica.



El sistema cromatogréfico ideado es muy rdpido pues se
completa en 90 minutos lo cual es una ventaja significa-
tiva con los sistemas cromatogrdficos en papel mucho mis

lentos y laboriosos.

La elucidn del esteroide previa al radioinmuncensayo
utilizando microcolumnas es muy rdpida pues bastan apro-

ximadamente unos cinco minutos para cada espécimen.

El sistema de separacidn de las fracciones libre y uni-
da es muy simple y la introduccidn en los cdlculos finales
del factor corrector para la fraccidén libre no adsorbida

en el carbdén activado aumenta la precisidn del método.

El antisuero utilizado es de una gran especifidad y de
titulo elevado. Estas dos caracteristicas han sido aumen-
tadas favorablemente mediante la adicidn de proteina iner-
te a la dilucidn de antisuvero, permitiendo el uso de dilu-
ciones 1:400.000 lo cual permite la utilizacidn de pequefias

cantidades de antisuero para un elevado nimero de medidas.

Aunque existe cierta reaccidn cruzada del antisuero con
otros esteroides, el proceso de separacidn de la Aldecsterona
hace que este hecho no tenga conse%uencias. La especifici-
dad del método viene indicada por los valores encontrados en
los blancos reactivo, blancos de plasma pre extractado y blian-
cos de plasma adrenalectomizado, todos ellos en el mismo bajo
nivel de 2 a § pg. Para conseguir estos valores tan bajos
de blanco, es necesario seguir las precauciones en el ma-
nejo y limpieza del material que hemos indicado en la des-

cripeidn experimental. Una precaucidn adicional en la

evitacidn de contaminacidn extrafia en caso de obtener



blancos elevados consiste en lavado con diclorometano del

material de vidrio utilizado justo antes de su uso.

La comparacidén del método con los hasta ahora existentes
de dilucidn doble  isotdpica resalta las ventajas del
radioinmunoensayo pues su sencillez permite multiples
determinaciones simultaneas. Con el método de radioinmuno
ensayo descrito puede determinarse simultaneamente unos
catorce especimenes por una sola persona lo cual es abso-
lutamente imposible con cualquiera de los métodos doble

isotdpicos.

Ademds en los métodos deble isotdpicos los blancos son
mucho mids elevados que los obtenidos con el radioinmuno-

ensayo debido a una mayor inespecificidad.

Por otra parte y deﬁido a las multiples cromatograffas
necesarias en los métodos doble isotdpicos, las pérdidas
de aldosterona son mucho mayores, recobrando al final del-
procedimiento un 30-35% de la aldosterona inicial miéntral
que con nuestro radioinmunoensayo la aldosterona recobrad:
es un 86% de la cantidad inicial. Aunque en ambos método:
se corrigen las pérdidas, cuanto menores sean estas, mayor

serd la exactitud de los cdlculos finales.

Como ya hemos indicado en la introduccidén a los métodos.

de medicidn de aldosterona, las técnicas de cromatografia

de gases incluso con detector de captura de electrones,

no son suficientemente especificas ni sensibles como par
la determinacidn de las mismas concentraciones de aldos-
terona en plasma periférico, lo cual viene indicado por

los multiples intentos realizados para la determinacidn
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por este método ( 146-147-148 ). y con los cuales sdlo
se ha logrado determinar de una manera prictica concen-
traciones muy por encima de las plasmiticas y sdlo apli-
cables a las determinaciones de aldostercna in vitrd en

medios de incubacidn.de suprarrenales (146 ).

Solamente Nicolis ha descrito un método de determinacidn
de aldosterona periférica por cromatografia de gases con
deteccidn de captura de electrones (144 ) en el que, de-
bido a la inespecifidad del detector de captura, es ne-.-
cesario realizar, después de una extraccidn y particién,
la lactonizacidn de la meclécula, cromatografia, formacidn
de un heptafluorobutirato, v una segunda cromatografia
antes de realizar la cromatografia en fase gaseosa. Todo
ello conduce a un 34% de aldosterona recobrada y a unos
blancos elevados que hace el método inferior a los doble

isotépicos compitiendo en complicacién con estos.
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Comparacidn con valores normales determinados con técnicas

de doble dilucidn isotdpica.

Como ya se ha indicado antes, el Gnico método utilizado
en la determinacidén sistemdtica de aldosterona plasmética
hasta ahora, han sido las técnicas de doble dilucidn iso-
tdpica.

Simulténeamente al desarrollo del presente método de
radioinmunoensayo, en otros dos laboratorios se han desa-
rrollado otras técnicas de radioinmunoensayo para la de-

terminacién de aldosterona.

En la Tabla (46 ), se comparan los valores basales cb-
tenidos con técnicas de dilucidn isotdpica y los valores
obtenidos con el método de radioinmunoensayo descrito en

este trabajo.

Fraser y James ( 259 ), encuentran por su mé&todoc doble
isotdépico unos valores normales de 5 - 17 ng%, en suje-
tos sin control de dieta y en especimenes obtenidos a
distintos tiempos no especificados, a lo largo del diez.
Tampoco especifica la posicidn en que fueron obtenidos

los especimenes.

Describen los valores obtenidos por el mismo método
en pacientes con el sindrome de hiperaldosteronismo pri-

mario, siendo estos de 11-145 ng$%.

Coghlan y Scoggins (1967) segiin su método doble iso-
tépico (154), obtienen en sujetos normales en decubito
y en dieta de 80-120 MEq Na/dia, un valor medio de

5.8 ng% + 45 D.E. + 0.9 E.E.

Nowaczrndky, Silah y Genest (260), también con una
técnica doble isotdpica, obtienen unos valores normales

de 2-18 ngh.
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Brodie y Tait (153) con su método de doble dilucidn. isc-
tépica, basado como los anteriores en el uso de‘H3 -anhid-
rido acético como reagente marcados, obtienen en sujetos
no sometidos a dieta especifica y en posicidn sentada, una

media de 6.96 *+ 4.05 D.E. + 1.35 E.E.

Wolf et al. (261) han descrito un método doble isotdpico
similar, aunque utilizando C1l+ anhidrido acético y descri-
ben unos valores normales de 7-59 ng%, con un valor medio

de 22 ng%.

