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INTRODUCCION GENERAL

1 - ALTERACIONES DE LA SECRECION DE ALDOSTERONA

La historia del estudio clinico de la hormona Aldosterona, 
comienza en 19 27 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 presento por pri­
mera vez en la convenciôn de la American Medical Assoc, 
dos gatos adrenalectonizados, que tratados con extracto 
suprarrenal presentaban balance electrolitico normal.

Posteriormente, se logrô sintetizar el mineralocorticoide 
Desoxicorticosterona (DOCA), que fue utilizado en su forma 
de acetato como parte del tratamiento de la insuficiencia 
suprarrenal, viéndose que producia la correccion de pêr- 
dida de sodio, disminuyendo el nivel de potasio plasmâtico 
y elevando la tension arterial (1). Ferrelue y col. (2) 
observaron que un exceso de desoxicorticosterona producia 
hipertensiôn y perdida de potasio, a la vez que poliurîa 
y polidipsia résistantes al efecto de la vasopresina.

Con estas descripciones, quedaron establecidos los sig- 
nos y sintomas de exceso de mineralocorticoides, descri- 
biêndose los efectos fisiolôgicos bâsicos y quedaron com- 
pletadas con la observaciôn de Relman y Schwartz (3) del 
llamado mécanisme de escape, observando que en sujetos 
normales, se produce un fenomeno de readaptacion al efec­
to crônico de mineralocorticoides, escapando del efecto 
de retenciôn sôdica, aunque continuando con la perdida 
de potasio.



Con estas observaciones, comenzô a buscarse la sospe- 
chada hormona natural con propiedades predominantemente 
reguladoras del metabolismo del sodio, demostrândose en 
orina un factor con la propiedad de retener sodio.

Luetcher en 1956 (4) demostro 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 19 55 (5) y Johnson et 
al. en 1957 (6) demostraron que la ingestion de potasio 
ténia un efecto contrario en la excrecion de este factor 
natrurêtico que la ingestion de sales sôdicas.

Después de multiples investigaciones destinadas a iden 
tificar este factor urinario, con propiedades de retenci 
salina y el factor suprarrenal con las mismas propiedade 
denominado electrocortina, en 1953 James Tait, Sylvia Si 
son y colaboradores (7), lograron aislar electrocortina 
cristalizada, haciêndola asi utilizable para su anâlisis 
estructural. En su descripcion original, indicaban que 
"la degradaciôn quimica del nuevo mineralocorticoide cri 
talino, provisionalmente llamado electrocortina, muestra 
que este compuesto es 11 B, 21-dihidroxi-3, 20-diceto-4- 
pregnen-18 aldehido. En disoluciôn, reacciona principal 
mente como Il-hemiacetal. Sugerimos Aldosterona como 
nombre définitivo para este compuesto".

Casi simultâneamente, Luetscher et al. C8) lograron ai 
lar el nuevo compuesto Aldosterona, en forma cristalina 
de la orina de un niho con sindrome nefrôtico, quedando 
asi establecida definitivamente la identidad de los anti 
guamente denominados factor urinario y electrocortina.



Entonces, comenzô la bûsqüeda de situaciones patolôgi- 
cas con hiperproducciôn de mineralocorticoides, en parti­
cular Aldosterona,

Aûn 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 bâsica del sindrome se 
pensô que estaria radiacada en el rinôn.

Conn examinô concentraciones de electrolitos en la sa­
liva de enfermos con los signos de exceso de Aldosterona 
y encontrô que de manera sistemâtica existia un cociente 
Na/K bajo, estableciendo una confirmaciôn mas directa, al 
encontrar elevados niveles urinarios de factor productor 
de retenciôn sôdica en la orina de estos enfermos, por 
medio de un bioensayo. Conn concluyô que esta actividad 
excesiva, séria debida a una hipersecreciôn de la hormona 
recientemente descubierta, Aldosterona, lo cual le llevô 
a la exploraciôn quirûrgica de las suprarrenales, encon- 
trando un adenoma unilateral y una vez extirpado este, se 
produjo la mejoria del enfermo. En su descripciôn origi­
nal en 1955 (9) llamô a este sindrome hiperaldosteronismo 
primario, para distinguirlo de diversas condiciones edema- 
tosas, en que el hiperaldosteronismo era secundario a 
desôrdenes del rinôn, higado o circulaciôn y causantes de 
manera secundaria del aumento de secreciôn de Aldosterona. 
Realmente, los estudios que llevaron a Conn a relacionar 
la hipersecreciôn de Aldosterona con el sindrome clinico 
que describiô, fueron realizados muy anteriormente, en 
1943, cuando realizaba estudios sobre la capacidad de acli- 
mataciôn al calor y encontrô que uno de los elementos mas



importantes en la aclimatacion al calor era la habilidad 
para reducir la cantidad de sodio en la secreciôn sudoral. 
Entonces sospechô que séria algûn factor suprarrenal el 
responsable.

Como entonces la ûnica hormona conocida como reguladora 
de sodio y potasio era la Desoxicorticosterona, realizô 
estudios con esta hormona, inyectândola a sujetos no acli- 
matados al calor, viendo que el contenido de sodio en su 
secreciôn sudoral disminuia en dos o très 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 continuaciôn revisaremos brevemente la situaciôn actual 
de la Aldosterona y otros mineralocorticoides en la pato­
logia clinica actual, y en otros apartados de la introduc­
ciôn y como justificaciôn de los estudios realizados, nos 
referiremos especificamente a la determinaciones de Aldos­
terona en fluidos corporales, a los mêtodos diagnôsticos 
de hiperaldosteronismos y a los mecanismos de regulaciôn 
de la secreciôn de Aldosterona.

En su descriciôn original del sindrome que lleva su nom­
bre, Conn indicô que estaria compuesto por hipertensiôn, 
alcalosis hipokaliemica y pérdida urinaria del potasio en 
asociaciôn con un aumento de secreciôn de Aldosterona, de 
la cual séria responsable un adenoma suprarrenal.

Posteriormente, Conn (11-12), sugiriô que el hallazgo 
de actividad de Renina plasmâtica suprimida, anadido a 
los criterios previos, mejoraria la previsiôn diagnôstica. 
En sucesivos estudios de enfermos que presentaban el sin­
drome clinico de hiperaldosteronismo primario, se viô que



habîa 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 patolôgica dificil de définir entre ca- 
sos de hiperplasia y adenoma, siendo a veces de estructura 
normal (13-18-20-21-22).