Bayarel et al. (262), utilizando un método doble isoté-
pico similar a los descritos por Brodie et al. y Coghlan
et al., obtiene en normales, en posicidn erecta, unos

valores de 5.8 - 17-0 ng%, con un valor medio de 11.5.

O0tro procedimiento hasta ahora utilizado para la medi-
cidén de aldosterona en plasma periférico, ha sido el c&l-
culo indirecto de su concentracidn, a partir de la medi-

cién de la secrecién en 24 h. y el aclaramiento metabdlico.

Con este procedimiento indirecto, Peterson et al. (151)
obtienen unos valores normales de 2-15 ng%, Tait et al.
(150) de 3-15 ng%, Kono et al. (263) de 6-9 ng% y Vecsey

et al. (264) de 3.5 - 12.2 ng%.

En la Tabla (46 ) se expresan estos resultados, compa-
rédndolos con los obtenidos con el método de radioinmuno-
ensayo descrito. La mayoria de los autores no describen
la metedologia utilizada en la obtencidn de estos valores
en sujetos normales, por lo que se explican algunas de las
discrepancias y amplios mirgenes, ya que como hemos visto
hasta ahora y como se describird a contirueeidn, los nive-
les de aldosterona plasmdtica estédn sometidos a gran varia-

bilidad, segln el grado de estimulo del sistema renina-
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angiotensina y ademfs, existe una posible variacidn diurna,
por lo cual los valores sdlo son comparables cuando son ob-
tenidos en situacidn postural y tiempo bioldgico semejantes.
Aln a pesar de las distintas condiciones, puede comprobarse
que los resultados obtenidos con el método de radioinmuno-
ensayo son similares a los hasta ahora encontrados con los
métodos directos de doble dilucidn isotdpica, o los calcu-
lados indirectamente a partir de la tasa de secrecidn y

aclaramiento metabdlico.

Simultaneamente al desarrollo de nuestro métodqg se ha lo-
grado en otros dos laboratorios la medicidn de aldosterona
plasmética mediante radioinmunoensayo. Estos dos mé€todos
sbn los dé D. Mayes et al, (265) y F. Bayard et al. (266).
Mayes utiliza un antisuero obtenido en conejo por medio de
un conjugado de aldosterona alimina y Bayard obtiene el

antisuero también de conejo de manera similar.

Comparando estos dos métodos con el desarrollado simul-
taneamente por nosotros, los resultados del método indi-
can que la especificidad del mé&todo descrito por nosotros
es muy superior a la del mdtodo de Bayard que obtiene unos
blancos reagente y de plasma de adrenalectomizado muy su-
periores a los obtenidos por nosotros, siendo el coeficiente :
de variacidn en analisis repetidos - del mismo plasma tam-

bién superior al de nuestro método.

La especificidad del método descrito por Bayard es simi-
lar a la obtenida por nosotros con unos blancos reagente
ligeramente inferiores, pero con blancos de plasma adre-

nalectomizado superiores a los obténidos por nosotros.

Las pérdidas medias de aldosterona durante el procedi-

miento son en ambos métodos superiores - las del nuestro ¢
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ya que en el de Bayard la aldosterona recobrada es un
66.3% y'en el de Mayes 77.0%, mientras qQue en el nuestro

es 85.81%.

Donde creemos que existe una mayor ventaja de nuestro
método sobre los otros dos, es en la simplicidad y rapi-
dez metadoldgica, cualidades que destacan a todo radio-
inmunoensayo frente a otros posibles métodos analiticos.

" _El. método de Bayard et al. que ya hemos visto, es
de especificidad y precisidn inferior al descrito por_
nosotros, se utiliza para la purificaciédn de aldosterona
un sistema cromatogrifico en papel que ademds de ser més
lento y tecnicamente laborioso que la cromatografia en
capa fina utilizada en nuestro método, produce elevados
blancos reagente como se indica en su descripcidn del

método.

E1l método descrito por Mayes es el inico con precisién
y especificidad comparable al nuestro, aunque con el in-
conveniente de utilizar una cromatografia en columna de
silica gel, una cfomatografia en papel y por Qltimo y
para eliminar la posible contaminacidn del papel cromato-
gridfico, es necesario realizar otra cromatografia en co-
lumna de silica gel. Es pues evidente la simplificacidn
que supone una cromatografia en capa fina frente a dos

cromatografias en columna y una en papel.



METODOS DOBLE DILUCION ISOTOPICA

Fraser (1967) dieta libre

Coghlan (1967) 18-120 mEq Na

Decubito
Nowaczrnsky (1966)
Brodie (1967) dieta libre Decubito
Wolf (1963)

Bayard (1970) Erecto

2 - 18 ng%

228"

5.8 ng + k.5 J.E.

2 - 18 ng%

6.96 * 4.05 DE.

7 - 59 ng%

5.8 - 17 ng%

CALCULO INDIRECTO (Secrecidn - Aclaramiento)

Peterson (196%)

Tait (1961)

Balikian (1968) Decubito
Erecto

Kono (1964)

Vecsey (1989)

Método RIE descrito Decubito

Erecto

cr .
Variaéon media total

TABLA 46

2 - 15 ng%
3 - 15 ng%
2.6 ng%

25 ngt

6 -~ 9 ng%

4.5 - 10.5 m.

8.5 - 33.0 m.

7.8 - 20.7

7.6

20.7
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2 - Niveles plasmiticos de Aldosterona en sujetos ncrmales.

Cambio postural, sobrecarga v deplecidn salina, varia-

¢idn diurna.

Cambio postural en sujetos normales.

En las condiciones de nuestrc estudio hemos cbtenido
mediante el estimulo postural de dos horas en pcsicién
erecta, una media de 303% de elevacidn sobre los valo-

res control en posicidn supina.