Después de la extirpaciôn subtotal de las suprarrenales 
en estos casos de hiperplasia suprarrenal, se viô que exis- 
tian casos en que no habia mejoria de la hipertensiôn, cre- 
yéndose entonces que habria un hiperaldosteronismo superim- 
puesto a una hipertensiôn esencial, en particular en casos 
avanzados de hipertensiôn maligna (2 3-24). 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 hiperproducciôn de Aldosterona y actividad 
plasmâtica de Renina suprimida.

Conn en un principio sugiriô que estos casos de hiper­
plasia bilateral, serian hiperaldosteronismos primarios 
"congénitos", al notar que la mayoria de estos enfermos 
eran menores de 25 anos (26), aunque ésto ha sido negado 
posteriormente, viéndose que hiperplasia suprarrenal bi­
lateral es una causa comûn de hiperaldosteronismo primario 
y que este puede aparecer en cualquier edad (17), aunque 
los casos descritos por Conn, Moran y Holten, con hiper­
tensiôn maligna, quizâs tengan una entidad propia (27-28).

Posteriormente, se han descrito casos de carcinoma supra­
rrenal, productor de Aldosterona, los cuales quedarîan por



tanto incluidos dentro del sindrome de Conn o hiperpro­
ducciôn primaria de Aldosterona (29-30).

Hay grupos de enfermos con presentaciôn atipica del 
sindrome de Conn, lo que en un principio ha llevado a la 
confusiôn de clasificarlos como entidades distintas. Un 
caso seria el llamado por Conn hiperaldosteronismo pri­
mario normokaliemico (31), que no seria mas que en unos 
casos un estado inicial del proceso y en otros situaciones 
de depleciôn sôdica en que no habria suficiente intercam- 
bio en tûbulo distal con potasio.

Midiendo en estos enfermos, a partir de su isotopo asta­
ble, el contenido corporal total de potasio estaria dis- 
minuido (32). Los casos de hiperaldosteronismo primario 
con renina suprimida e hipertensiôn, pueden presentar a 
veces niveles normales de Aldosterona unido a una marcada 
depleciôn de potasio, reestableciêndose la secreciôn ele- 
vada una vez se corrige la perdida de potasio (33).

Un nuevo capitulo en la descripciôn de los hiperaldos­
teronismos primarios ha sido abierto con la descripciôn 
de Sutherland en 1966 (34) de dos enfermos, padre e hijo, 
con un sindrome caracteristico de hiperaldosteronismo pri­
mario con hipertensiôn benigna, deficit de potasio, secre­
ciôn de Aldosterona aumentada y actividad plasmâtica de 
renina suprimida, encontrando ademâs elevaciones intermi- 
tentes de 17 hidroxicorticoides y 17-cetosteroides en ori­
na, con valores normales de ACTH y corticosterona, y ele- 
vaciôn de pregnandiol en orina. En la exploraciôn quirûr­
gica, se encontrô hiperplasia nodular cortical, sin mejo­
ria clinica tras la extirpaciôn de una suprarrenal.



Los enfermos fueron sometidos a tratamiento con Dexa- 
metasona, siendo normalizados todos los paramètres con 
este tratamiento.

Posteriormente a esta descripciôn 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
creciôn de Aldosterona, hipertensiôn 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 peculiaridàd de encontrar en este 
caso, ademâs de aumento de Aldosterona, una elevaciôn de 
DOCA y Corticosterona. Bartter ha descrito también hiper- 
secréciôn de Aldosterona en casos de déficit parcial de 
21-hidroxilasa (37).

Las situaciones clinicas de aumento de Aldosterona de 
forma secundaria, serian en su maycria debidas a un au­
mento de estimulo del sistema renina-angiotensina, que 
estimularia directamente la producciôn 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 disminuciôn de presiôn 
en los baroreceptores del aparato yuxtaglomerular (40-41).

Situaciones clinicas que tengan como consecuencia una 
depleciôn sôdica, llevarian a la estimulaciôn del sistema 
renina-angiotensina y por tanto a una hipersecreciôn de 
Aldosterona (42-43-44), aunque el estimulo de hiperpro­
ducciôn de renina en casos de depleciôn sôdica, 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 formacion de edema, como en el sindrome nefrôtico, 
cirrosis hepatica o insuficiencia cardiaca congestiva.
En estos casos, aunque habria un aumento de sodio corpo­
ral total con acumulaciôn de edema o ascitis, el mécanis­
me de retroalimentaciôn negative fallaria al haber des- 
plazamiento fuera de la circulaciôn del sodio y agua su- 
pletorios, produciendose asi un aumento de secreciôn 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 disminuciôn del catabolismo de la 
hormona. En estas situaciones hay flujo sanguineo hepa- 
tico disminuido y existe evidencia de que la velocidad de 
catabolismo de Aldosterona estaria en funciôn del fluje 
hepâtico (53-55-56). En estos casos con edema, no habrâ 
normalmente aumento de presiôn 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 idiopâtico" o edema periôdico" 
(59-60), en el que el proceso fisiopatolôgico bâsico 
seria una respuesta inapropiada a la posiciôn erecta 
como factor précipitante (61) y quizâs un aumento de 
permeabilidad capilar con pérdida de proteinas al es- 
pacio extravascular, seria el proceso fundamental (62-63).

Como respuesta a la obstrucciôn al flujo sanguineo re­
nal, puede observarse de manera secundaria, un estado de
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hiperaldosteronismo en casos de hipertensiôn en su forma 
naligna o acelerada (64-65), con un nivel persistentemente 
slevado de angiotensina II en plasma periférico (66).

En el caso de hipertensiôn vasculo-renal con obstrucciôn 
le la arteria renal (67), hay mayor variaciôn en la inci- 
iencia de hiperaldosteronismo secundario (6 8), con discre- 
Dancias entre los niveles a veces moderados de renina (69)
D angiotensina II (70-71) y el grado de hipertensiôn, qui- 
3âs indicando dos fases en el proceso de hipertensiôn vas- 
hulorenal con un segundo periodo, en que la hipertensiôn 
se hace independiente del mecanismo Renina-Angiotensina- 
lldosterona (72).

Un caso particular en que habria hiperaldosteronismo e 
hipertensiôn por el mismo mecanismo, seria en el caso de 
kumores adyacentes a arterias renales, en que habria alte- 
laciones de flujo renal (73).

Otro mecanismo fisiopatolôgico distinto, cuyo resultado 
"inal es un aumento de la actividad del mecanismo Renina- 
\ngiotensina y por tanto, un aumento de la secreciôn de 
\ldosterona de forma secundaria, seria el recientemente 
iescrito en pacientes tratadas con estrôgenos a partir de 
la observaciôn de la apariciôn de hipertensiôn durante el 
Tratamiento con anticonceptivos orales (74-75-76), en al- 
îunos casos en forma maligna (77).