Es evidente en vista de estos resultados que los cam-
bios posturales producen marcado aumento en la concen-
tracidn periférica de aldosterona. Este grado de ele-
vacidén en los niveles de aldosterona esté de acuerdo
con las elevaciones de 200 - 300% descritos por Wolff
(261). La metodologia utilizada por Wolff es similavr
a la nuestra efectuando el estimulo postural de marera
ambulatoria, al contrario que Balikian et al. (212) gque
describen elevaciones mayores mediante el estimulo pos-
tural, pero realizando las medicdas de aldosterona peri-
férico mediante el estudio del aclaramiento de aldcste-
rona necesitando para ello una infusién centirua por lo
que los sujetos estudiados tenian que permanecer en Die
inmovilizados no siéndoles permitido sentarse como en
nuestro protocolo. Estas diferencias metodolégicas pue-

den explicar el mayor aumento observado por Balikian.

En nuestro trabajo hemos confirmado las observaciones
de Balikian (212), Wolff (261) y Cohen (200), indicando
un aumento en la produccidn de aldosterona con el cornsi-

guiente aumento en su concentracidn plasmitica ante el
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estimulo postural,

En nuestro estudio hemos utilizado el estimulo postural
en la manera més fisioldgica, es decir de manera ambula-
toria, permaneciendo los sujetos control tanto sentados
como en pie, consideréndose este estimulo como suficiente
ya que produce mds de un 300% de aumento. Los niveles
control en posicidn supina estédn de acuerdo con los va-
lores publicados anteriormente y determinados por métodos
doble isotdpicos, asi como con los resultados obtenidos
simultaneamente a los nuestros en otros dos laboratorios
por medio de radioinmunoensayo, como ya hemos comentado

en la discusidn de resultados del método.

Que el aumento de los niveles de aldosterona plasmitica
ante el estimulo postural es debido a un aumento de te-
crecidn, ha sido demostrado por Balikian (212) guien,
midiendo cambios de secrecidn y aclaramiento metabdélico
de aldosterona con cambios posturales, concluye que 1los

cambios en aclaramiento son minimos.

El mecanismo de este aumento de produccidn es mediado
por el sistema Renina-Angiotensina segln la demostrado
Cohen (200) indicando actividad de renina y excrecidn de

aldosterona en sujetos sometidos al estimulo postural.

Bayard (267) recientemente ha publicado los resultados
obtenidos en un grupo de sujetos normales sometidos a
dieta alta o baja en sodio y la elevacidn de niveles de
aldosterona periférica ante el estimulo postural es de
un 200% en sujetos con deplecidn salina y 281% en los

mismos voluntarios sometidos a sobrecarga salina.
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Estudio de variacidn diurna-

En este estudio hemos querido analizar las posibles
variaciones diurnas en la concentracidn plasmética de
aldosterona en sujetos normales sometidos a régimen
ambulatorio, Este estudio fue realizado con el fin
de aplicar sus resultados al desarrollo del test de
supresidn con mineralocorticoides para averiguar si
los especimenes controles necesitaban ser obtenidos
a un tiempo determinado o la estabilidad de los ni-
veles de aldosterona en régimen ambulatorio permitian
su obtencibén en - ‘dicho régimen ' independientemente

del tiempo.

Nuestros resultados indican un nivel medio mds ele-
vado de aldosterona a las 2 horas de permanecer en ré-
gimen ambulatorio con sucesivas elevaciones y disminu-
cioﬁes que dan como resultado el nivel medio mds bajo
de los obtenidos en régimen ambulatorio a las 12 del -
mediodia después de 4 horas en régimen ambulatorio,
aungue el nivel medio menor es el obtenido a las 8 A.M.
después de 8 horas en posicidn decubito. Después de
mediodia encontramos una nueva elevacidn en los niveles
de aldosterona hasta la iltima medida obtenida a las
g P,M. Los ﬁocos estudios sébre ritmo circadiano
de aldosterona publicados hasta ahora, han sido realizados
mediante estudios urinarios fraccionados de excrecidn

de aldosterona por lo que son de difiecil comparacidn.

En general concuerdan en el hecho de que en sujetos
normales la excrecidn de aldosterocna es mayor durante
el dia, particularmente en la primera parte del dja.

(241-242-243-244-245)
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De nuestro estudio no podemos extraer ninguna conclusidn
definida ya que no hemos realizado un suficientemente ni-
mero de mediciones y por otra parte, el régimen ambulatoc-
rio y la falta de otros parédmetros no nos permite concluir
afirmativa o negativamente sobre la existencia de un ritro
circadiano, lo cual por otra parte cuedaba fuera de
nuestro propésito. De todas formas, de nuestros resulta-
dos parece deducirse que el estimulo postural es mé&s efcc-
tivo en la mafiana con una elevacidn mé&s acusada entre ios

especimenes 8 A.M. y 10 A.M, Este resultado coincide con

las observaciones de Gordon (246) quien midiendo activi
de renina plasmidtica comprueba que el cambio postural en
la mafiana tiene un mayor efecto sobre la elevecidn en la
actividad de renina que en la tarde. Analizando sus rs-
sultados concluye que el hipotético mecanismo del ritmo
circadiano de la produccidn de renina actuaria sinergis-
ticamente con el estimulo postural por la mafiana, siendc

antagonista por la tarde.

Wolfe (245), estudiando excreciones fraccicnadas de al-~
dosterona, concluye que el mecanismo responsable de una
posible variacidn diurna en la secrecién de aldosterora,

seria el efecto postural que seria mediado per el sist

renina angiotensina y que, al agotarse en el transcurso del
dia, originaria este descensoc en la produccidn de zlloste-
rona. Los resultados de nuestro estudio no son ccomparables
ya que no hemos suprimido otros factores estimuladorass como
ACTH ni hemos comparado la situacidn ambulatoria con pos-
tura decubito durante el mismo periodo de tiempo, auncue

la elevacidn observada por nosotros en 1los niveles deter-
minadas a las 8 P.M. noé coinciden con el descenso en excre-
cidn que Wolfe observa a esta misma hora, también en rédgi-

men ambulatorio.
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En resumen, el estudio realizado no permite concluir
sobre una real variacidn diurna en los niveles plasmiti-
cos de aldosterona aunque parece indicar que el estimulo
postural es limitado en el tiempo con mdxima elevacién
de los niveles de aldosterona en las primeras horas de

la mafiana, una vez adaptada la postura erecta.