En estos casos, hay correlaciôn directa entre la apari- 
îiôn de hipertensiôn y niveles elevados de Renina, Angio- 
rensina II y Aldosterona (78). Este aumento de actividad 
seria debido a un aumento del substrato de angiotensina, 
{angiotensinôgeno) (74-79-80), lo cual conduce a un aumento



de producciôn de Angiotensina y estimulaciôn de la secre­
ciôn de Aldosterona, aûn en el caso de niveles disminuidos 
de Renina.

Otra situaciôn clinica descrita en la que hay un exceso 
de secreciôn de Aldosterona con hipertensiôn, 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 hipokaliêmica 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 defecto 
primario en el tûbulo renal para la reabsorciôn de sodio y 
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 plasmâtico como en casos de in- 
gestiôn 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 parâlisis periôdica familiar 
(89), quizâs es debido al estimulo directo sobre las célu- 
las de la zona glomerulosa, producido por vin aumepto 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 perdida renal de potasio, 
puede existir una secreciôn elevada de Aldosterona, prin- 
cipalmente a causa del deficit en la reabsorciôn sôdica.

El hiperaldosteronismo observado en el embarazo normal, 
seria secundario a la elevaciôn de los niveles de renina 
que comienza en el primer trimestre, disminuyendo rapida- 
mente a niveles normales en el periodo post-parto (90).
El mecanismo exacto de esta elevaciôn no ha sido aun di- 
lucidado, aunque se cree que es una adaptaciôn fisiolôgica 
a la nueva situaciôn hemodinâmica.

Por otra parte, el aumento del substrato de renina indu- 
cido por estrôgenos, 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
tuaciôn refractaria administrando Progesterona a mujeres no 
embarazadas, en dosis comparables a las existantes en los 
ûltimos periodos del embarazo (91).

Por ultimo, citaremos un mecanismo de hiperaldosteronismo 
secundario a un aumento de actividad del sistema Renina- 
Angiotensina, descrito en pacientes afectos de tuberculosis 
crônica por A.M. Holmes (92). Estos enfermos presentan evi­
dencia de hiperaldosteronismo con elevados niveles plasmâ­
ticos de Renina y Aldosterona, y alcalosis hipokaliêmica e 
hipomagnesiémica. La apariciôn de hiperaldosteronismo en 
estos enfermos parece estar relacionada con el tratamiento 
utilizado de Gentamicina y Etambutol, a diferencia.^de otros 
casos de hipermineralocorti ci smo descritos anteriormente en
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enfermos con tuberculosis crônica, en los que realmente 
existirîa un pseudoaldosteronismo, debido al uso de ex- 
tractos de licorice, como vehiculo del acido para-aminoi- 
salicilico utilizado en el tratamiento de estos enfermos 
(93-94).

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
ciôn aumentada de Aldosterona (95) y parece ser que la 
marcada alc^osis hipokaliemica e hipertensiôn descrita 
en ciertos casos seria debido a la acciôn de niveles ele­
vados de cortisol y del mineralocorticoide 18-OH-DOCA (96), 
como parece suceder en los casos de sindrome de Cushing de- 
bidos a la producciôn ectôpica de ACTH por neoplasias extra- 
adrenales (97). En el sindrome de Cushing, la secreciôn de 
Aldosterona seria normal en la mayoria de los casos, qui­
zâs por el efecto inhibitorio que sobre esta secreciôn tie- 
ne la hipervolemia (9 8). Las situaciones transitorias de 
hiperaldosteronismo observadas en periodos postoperatorios 
serian en parte debidas a un aumento de ACTH como respuesta 
al stress quirûrgico.

Vamos ahora a citar brevemente los sindromes clinicos des­
critos con el hallazgo comûn de una secreciôn 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 supresiôn de la secreciôn 
de Aldosterona.

Aparté de los sindromes de insuficiencia adrenal global, 
en que hay una deficiencia de Aldosterona (4), también existe
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un sîndrome de hipoaldosteronismo, sin la asociaciôn de 
déficit glucocorticoideo. Este sindrome ha sido descrito 
tanto en adultes (99-100) como en ninos (100-102), y se 
acompana de deshidrataciôn hiperkaliemia e hiponatremia.

El déficit de Aldosterona séria debido a un defecto en 
la hidroxilaciôn C-18 (105) o a un déficit de la 18-dehi- 
drogenasa (106).

Un sindrome de hipoaldosteronismo secundario, a un nivel 
disminuido de actividad plasmâtica de renina, ha sido des­
crito recientemente por McAllister (103) y por Sanstead 
(104), en enfermes con intoxicacién crônica por plomo.

En estes cases, habria una inhibiciôn directa a la pro- 
ducciôn de Renina, a causa de depôsitos de plomo en el ri- 
non, y séria un proceso reversible con tratamiento que- 
lante.

Recientemente, A, Christlieb y G. Williams (107-108) han 
descrito un sindrome en pacientes diagnosticados de hiper- 
tensiôn esencial en les que existiria un hipoaldosteronismo, 
por una defectuosa estimulaciôn de niveles adecuados de 
Angiotensina II sobre la zona glomerulosa suprarrenal.

En cases de pérdida renal primaria de potasio, existiria 
una inhibiciôn directa sobre la zona glomerulosa, con el 
consiguiente hipoaldosteronismo (109), aunque en otros ca­
ses el déficit de reabsorciôn de sodio, produciria un au- 
mento en la secreciôn de Aldosterona,

Otros defectos enzimâticos en la sintesis de esteroides 
y que producen un descenso de la producciôn de Aldosterona 
serian el de 3-g-dehidrogenasa (110), en el que hay pérdida 
de sal severa y un alto indice de mortalidad.



El defecto mas comûn es el déficit de 21-hidroxilasa 
(110), en que en un 50% de los casos existiria cierto 
grado de pérdida de sal, con un déficit relative de Al­
dosterona y una producciôn aumentada de 17-ef hidroxipro- 
gesterona, que funcionaria como antagonista de la Aldos­
terona a nivel tubular renal.

Los déficits de 11-6-hidoxilasa y 17-ot-hidroxilasa, que- 
darîan incluidos en el grupo de hipertensiôn por otros mi- 
neralocorticoides distintos que Aldosterona, con secreciôn 
de Aldosterona suprimida por estos.

En el déficit de 11-3-hidroxilasa, existe una variedad 
hipertensiva por producciôn elevada de deoxicorticostero- 
na, la cual al inhibir el sistema Renina-Angiotensina, pro 
duce un hipoaldosteronismo (111).

En el sindrome de Biglieri o déficit total de 17-o^-hidro 
xilasa, existe una producciôn aumentada de corticosterona 
y DOCA (112), siendo la hipertensiôn debida a los niveles 
excesivos de estos mineralocorticoides, lo cual produciria 
supresiôn de Renina con la consecuencia de hipoaldostero­
nismo (113).

Liddle ha descrito un sindrome en dos hermanos, consis­
tante en hipertensiôn con alcalosis hipokaliêmica e hiper- 
kaliuria, con Aldosteronuria disminuida y no respuesta a 
la Espinorolactona, pudiendo ser controlada la pérdida de 
potasio con antagonistes no especificos como Triamtereno. 
El sindrome podria explicarse como una hipersensibilidad 
del tûbulo renal a la acciôn de la Aldosterona (114).

Por ultimo, mencionaremos brevemente el apartado de hi­
pertensiôn por .otros mineralocorticoides aparté d^ la
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Aldosterona, mencionando los ûltimos avances en este campo 
para asi subrayar la importancia que los trabajos sobre 
hipertensiôn mineralocorticoidea estân adquiriendo en el 
estudio de la hasta ahora llamada hipertensiôn esencial.

Ya hemos mencionado las hipertensiones producidas por 
DOCA y Corticosterona en las hiperplasias suprarrenales 
por bloqueo de la 11-hidroxilasa y la 17-hidroxilasa. 
Tambiên la hipertensiôn posiblemente causada por 18-OH- 
DOCA en los sindromes de Cushing, causados por ACTH ectô- 
pico, Existen tambiên otros cuadros clinicos que cursan 
con hipertensiôn causada por otros mineralocorticoides 
distintos que la Aldosterona, con secreciôn de Aldoste­
rona disminuida a causa de la supresiôn del sistema Reni­
na-Angiotensina.

Entre estos estarian los casos descritos de tumores su­
prarrenales, productores de DOCA (115-116) o de Corticos­
terona (117-118).

Tambiên estaria incluido en este apartado el sindrome 
producido por ingestiôn de extractos de Licorice, descrito 
por Revers (119) y por Malhuysen (120), debido al efecto 
similar a los mineralocorticoides del âcido 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 
que una proporciôn significativa de quizâs un 20% de la 
poblaciôn hipertensiva, présenta una actividad de Renina 
plasmâtica suprimida (122-123-124-125), con hiposecreciôn 
de Aldosterona,
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La posibilidad de que esta supresiôn sea debida a una 
secreciôn 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 hipertensiôn y normalizando la respuesta fi- 
siolôgica de Renina plasmâtica.

Este posible aumento de un mineralocorticoide desconoci- 
do, como responsable de la supresiôn de Renina plasmâtica, 
ha sido confirmado por E. Adlin y col. (127), midiendo la 
relaciôn Na/K en este grupo de hipertensos esenciales, con 
secreciôn de Aldosterona normal o disminuida y comprobando 
que esta relaciôn es similar a la de enfermos con exceso 
mineralocorticoideo. J. Gunnells (128) ha publicado una 
serie de enfermos hipertensos esenciales, con actividad 
de Renina plasmâtica suprimida y en siete de ellos encon- 
trô una excreciôn de Aldosterona disminuida, encontrândose 
en los siete un adenoma suprarrenal en la exploraciôn qui- 
rûrgica, y tras su extirpaciôn hubo mejoria de la hiper­
tensiôn 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 hipertensiôn esencial significativa en este 
grupo.

Por ûltimo, Melby y col. (96), estudiando enfermos hiper­
tensos esenciales por medio de cateterizaciôn de vena sup­
rarrenal, encontrô en cuatro de ellos una secreciôn ele­
vada del mineralocorticoide 18-OH-DOCA, recientemente iden- 
tificado en humanos (97), con baja secreciôn de DOCA y Al­
dosterona. .
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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 normalizaciôn 
de niveles de Renina, tensiôn arterial y descenso de la 
secreciôn de 18-OH-DOCA.

Con la descripciôn de estas observaciones, hemos querido 
resaltar la importancia del estudio de la secreciôn de mi­
neralocorticoides y su relaciôn con hipertensiôn, pues por 
un lado la incidencia de hiperaldosteronismo primario en­
tre la poblaciôn hipertensiva, varia entre 0,5 y 7,5%, de- 
pendiendo de la capacidad confirmatoria de los distintos 
laboratorios (32-130-131-132) y por otra parte, si el 20% 
de hipertensos esenciales que hemos comentado, tienen como 
mecanismo hipertensivo primario un exceso de mineralocor­
ticoide, el nûmero de hipertensiones endocrinas suscepti­
bles de curaciôn séria muy significative.

Por ûltimo, mencionaremos el hasta ahora hipotêtico cua- 
dro clinico de hiperaldosteronismo terciario, que séria 
una entidad clinica independiente, en la cual un estimulo 
de secreciôn de Aldosterona de forma secundaria, produci­
ria en ciertos casos una transformaciôn adenomatosa de la 
zona glomerulosa suprarrenal, produciêndose enfonces de 
manera autônoma una hipersecreciôn de Aldosterona (133).

Con esta revisiôn general de las principales situaciones 
clinicas, en que existen alteraciones de la secreciôn de 
Aldosterona, hemos querido subrayar la importancia que 
hoy tiene el estudio adecuado de la secreciôn de Aldos­
terona en el mecanismo fisiopatolôgico de diversos cuadros 
clinicos. En la Tabla adjunta, hemos hecho una sinopsis



de las distintas situaciones de hiper o hipoaldosteronismo, 
como resumen de esta primera parte de la introducciôn.

Todos estos procesos quedarian incluidos dentro del 
grupo de discorticalismos segûn la acepcion dada a este 
têrmino por A. Fernandez-Cruz (162-BIS).