Las diferencias observadas durante el dia en los nive-
les de aldosterona obligan a realizar cualquier ecstudio
comparativo al mismo tiempo y con estimulo postural seme-

jante.

Por otra parte, muy recientemente A. Michelakis y R.
Horton (288) han publicado un estudio realizado en suje-
tos normales en el que, midiendo niveles plasméticos de
Aldosterona por un método doble isotdpico, manteniendo a
los sujétos en posicidn supina las 24 horas, encontraron
niveles mdximos de Aldosterona a las 6 A.M. y 12 P.M.,
siendo los valcres a las 12 mediodia y 6 P.M. la mitad
de los otros dos valores. Estos resultados concuerdan
con los nuestros, indicando un progresivo descenso a lo

de

-t

largo.del dia con una nueva elevacibn hacia el fina

las 24 horas indépendientemente del estimulo postural.



Sobrecarga v deplecidn salina.

Nuestros estudiocs en sujetos normales indican que la
concentracidén de aldosterona plasmitica estd en relacidn

con la ingestidén de ClNa.

La sobrecarga salina producida mediante dieta elevada

o

en sodio, deprime los niveles de aldosterona en un 38
del valor control, mientras que la deplecidn salina pro-
duce un aumento en la concentracién de aldosterona plas-

matica de un 545% del valor control.

Los cambios en la concentracidén de aldosterona plasma-
tica fueron mé&s consistentes que los cambios en activi-
dad de renina plasmdtica aunque existe concordancia ge-
reral en dichecs cambios. En el control R.S. se produjol
una elevacidn de los niveles de aldosterona en el dia §
del experimento, con posterior descenso aunque el valor
obtenido en el dia de mdxima deplecidn fue un 283% del
valor control., Este aumento en el comienzo de la depie—
cidén salina se acompafid de un aumento en los niveles de
renina por lo que suponemos fue debido a un artefacto
metodoldgico, La falta de correlacidn exacta entre ni-
veles de aldosterona plasmética y actividad de renina en
situaciones de deplecién y sobrecarga salina ha sido in-
dicada recientemente por Bayard (267). Champlain (268)
y Bayard (267) han indicado una supresidn total de acti-
vidad de renina mediante sobrecarga sédica aunque 2os
métodos que utilizan para la determinacidn de actividad
de renina son de poca sensibilidad. En elvestudio de
Bayard, aunque su método no le permite detectar niveles

de actividacd de renina por debajo de 200 ng/100ml.,

23
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encuentra una respuesta postural en los niveles de aldos-
terona en controles con sobrecarga salina. Por otra parte,
Cohen (200) indica que los niveles de renina no estén to-

talmente suprimidos por una ingesta elevada de sodio.

J. Best (205) ha publicado recientemente un estudio si-
milar al realizado por nosotros, produciendo deplecidn
salina mediante dieta pobre en sodio y viendo el efecto
producido sobre angiotensina II y aldosterona plasmética
determinada por un método de dilucidn doble isotdpica.
En este estudio encuentra una elevacidn a los niveles
plasmiticos de aldosterona de un 308% del valor control
después de S dias en una dieta de 10 mEq Na y no encuen-
tra ningln cambio significativo en los niveles de angio-
" tensina II. Similarmente a estos resultados, nosotros
hemos éncontrado una disparidad entre los niveles de ac-
tividad plasmética de renina y aldosterona aunque noso-
tros si hemos encontrado un aumento en niveles de ren}na

ante el estimulc de deplecidn sddica lo cual correspon-

deria a un aumento similar en los niveles de angiotensina II.

Aurentos en niveles de angiotensina II han sido demo-
strados anteriormente como respuesta a la deplecidn salina
aunque en estos trabajos se han utilizado diureticos ade-
més de restriccién sédica (269-270-271 ). Nuestros resul-
tados junto con los de Best y Bayard indicarian una falta
de relacidén primaria del sistema renina-angiotensina como
el estimulo fisioldgico en el estimulo de aldosterona a
la restriccidn sbdica aunque la disociacidn observada por
nosotros no es tan marcada como la encontrada por Best

midiendo directamente angiotensina II.
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Los resultados de nuestro estudio postural asi como lc
del estucdio de sobrecarga v deplecidn salina constituyen

>

en su conjunto una comprobacidn final de nuestro métcdc 4
radioinmunoensayo al demostrar mediante dicho m&todo cam
bios en los niveles de aldostercna ante distintos estimu-

los en concordancia con los obtenidos por otros métedos.



3 - Supresidn con Fluorinef y DOCA en sujetos normales,-

hiperaldosteronismo primario y secundario.

En el estudio realizado en sujetos normales, en todos
ellos se demostraron niveles de aldosterona periférica
menores que los valores control después de un dia de su-
presidn con 9-a Fluorocorticos a Desoxicorticosterona,
aunque el grupo tratado con DOCA mostrd un grado de su-
presidn significativamente mayor. Como puede verse en
la figura (12 ), la media de los valores post-DOCA fue-
ron de un 51.24% de la media control, mientras que la
supresidn media bbtenida con Fluorinef fue de 72% del
valor control. Hay que indicar que en el grupo tratado
con Fluorinef los especimenes fueron obtenidos a las
8 A.M. después de 8 horas en posicidn decubito, este
protocolo fue modificado en los sujetos tratados con
DOCA, obteniendo los especimenes a las 10 A.M. después
de dos horas en postura erecza en régimen ambulatorio
(en pie y sentado) con objeto de poder utilizar el test

en enfermos ambulatorios.

En la Tabla (38 ) se expresaron los resultados obteni-
dos en dos controles en los que se prosiguid la supresidn
con DOCA durante cuatro dias con un total de 80 mgr. de
DOCA, evidencidndose una progresiva supresidn de los ni-
veles de aldosterona aunque la supresidn encontrada des-
pués de un dia de supresién es satisfactoria. En estos
dos controles se midierOn niveles de actividad de renina
plasmdtica encontridndose una progresiva supresién en re-
lacidn con la supresidn de aldosterona de acuerdo con la

hipotesis de que la supresidn en la secrecidn de aldoste-
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rona producida por mineralocorticoides seria debido a
una supresidn de renina a causa de la expansidn de vo-
lumen intravascular y por tanto a una generacidén dismi-

nuida de angiotensina.