En los proximos apartados de la introducciôn, revisare- 
mos en concrete la situaciôn actual de las mediciones de 
Aldosterona en clinica, los mêtodos diagnôsticos actuales 
de hiperaldosteronismos y los conocimientos actuales so­
bre los mécanismes de regulaciôn de Aldosterona.
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HIPERALDOSTERONISMOS

HIPERALDOSTERONISMO PRIMARIO 
Adenoma 

No suprimible Carcinoma
con

glucocorticoides
Hiperplasia nodular 
Hiperaldosteronismo congenito

Sutherland 
Suprimible New

con
glucocorticoides

Miura
Bartter (bloqueo incomplete 210H)

HIPERALDOSTERONISMO SECUNDARIO 
Exceso Angiotensina

A- Presion disminuida baroceptores
1- Disminucion tension arterial efectiva

a- Deplecion de volumen
Dieta pobre en sodio
Diureticos
Hemorragia
Perdida salina (renal, digestiva) 

b- Estados edematosos 
Cirrosis
Sindrome nefrotico 
Insuficiencia cardiaca congestiva 
Edema idiopatico

2- Obstruccion flujo renal
a- Hipertensiôn renovascular 
b- Hipertensiôn acelerada 
c- Tumores adyacentes a vases renales 

B- Descenso nivel de sodio en macula densa 
C- Aumento substrate renina

Terapîa estrogénica, Embarazo



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

Exceso K 
Exceso ACTH

HIPERALDOSTERONISMO TERCIARIO
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HIPOALDOSTERONISMOS

1- Bloquées sintesis con deficit aislado de Aldosterona
Deficit C-18 hidroxilasa 
Deficit 18 dehidrogenasa

2- Bloquées con deficits combinados
Deficit 38 dehidrogenasa
Deficit 21 hidroxilasa (50% deficit relative)

3- Inhibiciôn del sisteMa renina-angiotensina por otros 
mineralocorticoides

Tumores productores de DOCA o Corticosterona
Deficit 11 8 hidroxilasa, (DOCA)
Deficit 17o< hidroxilasa, (DOCA, Corticosterona)
Cushing por ACTH ectopico, (18-OH-DOCA), (Aide N o )
Hipertensiôn "esencial" con renina suprimida, (Derivado 

de 18-OH-DOCA ?)
Licorice

4- Hipoproducciôn de renina
Plumbismo

5- Sindrome de Liddle
6- Deficit 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 solo mantiene una laxa union con albumina.

Por otra parte, la tasa de aclaramiento metabôlico es muy 
elevada, de unos 1600 litros dia (53). Estos dos cualidades 
de falta de union especifica y elevado aclaramiento hacen 
que la concentraciôn en plasma periferico sea extremadamente 
baja, lo cual ha conducido a que los mêtodos para determinar 
aldosterona en el hombre hayan estado confinados• hasta muy 
recientemente a la determinaciôn de metabolites en orina.

La Aldosterona présente en sangre y orina es segregada en 
su totalidad por las glândulas suprarrenales sin que exista 
ninguna evidencia de interconversiôn con otras hormonas.
Los metabolites excretados en orina son principalmente el 
derivado formado por reducciôn del anillo A o tetrahidroal- 
dosterona glucuronido que représenta un 30% de la aldosteron 
segregada. El otro séria la forma pH-1 labil que es un de­
rivado aidesterona-18-glucuronido que se hidroliza a pH âci-_ 
do, dando Aldosterona libre y que représenta un 10 - 15% de 
la tasa de secreciôn. El derivado tetrahidro séria sinteti- 
zado en el higado y el derivado pH labil en el rinon (134).

Los mêtodos urinarios se han basado principalmente en la 
0 determinaciôn del metabôlito pH labil al ser êste convertido 

faeilmente a Aldosterona libre.

Las cantidades présentes en orina de 24 horas son de unos 
7 a 15 vg en dieta normal.
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Todas las técnicas urinarias estân basadas en multiples 
separaciones cromatogrâficas de Aldosterona libre una vez 
realizada la hidrolisis correspondiente. La cuantifica- 
cion final puede basarse en reacciones de color o fluorés- 
cencia como el metodo de Hernando (135) que utiliza azul de 
tétrazolium, el de Mattox (136), mediante oxidacion y pos­
terior reaccion de Porter-SiIber, el de Staul (137) con 
Butoxido-potasio ternario o el de Tait (138) que se basa 
en fluoréscencia de soda.

De todos estos mêtodos el mejor segûn Morton (139) sé­
ria el de Tait, utilizando un fluorometro Turner adaptado 
para ahalisis de fluoréscencia del papel cromatogrâfico.

Un gran avance en los mêtodos urinarios supuso la intro­
ducciôn de las técnicas doble isotôpicas, siendo el metodo 
de Kliman (140) el mâs utilizado. Con estos mêtodos se 
logrô una mayor precisiôn aunque claro es, a Costa de una 
mayor dificultad têcnica pues los diferentes mêtodos es.- 
tân basados en unas cuatro cromatografias en papel aparté 
de las dificultades inherentes a la purificaciôn de los re- 
activos marcados.

Son évidentes las limitaciones que presentan estos mêto­
dos urinarios, por una parte debido a los problemas inhe­
rentes a toda colecciôn de orina en 24 horas, especialmen- 
te en la mediciôn del metabôlito pH labil que sôlo repré­
senta un 10 - 15% del total de secreciôn con lo que un mi- 
nimo error en la colecciôn de orina produce resultados 
equivocos con suma facilidad.

Por otra parte, en casos de alteraciôn de la funciôn he- 
pâtica o renal, la excreciôn de los derivados tetrahidro o 
pH labil no reflejaran adecuadamente la tasa de secreciôn.
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La determinaciôn de la tasa de secreciôn es mâs adecuada 
y refleja mâs exactamente los cambios en la producciôn de 
Aldosterona. En general estân basados en el câlculo de la 
tasa de secreciôn a partir de la actividad especifica del 
derivado tetrahidroaldosterona en orina de 24 horas despuês 
de la inyecciôn de Aldosterona marcada (141).

Estos mêtodos plantean el inconveniente de la necesidad 
de administraciôn de un isotopo, necesitândose varios proce­
sos cromatogrâficos para el aislamiento del derivado tetra­
hidro en orina.

Otro factor a tener en cuenta en todos estos mêtodos uri­
narios de excreciôn como de tasa de secreciôn es el mecanis­
mo de feedback, pues los niveles de Aldosterona no alteran 
directamente en cambios agudos los mecanismos de secreciôn, 
habiendo por lo tanto situaciones en que se puede alterar 
el aclaramiento originando cambios en la concentraciôn plas­
mâtica sin una alteraciôn en ]a excreciôn urinaria o en la 
tasa de secreciôn (139).

De lo anteriormente indicado, se deduce la necesidad de 
mêtodos analîticos suficientemente sensibles como para de­
terminar la concentraciôn de Aldosterona en plasma perifê- 
rico.

Los intentos de utilizer la cromatografia en fase gaseosa 
para esta determinaciôn no han sido satisfactorios debido a 
la inestabilidad de la Aldosterona.

El desarrollo del detector de captura de electrones (142) 
ha hecho posible la determinaciôn de concentraciones mini­
ma s de substancias capaces de interaccionar con electrones 
têrmicos. La capacidad de captura de los esteroides natu­
rales puede ser aumentada mediante la formaciôn de derivados
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como haloacetatos (143 ) y perfluorobutiratos (144-145).
Los intentos de mediciôn de Aldosterona por esta têcnica 
han dado como resultado mêtodos que aunque permiten la de­
terminaciôn de Aldosterona, no son lo suficientemente sen­
sibles como para determinar las minimas concentraciones 
existentes en plasma perifêrico (146-147).
Algunos de ellos como el de Palem ( 148 ), pueden ser uti- 
lizados en determinaciones en soluciones con concentraciôn 
elevada de Aldosterona, como en el caso de analisis de me­
dio de incubaciôn de glândulas suprarrenales, aunque los 
mêtodos colormêtricos son mâs sencillos y utiles en estas 
concentraciones. Nicolis (144 ), utilizando cromatografia 
de gases con detector de captura de electrones, ha descrito 
un mêtodo mediante el cual es capaz de determinar concentra­
ciones de hasta 3 ng/100 ml. utilizando 40 mg. de plasma.

El mêtodo es tan complicado de ejecuciôn ^ como los mêto­
dos doble isotôpicos de que hablaremos a continuaciôn, siendo 
menos sensible y especifico que estos, por lo cual hasta 
ahora los ûnicos mêtodos utilizados en la determinaciôn plas­
mâtica de Aldosterona han sido los doble isotôpicos, los 
cuales debido a su extremada complejidad han estado reser- 
vados a laboratorios de investigaciôn con el espacio y pre- 
paraciôn têcnica necesarios.

La teoria general de las técnicas doble isotôpicas fue 
establecida por Avivi y colaboradores in 1954 (149 ), siendo 
aplicada al campo de los esteroides por Kliman ( 140 ).

Un mêtodo indirecto doble isotôpico para la determinaciôn 
de concentraciôn de Aldosterona en plasma perifêrico es el 
desarrollado por Tait y Tait a partir de la determinaciôn de 
la tasa de secreciôn y tasa de aclaramiento metabôlico (150)



mediante infusion continua de Aldosterona.

Los mêtodos directos doble isotôpicos estân basados en el 
uso de esteroide marcado como indicador general de pêrdidas 
del procedimiento y la formaciôn de un derivado por medio 
de un reactivo especifico marcado con otro isotopo distinto, 
purificaciôn de dicho derivado mediante multiples sistemas 
cromatogrâficos y determinaciôn final de la actividad espe­
cifica de dicho derivado a partir de la cual se calcula la 
concentraciôn inicial.

En general los mêtodos hasta ahora descritos utilizan an- 
hidrido acetico marcado como reactivo. En el mêtodo de Pe­
terson (151) se utiliza C^^-anhidrido acetico como reactivo 
marcado y H^-Aldosterona como indicador de pêrdidas. Debi­
do al coste elevado del reactivo se han intentado modi-
ficaciones como la de Bcjesen (152 ) que utiliza como reac­
tivo Tolueno anhidrido sulfônico marcado con como reac­
tivo y H^-Aldosterona como indicador. Hasta ahora los mê­
todos mâs utilizados por su mayor especificidad son los in- 
troducidos por Brodie (153 ) y Coghlan (154 ), en los que el 
reactivo consiste en H^-anhidrido acetico y el indicador de 
pêrdidas C^*^-Aldosterona, lo cual ha sido posible gracias a 
la disponibilidad de Aldosterona con gran actividad es­
pecifica permitiendo el uso de una masa minima como indica­
dor.

Por otra parte se ha conseguido H^-anhidrido acetico de 
muy elevada actividad y gracias a la destilaciôn en vacio 
del reactivo se han logrado disminuir los valores de bian­
co no especifico. Estos mêtodos doble isotôpicos mediante 
las modificaciones comentadas han logrado gran sensibilidad 
y precisiôn aunque su gran dificultad têcnica impiden su
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aplicaciôn practica.

El mêtodo descrito recientemente por Bayard es uno de los 
mâs simplificados têcnicamente aunque incluye ocho cromato­
grafias en papel aparté de la extracciôn, formaciôn de deri­
vado acetilado y lactonizaciôn con un porcentaje final de 
Aldosterona recobrada de un 32% de la cantidad original.
En esta breve revisiôn de los mêtodos de determinaciôn de 
Aldosterona hemos querido indicar la necesidad de un mêtodo 
sencillo y preciso para determinar concentraciones plasmâti- 
cas de Aldosterona tan necesario para el estudio de la fisio- 
patologia de esta hormona. La introducciôn del mêtodo de 
radioinmunoensayo, anâlisis de saturaciôn o competiciôn de 
uniôn protêica por Yalow y Berson (15 5 ), supuso una nueva 
orientaciôn en la metodologia analitica endocrinolôgica.
Esta têcnica analitica fue utilizada en un principio en la 
determinaciôn de hormonas protêicas y estaba basada en la 
obtenciôn de anticuerpos especificos contra la hormona pro­
têica a estudiar, analizando el desplazamiento producido en 
la uniôn anticuerpo especifico - hormona marcada por dife­
rentes concentraciones de hormona inerte.

La aplicaciôn de esta têcnica a la mediciôn de esteroides 
quedaba limitada por la imposibilidad de obtener anticuerpos 
especificos al no ser antigênicas las molêculas esteroideas. 
Un nuevo avance supusieron los estudios de Murphy sobre la 
utilizaciôn 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 anâlisis competi­
tive. De esta manera se han logrado cesarrollar mêtodos de 
determinaciôn de diferentes esteroides utilizando distintas 
proteinas naturales y distintos mêtodos de separaciôn (157)



ya que, para esteroides como cortisol, testosterone, proges­
terone e incluso estradiol, existen de manera natural protei- - 
nas astables con afinidad mas o menos especifica que puëden 
ser utilizadas como ligandos.

La hormona Aldosterona no circula unide a ninguna proteina 
plasmâtica especifica existiendo solo una uniôn 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 orientaciôn en la posible aplicaciôn de las téc­
nicas de radioinmunoensayo a la mediciôn de concentraciones 
de esteroides naturales, supuso la obtenciôn por Liebeman 
(159) de anticuerpos especificos de esteroides utilizando 
como antigeno conjugados de proteina con esteroide con ca­
pacidad antigênica.

La posibilidad de formar anticuerpos especificos Antialdos- 
terona y utilizarlos como ligando en el desarrollo de un ml- 
todo de radioinmunoensayo fue prevista recientemente por 
Horton ( 139 ) como la ûnica soluciôn practica para la deter­
minaciôn de Aldosterona plasmâtica.