En los enfermos con hiperaldosteronismo secundario
estudiados, se comprobd también supresidn de los nive-
les de aldosterona tanto con Fluorinef como con DOCA,
siendo también superior el efecto supresor de DOCA que

el de Fluorinef,

Con DOCA se obtuvieron unos valores post supresidn de
un 38% del valor control, mientras que con Fluorinef
los valores fueron de un 61% del control. Comparando
los grupos normales e hiperaldosteronismo secundario se
compruete que el grado de supresidn en el {iltimo grupo
es ligeramente superior al mrimaro para cada mineralo-
corticoide, indicando una mis facil supresibilidad en ca-
sos de hiperaldosteronismo secundaric. En el grupo se-
cundario se observa una correlacidn entre lcs niveles
plasmdticos de aldosterona y los valores de secrecidn
en 24 horas, observdndose un descenso en estos después
de la maniobra de supresidn, con la excepcidn del paciente
S.P., en que el valor presupresidn de la secrecidn en 24
horas fue de 190 ug y el posf supresién de 200 ug, vién-
dose en cambio un descenso en los niveles plasmiticos de
49.1 ng/100ml, a 15.3 ng/10Cml. Este discordancia apa-
rente quizds sea debida a que en el estudio de secrecidén
control, el tritio recobrado en la orina de 24 horas fue
sblo un 30%, considerdndose un 60-70% el minimo para con-
siderar la medida precisa y por lo tanto el valor real de

L3

secrecidn control es factible que fuese bastante més ele- |
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vado que el obtenido de 190 ug/2h4h.

En los enfermos con hiperaldosteronismo primario estu-
diados, al contrario que en los otros dos grupos, no se
aprecid supresidén significativa en los niveles plasmdti-
cos de aldosterona, con excepcidn de la enferma F.G. que
mostrd una supresidn normal con Fluorinef. Esta enferma
mostrd también supresidn en el estudio de secrecidn en
24 horas a pesar de haberse observado una actividad de
renina suprimida antes y después de la supresidn. En
vista de los resultados en el estudio de cateterizaciég
que indiéaba aumento de aldosterona en la vena supra-
rrenal izquierda fﬁe operada extirpdndosele la glédndula
suprarrenal izquierda donde existia un adenoma solitario.

En la actualidad la enferma es normotensa.

El hallazgo de valores normales de aldosterona plas-
mética en enfermos con hiperaldosteronismo primario, ha
sido encontrado previamente a este estudio por Brown 5185)
en 6 enfermos con hiperaldosteronismo primario, compro-
bado quirurgicamente. Brown, utilizando un método doble
isotdpico para la determinacién de aldosterona plasmitica,.
ha indicado como puede variar considerablemente en estos
enfermos como también ha subrayado las fluctuaciones
esponténeas en la produccidn de aldosterona por estos

Tumores.

Esta peculiaridad es la que hace afin mds eficaz la mani-
obbra de supresidn en el diagndstico de hiperaldosteronismo
primario, pues por otra parte alin en el caso de hiperal-
dosteronemia, su simple determinacidn no permite separar

las formas primarias y secundarias.

Los resultados obtenidos en el grupo de hiperaldostero-

nismo primario sugieren que la falta de supresidn es mis



evidente en los niveles plasmiticos que en la medida de
secrecidén en 24 horas, evidenciando quizds las dificul-
tades técnicas en estos estudios que ya hemos indicado

antes.

La correlacidn entre los niveles de renina y aldoste-

rona en los especimenes pre y post subresidn existe tam-

bién en el grupo secundario, siendo los niveles de reni
na en el segundo espécimen menores que en el primero,
aunque en algunos casos no se observa una disminucidn
correlativa con el descenso en los niveles de aldoste-

rona.

En el grupo secundario, igual que en el grupo de con-
troles, DCCA produjo una supresidn més eficaz cue Flucrir:?
en los niveles de aldosterona., En la figura (1% ) =se
expresa graficamente la supresidn obtenida en cada ur:ic
de los grupos de hiperaldosteronismo secundario y pri-
mero. En la figura (13 ) se compara el efecto de DOCA
o Fluorinef en los niveles plasméticos de aldosterona
en enfermos con hiperaldosteronismo primario o secun-—

dario,

Nuestros resultados de supresidn en los niveles plas-
méticos de aldosterona son similares allos cbtenidos
por Biglieri midiendo excrecidn urinaria de aldostercna
o secrecidn en 24 horas. Utilizando DOCA ( 188) o Fluo-
rinef ( 272 ), encuentra supresidn de la produccidn de
aldosterona en sujetos normales e hiperaldosteroconismcs

secundarios sin observar supresidn en los casos primarios.

Biglieri encuentra un mejor efecto supresor con DOCA
que con Fluorinef, lo cual coincide con nuestros resulta-

dos.
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Es evidente la ventaja de nuestra modificacidn del test
de Biglieri ya que en éste,ya se trate de DOCA o Fluori-
nef, el estudio necesita un minimo de cuatro dias, uno pa-
ra el estudio control en orina de 24 horas y otros tres
para la administracidn del mineralocorticoide (DOCA 20 mgr.
dia x 3 o Fluorinef 0.4 mgr. dia x 3), ademds de la nece-
saria hospitalizacidn para el estudio secretorio, mientras
qQue nuestros resultados indican que un solo dia de admini-
stracidn de mineralocorticoide es suficiente para producir
un descenso marcado en los niveles periféricos de aldoste-
rona en sujetos normales y en hiperaldosteronismos secun-
dario, distinguiendo estos de los casos primarios. Siendo
la administracidn de DOCA en sujetos ambulatorios ia mani-
obra méds eficaz, esta maniobra puede ser utilizada de una
manera eficaz en enfermos hipertensivos en régimer. ambula-
torio. En cualquier enfermo en que se sospeche hiparal-
dosteronismo primario se puede realizar la maniobra das-
crita con la simple obtencidn de dos especimenes de san-

gre periférica sin necesidad de hospitalizacidn.

La no supresidn de los niveles. de aldosterona periférica
con 20 mgr., de DOCA indicaria un alto indice de sospecha
del diagndstico de hiperaldosteronismo primario, seleccio-

. . e . .
nande asi los casos que necesiten procedimientos diagnés-
ticos mds complicados, como cateterizacidn de vena supra-

rrenal.

La maniobra descrita no distingue los casos de hiperal-
dosteronismo primario producidos por adenoma o hiperplasia

nodular, al igual que en el test original de Biglieri (272).

Hasta ahora el {nico medio diagndstico capaz de distin-

guir las dos entidades ha sido el estudio de los niveles
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de aldosterona en plasma de vena suprarrenal evidenciando

discrepancia entre ambos lados. N

Recientemente Ferriss (273) ha publicado un analisis re-
trospectivo en 34 casos de hiperaldosteronismo primario en
los cuales, mediante un analisis multidimensional de ocho
variables (concentraciones plasmaticss de aldosterona, re-

nina, sodio, potasio y CO presidn arterial sistdlica,

2)
presién arterial diastélica y edad), consigue separar los

casos de adenoma e hiperplasia.

Ferriss (273 ) y Brown (185 ), utilizando un método do-
ble Isotdpico, encuentran una media de niveles plasméticos
de aldostercna mds elevada en casos de adenoma que de hi-
perplasia, aungque utilizando la media de repetidas obser-
'vacicnes ya que indican la gran variabilidad de dichos ni-
veles en estos enfermos en distintas observaciores ante
condiciones similares con observaciones intermitentes de
normo aldosteronemia como y& hemos comentado y esto seria
la causa de que en la observacidn control {nica en los en-
fermcs estudiados por nosotros, no encontremcs esta dife-

rencia.

La {nica maniobra diagndstica hasta ahora descrita com-
parable a la nuestra seria la descrita recientemente por
Kem (274%), que utiliza la suprecidn de niveles plasmé&ti-
cos de aldosterona mediante la administracidn de 2 litros
de suero salino isoténice, obteniendo resultados simila-
res a los nuestros al suprimir los niveles plasmiticos de

aldosterona en casos de hiperaldosteronismo secundario no

suprimiéndose en casos primarios.

Es nuestra opinidn que la administracidn del suero sali-

no en un periodo de cuatro horas hace esta maniobra de ;
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utilizacidn més dificil que la nuestra en régimen ambula-

torio.

Es interesante destacar el hallazgo anatomopatoldgico en
la enferma I.Z. en que se encontrd hiperplasia bilateral
més un adenoma bien definido en la suprarrenal izquierda
similar a los casos descritos por George (17). En este
enfermo se planted la posibilidad de un caso que podria
incluirse en el hipotético grupo denominado hiperaldoste-
ronismo terciario, en que un estimulo continuo produciria
hiperplasia de la glomerulosa y con la persistencia del
estimulo ur adenoma autdnomo. En esta enferma la historia
no indicaba nada que hiciese pensar en dicho mecanismo fi-
siopatoldgicc ya que sus Gnicos antecedentes fueron el co-
mienzo de hipertensibén cinco afios antes de la intervencidn
quir@irgica, con la aparicidn de hipokaliemia esponténea
diez meses antes de los estudios diagndsticos. Actualmente
la enferma es normotensa y es tratada Gnicamente con tera-

pia supletoria suprarrenal.

Los resultados del estudio de niveles de aldosterona en
plasma de vena suprarrenal concuerdan con el valor diagnds-
tice y de localizacidn indicado por Melby (141) ya que los
casos de adenoma presentaron niveles de aldostercna signi-
ficativamente mayores en el lado correspondiente. La esti-
mulacidn con angiotensina confirma los estudios previos de
Spark (163), demostrando una gran sensibilidad de los ade-
nomas productores de aldosterona a pequefios aumentos en los
niveles de angiotensina. En nuestros resultados los adeno-
mas parecen ser igualmente sensibles al estimulo de ACTH en

contraposicidn a sus resultados, que indicaban una selectividad
-
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exclusiva al estimulo de angiotensina del tejido adematoso.

La ventaja de determinar los niveles de aldcsterona en
plasma de vena suprarrenal por medio de nuestro método Jde
radioinmunoensayo es evidente ya que, con el métode utili-
zado por Spark et al., el nivel minimo detectable es de
0.5 ug%, mientras que con nuestro radioinmunoernsayo pusden
detectarse niveles de hasta 1 ng% o sea niveles 500 veces

inferiores.

primario en cinco, el responsable del sindrome era un ace-
noma, estando en los cinco casos situado en la glénduls
suprarrenal izquierda, lo cual concuerda con las ckbserva-
ciones de Conn quien encuentra una preﬁonderancia en la
localizacidn izquierda de los adenomas producrtoras ce

aldosterona (165-275).

A
4
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4 - Regulacidn de niveles de Aldosterona en suietos anéfricos.

En este estudio la deplecidn sdédica producida por deple-
cidn isonatrémica de volumen no produjo ningln aumento sig-
nificativo en los niveles plasméticos de aldosterona en i-
jetos anéfricos, indicando estos resultados que el rifion es
esencial para la respuesta normal de la secrecidn de aldos-
terona a la deplecidn sbdica en el hombre anéfrice. Estos
resultados estdn en acuerdo con los resultados de Boyd (270)
que, utilizando un método doble isotdpico, encontrd niveles
plasmaticos de aldosterona por debajo de 2 ng% en tres en-
fermos anéfricos después de deplecionados de 170-230 mEq Na
mediante dialisis peritoneal. E1l {nico estudio comparable
al realizado por nosotros ha sido el de Bailey, Blair-Vest
et al., sometidc recientemente a publicacidn (250). En di-
cho estudio la deplecidn isonatrémica de volumen en sujetcs
anéfricos se logrd durante hemodialisis igual que la reali-
zada por nosotros, aunque efectuando una deplecidn mayor

eQuivalente a unos 2 kg. de peso corporal.

Los niveles de aldosterona fueron determinados por un mé-
todo doble isotdpico, encontrando iguales resultados que no-
sotros al no producirse ninguna elevacidn de niveles de al-

dosterona ante el estimulo utilizado.