El propôsito del présente trabajo ha sido el expuesto 
anteriormente, o sea el desarrollo de una têcnica de radio­
inmunoensayo utilizando como ligando anticuerpos especificos 
antialdosterona para la determinaciôn de concentraciones de 
Aldosterona plasmâtica pues considérâmes que las técnicas de 
desplazamiento a causa de su gran sensibilidad y sencillez 
serian la soluciôn prâctica a las multiples determinaciones 
necesarias en cualquier estudio de la fisiopatologîa de la 
Aldosterona, ç:r:nitiendo la generalizaciôn de estas deter­
minaciones hasta ahora limitadas por las obvias dificultades
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de los mêtodos doble isotôpicos hasta ahora en uso. Una vez 
desarrollado el mêtodo, hemos querido realizar como aplica­
ciôn prâctica del mismo, diversos estudios clinicos que es- 
pecificamos en las introducciones a los mecanismos de regu­
laciôn de aldosterona y a los mêtodos diagnôsticos de hiper­
aldosteronismos. Los anticuerpos utilizados el el desarro­
llo del mêtodo fueron obtenidos en la Worcester Foundation 
for Experimental Biology, Shrewbury, Mass., U.S.A., mediante 
inyecciôn en cordero de un conjugado de albumina con D-Aldos- 
terona 18-21 dihemisuccinato.

Los principios générales de las técnicas de radioinmunoen­
sayo han sido establecidos por Yallow y Berson (160-161-162) 
y por Felbes (16 3) en diverses publicaciones.

El principio de todo radioinmunoensayo puede sumarizarse 
en las siguientes reacciones compétitives :

A ->■ AH + Ab H - AG
(Hormona marcada (Anticuerpo (Hormona marcada
libre) especifico) unida)
L. + U.

H hormona inerte libre en 
plasma o estandards

t +

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 soluciôn de compatir con la 
hormona marcada por los puntos de uniôn del ligando, inhi- 
biendo por tanto la uniôn de la hormona marcada. Como re­
sultado, la relaciôn de las fracciones libre e unida (L/U)



de la hormona marcada disminuirâ en relaciôn inversa a la 
concentraciôn de hormona inerte, pudiêndose conocer la con­
centraciôn de hormona inerte en un espécimen comparando la 
inhibiciôn observada en el sistema con la producida por di- 
soluciones estandard conteniendo cantidades conocidas de 
hormona. Esta comparaciôn se realizaria determinando la 
cuantîa de las fracciones L o U de la hormona marcada me­
diante separaciôn y cuantificaciôn por determinaciôn de su 
radioactividad.

Al intentar el desarrollo de un radioinmunoensayo para la 
determinaciôn de Aldosterona, nos hemos planteado los pro­
blemas générales existentes en estos mêtodos. Uno de ellos 
es el de identidad entre las hormonas marcadas e inerte. 
Nosotros hemos utilizado 1-2 H^-Aldosterona o su derivado 
lactona como elemento marcado.

En el marcaje de esteroides, si se tiene la precauciôn 
de purificar las hormonas marcadas para la eliminaciôn üe 
radioactividad contaminante, no existe el problema presen­
ts en hormonas protêicas ya que la actividad biolôgica e 
inmunolôgica no se ve alterada en los esteroides por la 
introducciôn de tritio en la molêcula.

La sensibilidad del ensayo viene dada por la especificidad 
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 limitaciôn 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 pequeno, a causa de la-gran diferencia*de conce 
traciones entre Aldosterona y otros esteroides como cortisol.
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la interferencia en el sistema séria muy elevada por lo que 
desde un principio nos planteamos la necesidad de una puri­
ficaciôn previa de la Aldosterona en plasma, separândola de 
otros esteroides y substancias que interfiriesen en el sis­
tema de competiciôn.



INTRODUCCION A LOS METODOS DIAGNOSTICOS DE HIPERALDOSTERONISMOS,

Desde la descripciôn de Conn de hiperaldosteronismo primario 
como causa de hipertensiôn, ha habido un esfuerzo continuado 
para desarrollar un mêtodo simple y eficaz mediante el cual 
puedan detectarse los casos de hipersecreciôn primaria de Al­
dosterona. Es évidente que este tipo de hipertensiôn en una 
enfermedad potenciaimente curable y por tanto es necesario un 
diagnôstico preciso, A partir de la polêmica 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 mâs elevada que la hasta ahora in- 
dicada, quedando un significativo porcentaje de casos sin des- 
cubrir debido a su dificultad diagnôstica ya que, como veremos 
a continuaciôn, los mêtodos diagnôsticos corrientemente utili­
zados o carecen de especificidad o su extremada sofisticaciôn 
impide el uso generalizado.

En las primeras descripciones del sindrome, el diagnôstico 
estaba basado en la asociaciôn de hipertensiôn arterial y de­
plecion de potasio con hipersecreciôn de aldosterona.

Posteriormente Conn ahadiô a los criterios diagnôsticos la 
existencia de actividad plasmâtica de Renina suprimida y ex­
creciôn 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 deplecion potasica ( 32-166 ).

Desde la descripciôn de Conn de casos de hiperaldosteronismo 
primario con potasio normal ( 31 ), el criterio de hipokaliemia 
no seria totalmente valido.

En general habria dos aproximaciones basicas al problema diag­
nôstico planteado por estos enfermos.

Una seria por distintos tests en los que habria que confir­
mer por mediciôn directa la hiperproducciôn de Aldosterona y 
la hipoproducciôn de renina. A estos mêtodos nos referiraos 
al final de esta introducciôn. La segunda aproximaciôn seria 
el estudio del efecto mineralocorticoide que el exceso de Al­
dosterona ejerce en la regulaciôn 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 secreciôn de Aldosterona. Estos 
serian los mêtodos diagnôsticos mâs sencillos y por tanto el 
alcance de laboratorios générales aunque como veremos son mâs 
inexactos.

Recordaremos que en sujetos normales la respuesta a una die­
ta pobre en sodio es un aumento de la secreciôn de Aldosterona 
y una dieta elevada en sodio produce supresiôn de esta secre­
ciôn ( 43-135-157 ), siendo mediada esta respuesta a través del 
sistema renina-angiotensina. En presencia de hiperaldostero­
nismo primario la secreciôn de aldosterona puede ser estimulada 
por diversos mecanismos (168-169-170 ), pero no suprimida.
El efecto de aldosterona en el tûbulo distal renal seria de 
intercambio de sodio y potasio, siendo este intercambio fun­
ciôn del nûmero de iones de sodio que llegan al tûbulo 
distal.