En el enfermo K.W. un descenso en los niveles plasmiticos
de potasio de 7.4 a 5.0 mEq/L. mediante hemodialisis se
acompafid de un descenso en los niveles de aldosterona de
5.0 a 1.9 ng%. Esta variacidn parece estar de acuerdo con
los resultados obtenidos por Bayard (267), quien encuentra
una relacidn directa entre niveles plasmdticos de potasio
y aldosterona en -sujetos anéfricos, sugiriendo que el esti-

mulo regulador primario de la secrecidn de aldosterona en

(a4
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ausencia del rifion seria la concentracidn plasmitica de
potasio., Un efecto similar de los niveles de potasioc ha
sido observado en cordero hipofisectomizado y nefrecto-

mizado por Blair-West (243 ).

Los niveles de aldosterona encontrados por nosotros er
sujetos anéfricos se encuentran por debajo de los nive-
les normales descritos en el estudio en sujetos normales
y de los valores normales descritos por otros autores y
citados en la discusidn de resultados del método. Este
hallazgo estd de acuerdo con los estudios realizados pox

otros autores en sujetos nefrectomizados (250-267-270). .

Gleadle a descrito niveles elevados de aldosterona en
tred sujetos hipertensos que disminuyeron acusadamente
.después de nefrectomia bilateral (276 ). Como ya hemos
indicado en la introduccidn, en el perro y cordero de-
plecionados de sodio e hipofisectomizados, la nefrecto-
mia bilateral veduce la secrecidn de aldosterona a ni-

veles basales ( 247-248-249-277 ), indicando el papel
esencial del rifion en el control de la secrecidn de al-
dosterona, mientras que en la rata la nefrectomia no
causa un descenso en la secrecién de aldosterona y la
deplecidn sddica en el animal nefrectomizado produce un:i

elevacidén normal de aldosterona ( 223).

En nuestro estudio postural, con la fnica excepcidn del
enfermo E.M., no hemos observado: cambio en los valores la-
sales de aldosterona mediante el estimulo postural. En
la figura (16 ) se evidencia la disparidad entre la res-
puesta observada en once sujetos normales y los seis su

jetos andfricos utilizando el mismo estimulo postural.
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Esta falta de estimulacidn coincide con las observaciones
de los dos (nicos estudics similares realizados por Bayard

(267 ) y Bailey - Blair-West (250 ).

Balikian ( 212 ) ha encontrado la misma falta de estimu-
lacidn en un sujeto anéfrico mediante el estudio de con-
centracidén de aldosterona en plasma de vena adrenal y uti-

lizando una tabla de balanceo.

Estos resultados sugieren que la respuesta de la secre-
cidén de aldosterona ante el estimulo postural seria media-

da por el sistema renina angiotensina.

Los niveles de renina plasmética desaparecen rdpidamente
después de nefrectomia bilateral, siguiendo una curva de
dos componentes, indicando la posibilidad de produccidn

extrarenal de renina ( 278-27%).

La presencia de actividad de renina de origen extra
adrenal observada en dos pacientes en nuestro estudio ha
sido cbservada anteriormente (250-280-281-282), ’
siendo su origen probable el utero en mujeres, siendo des-

conocido su origen en el hombre.

Un posible factor que influyese en los bajos niveles de
aldosterona encontrados en sujetos anéfricos podria ser.
la administracidn intermitente de heparina en los perio-

dos de hemodialisis.

Heparina es un inhibidor de la produccidn de aldos-
terona, lo cual es conocido desde las observaciones de
hipoaldosteronismo en pacientes sometidos a tratamiento
crdnico con heparina ( 283) y la supresidn de la res-
puesta a la secrecibn de aldosterona en sujetos someti-

-

dos a deplecidn-sddica ( 284),



La reduccidn en la produccidn de aldostefona por heparina
seria causada por un bloqueo en su bio-sintesis segln han
indicado Casparie (285) y Conn (286). Por otra parte,
Sealey (287) ha indicado que heparina produce una inhibi-
¢idn en la reaccidn renina-renina substrato, atnque bBailey
(284) ha indicado que el efecto de heparina seria fundamen-
talmente en el proceso de sintesis sin encontrar cambics en
la concentracidn de renina o su substrato con la administra-

cidén de heparina.

En nuestro estudio los enfermcs recibieron una media de
100 mgr. de heparina en cada sesidn de hemodialisis o sea
unos 300 mgr. por semana, dosis mucho menor que la indicads
por Bailey (284), de més de 300 mgr./dia como inhibicdore
de la sintesis de aldosterona y ademé&s administrada en
forma continua durante largo tiempo. Por otra parte, los
estudios de aldosterona en vena suprarrenal realizados por
nosotros en sujetos anéfricos indican una narcada respuesta
de la produccidn de aldostercna a la infusidn ce ACTH en
tres enfermos y una respuesta también positiva a la infu-
s16n de angiotensina en un enfermo. Como estos enfermcs
anéfricos estaban sometidos al mismo tratamiento de hepa-
rina que el primer grupo, estos resultados indican gue en
las condiciones del estudio, alin en el caso de que hubiese
algln bloqueo en la produccidn de aldosterona, este blogueo
no seria suficiente como para suprimir la respuesta a un
estimulo. Por {ltimo, recientemente Bayard (267) ha estu-
diado el efecto de heparina en dosis similares a las utili-
zadas en nuestro estudio de 100 mgr. en un periodo de siete
horas, observando que los niveles plasmiticos de aldosterona

eran mds elevados al final de la infusidn que al princirio.
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Estos resultados, junto a los ya comentados de nuestro es-
tudio de cateterizacidn, indican que los bajos niveles de
aldosterona encontrados y su falta de respuesta al estimu-
lo postural y al de deplecidn isonatrémica de volumen, no

son causados por la heparina administrada.

El estudio comentado sugiere pues que el rifion parece
ser esencial eniel control de la respuesta secretoria de
aldosterona a la deplecidn sédica en el hombre,.aunque sin
dilucidar si el papel jugado por el sistema renina angio-

tensina es directo o permisivo en dicha respuesta.

También el estudio sugiere que el rifion es esencial en
la respuesta secretoria de aldosterona al cambio postural
y que en el hombre anéfrico existe una disminucidn de la
secrecidn de aldosterona con respuesta disminufda a los

estimulos fisiolégicos.
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Ha sido objeto del presente trabajo, el desarrcllo .de un
método analitico de determinacién de concentraciones de Al-
dosterona en plasma periférico. El método desarrcllado, es
un sistema de radioinmunocensayo, en el que hemos utilizado
como ligando anticuerpos especificos obtenidos por la in-
yeccidn en cordero de D-aldosterona-18,21-dinemisuccinato.
En el curso del desarrollo del métodoc, hemos estudiado la
especificidad de los distintos antisueros obtenidos y los
distintos sistemas de extraccidn, particidn y crometogra-
ffa, hasta encontrar los mds iddneos que son descritos en
el protocolo definitivo, al igual que las condiciones de

equilibrio y separacidn del métocdo de radioinmunoensayo.

Hemos analizado la precisidn y exactitud del métodc, me-
diante comprobacién "in vitro", demostrandoc que dicha pre-
cisidn y exactitud es satisfactoria. Hemocs compzarado los
valores obtenidos con nuestro método de radioinmunoensayo,
con los previamente obtenidos con técnicas de doble dilucién

isotbpica, comprobando su concordancia.

Semejante concordancia ha sido encontrada al determinar
niveles de aldosterona en plasma de vena suprarrenal, con

nuestro método de radioinmunoensayo y con el método de Tait.

La técnica de radioinmunoensayo para determinacién de ni-
veles de Aldosterona en plasma periférico, gracias a su sen-
cillez y exactitud, permite la generalizacidn de dicha deter-
minacidn hasta ahora restringida a los pocos departamentos

de investigacidén, con los medios suficientes para el uso de
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técnicas doble isotdpicas. Por otra parte, la extremada

complicacibn y dificultad de estas t&cnicas, no han permi-
tido las numerosas determinaciones necesarias en el estu-~
dio sistemdtico de niveles de Aldosterona, tanto en suje-

tos normales como en distintas situaciones clinicas.

Por ser la primera vez que se determinan niveles plasmé-
ticos de Aldosterona, por medio de radioinmunoensayo, solo
hemos podido comparar nuestro método con los otros dos Gni-
cos sistemas de radioinmunoensayo gue han sido desarrolla-
dos simulté&neamente al nuestro en otros dos laboratorios,
siendo nuestra opinidn que la utilizacidn de una Gnica cro-
matografia en capa fina en el proceso de purificacidn, hac
nuestro métrodo el mds sencillo de los tres hasta ahora exis

tentes.

En la segunda parte del trabajo, hemos descrito los tra-
bajos clinicos realizados como aplicacidn del métodoc y Gl-

tima comprobacidn de su utilidad clinica.

En primer lugar, hemos determinado los valores normales
en condigiones basales y ante distintos estimulos, como can-
bio postural y deplecidn salina, e inhibiciones como sobre-

carga salina o supresidn con mineralocorticoides.

Los resultadcs obtenidos en estos estudios control estén
en concordancia con los estudios hasta ahora realizados cal
técnicas de estudio de tasa de secrecidn o con métodos do-

ble isotbpicos.

Como aplicacidén clfnica inmediata 'del método, hemos ides&
do un test rédpido de 24 horas para el diagndstico cg hiper-
aldosteronismo primaric, utilizando la determinacidn de ni-

veles plasmiticos de Aldosterona,antes y después de la adm-
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nistracién de 20 mgr. de DOCA en 24 horas, comprobando
que dicha maniobra produce supresidn de los niveles plas-
mdticos de Aldosterona en sujetos normales y en casos de
hiperaldosteronismo secundario, sin producir supresidn en

pacientes con hiperaldosteronismo primario.

Creemos que esta maniobra supone un gran avance en los
estudios diagndsticos de hiperaldosteronismo primario .
pues al haber adaptado las condiciones del estudio a las
existentes en regimen ambulatorio, es posible realizar
estudios de despistaje en elevado nlmero de enfermos am-
bulatorios, con la simple medicidn de niveles de Aldoste-
rona en plasma periférico, que gracias a nuestro método
de radiocinmunoensayo puede hacerse de manera répida y -

préctica.

De esta manera, se simplifica grandemente el estudio
diagndstico de estos enfermos, ya que las maniobras de
supresidn con mineralocorticoides hasta ahora utilizadas,
necesitaban el estudio en regimen interno, durando el es-
tudio un minimo de cinco dias, evitandose ademds la nece-
sidad de la administracidn de hormona radiocactiva para

las determinaciones de tasa de secrecidn.

En nuestro estudio de maniobras de supresibén, hemos com-
parado los mineralocorticoides DOCA y 9-a-Fluorocortisol,
comprobando la mayor efectividad de DOCA en la supresidn

de niveles plasméticos de Aldosterona.

Otro estudio clfinico realizado utilizando el método de
radioinmunoensayo, ha sido el de la regulacién de nive-
les de Aldosterona plasmltica en sujetos anéfricos, com-
probandoc que en el hombre, el sistema Renina-Angiotensina

Parece ser esencial para la respuesta dz “2crecidn de
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Aldosterona ante el estimulo de deplecidn salina, comproban-

do por primera vez que el mecanismc regulador de secrecidn
de Aldosterona es, en estas condiciones, similar en el hom-
bre al de cordero y perro, en contraposicidn a la rata, en
que ante el estimulo de deplecidn salina, aln en ausencie
del sistema renina Angiotensina, existe una respuesta de -
aumento de secrecidn de Aldosterona. Los niveles de Aldos-
terona periférica encontrados en estos sujetos ané&fricos,
son inferiores a los de sujetos normales, existiendo en Su-
jetos epéfricos una falta de respuesta de secrecién de Al-
dosterona ante el estimulo postural. Estas cbservaciones
indican un deficit en la respuesta fisioldgica del sisteme
regulador de la secrecidn de Aldosterona, bajo las condi-

ciones clinicas descriteas.
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