En casos de producciôn elevada de Aldosterona de manera 
antonoma, una ingestiôn pobre en sodio ' produciria una ex­
creciôn limitada de potasio ya que habria una cantidad dis­
minuida de iones sodio en el tûbulo distal para su inter­
cambio. Por otra parte una dieta rica en sodio produciria 
en estos casos un aumento de las pêrdidas de potasio en 
orina ya que la secreciôn 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 adiciôn a la ingesta normal. En enfermos 
con hiperaldosteronismo existiria una retenciôn de unos 300 
mEq con un aumento en la concentraciôn serica aunque se han 
descrito algunos casos refractarios a este repleciôn (171 ).
Al suprimir el suplemento de potasio reaparece un balance 
negative con pêrdidas urunarias de potasio superiores a la 
ingesta durante algunos dias hasta que los niveles plasmâ- 
ticos descienden. Se puede obtener informaciôn 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 situaciôn existiria una reducciôn 
en la pérdida urinaria de potasio al llegar menos iones Na 
intercambiables al tûbulo distal renal ( 52-172 ) estab-
leciêndose un balance positive de potasio y elevândose el 
nivel plasmâtico (173 ).

Una maniobra muy importante en la determinaciôn de hiperal­
dosteronismo es la sobrecarga oral de sodio que, al no producir 
inhibiciôn de la secreciôn autônoma de Aldosterona,produciria



35

una mayor perdida de potasio urinario. La ingestion de un 
exceso de sodio de 200 mEq/dia durante cuatro dias no pro­
duce cambios en el potasio plasmâtico 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 tambiên un test pro­
vocative en hiperaldosteronismo normokaliêmico, siendo la 
hipokaliemia inducida por sobrecarga sodica un indice de 
producciôn elevada de Aldosterona sin distinguir entre hi­
peraldosteronismo primario o secundario.

La râpida excreciôn de una sobrecarga de agua y sodio ob­
servada en hiperaldosteronismo estaria en relaciôn con un 
aumento de filtraciôn glomerular (174) y con la expansiôn 
del compartimente extracelular présente en estos enfermos 
(166). Este fenômeno no es de gran ayuda diagnôstica ya 
que estaria présente en otras causas de hipertensiôn.

El antagonista compétitive de la Aldosterona, Espinoral^c- 
tona, ha sido utilizado en una prueba diagnôstica introdu- 
cida por Melby (175).

La inhibiciôn de la actividad de Aldosterona seria lograda 
con una concentraciôn molar entre 100:1 y 1000:1 de relaciôn 
Espironolactona:Aldosterona. La administraciôn de dosis ele- 
vadas (mâs de 40 0 mgr/dia) durante cierto tiempo produciria 
en enfermos con hiperaldosteronismo primario, una significa­
tiva reducciôn en la presiôn arterial, siendo este efecto mu- 
cho menor o nulo en casos de hipertensiôn con hiperaldoste­
ronismo secundario. En enfermos con hipertensiôn esencial 
con secreciôn normal de Aldosterona, pueden presenter una 
mejoria de la hipertensiôn con Espironolactona aunque se ob- 
tiene este efecto con dosis menores, del orden de 100 mgr/dia.
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otra prueba diagnôstica seria el test de sobrecarga sodica- 
Espinorolactona introducido por Birchall y Batson (176) en el 
que se compara el aclaramiento de potasio antes y despuês de 
la administraciôn de Espironolactona mientras el enfermo es 
mantenido en una dieta alta en sodio; una disminuiciôn del 
50% o mâs del aclaramiento de potasio indicaria hipersecre­
ciôn de Aldosterona aunque sin distinguir si es por mecanismo 
primario o secundario.

Desde las observaciones de Conn (177), indicando que en las 
glândulas sudoriparas no se produciria el mecanismo de escape 
observado en el rinon, se ha intentado aplicar el estudio del 
contenido electrolitico de la secreciôn sudoripara al diagnôs­
tico de hiperaldosteronismo, diferenciândose la hipersecreciôn 
de Aldosterona mediante la determinaciôn de Na/K (173-179).

Indice tambiên de un exceso de acciôn mineralocorticoidea 
y por tanto mêtodo diagnôstico de hiperaldosteronismo, seria 
el contenido en sodio y potasio de la secreciôn salivar en 
que una relaciôn Na/K menos de 0.2 5 seria diagnôstica de hi­
peraldosteronismo (178), aunque posteriormente no se ha con­
firmado su eficacia (173-180). Recientemente S. Wotman et al., 
midiendo concentraciones de potasio en secreciôn de glandula 
submaxilar, han encontrado distintas concentraciones en casos 
de hiperaldosteronismo primario debidos a adenoma que en casos 
de hiperplasia (181), lo cual no seria mâs que un resultado de 
distintos niveles de Aldosterona en los dos procesos.

Otros intentos diagnôsticos de hiperaldosteronismo m.ediante 
el estudio de las alteraciones electroliticas que el aumento 
de la secreciôn de Aldosterona ocasiona, han sido la determi­
naciôn de potasio intracelular en hematies (182), la medida 
de la diferencia de potencial elêctrico en la mucosa rectal 
(183) y la determinaciôn 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 mêtodos diagnôsticos descritos has­
ta ahora son iicprecisos e inespecificos ya que no distingui- 
rian entre hiperaldosteronismo primario y otros hiperaldoste­
ronismos con la precisiôn de los mêtodos diagnôsticos en que 
se détermina directamente la secreciôn de Aldosterona. Ya 
hemos descrito en la introducciôn al analisis de Aldosterona 
los mêtodos hasta ahora utilizados en el estudio directo de 
la secreciôn de Aldosterona como son la determinaciôn directa 
en orina de sus metabolites, la mediciôn de su secreciôn por 
mêtodos isotôpicos o la difîcil determinaciôn en plasma de 
niveles de Aldosterona por mêtodos indirectes o por analisis 
doble isotôpico. Ya hemos comentado la imprecision de unos 
mêtodos y la dificultad de otros aunque en el diagnôstico de 
hiperaldosteronismo es claro que los procedimientes basados 
en estos mêtodos analîticos son los mas eficaces en el diag­
nôstico y estudio del proceso.

La confirmaciôn mediante la mediciôn directa de la tfiada 
de hipertensiôn, producciôn de Aldosterona aumentada y pro­
ducciôn disminuida de renina ha sido hasta ahora la orienta­
ciôn bâsica en el diagnôstico ( 165-185 ). Utilizando
la medida directa de estos parâmetros, Biglieri ha introducido 
un test de supresiôn para el diagnôstico diferencial entre 
hiperaldosteronismos primarios y secundarios en el que la ad­
ministraciôn de desoxicorticosterona no produce supresiôn de 
la producciôn de Aldosterona en presencia de hiperaldostero­
nismo primario suprimiendo esta producciôn en el caso de hi­
peraldosteronismos secundarios mediante la supresiôn del



sistema renina-angiotensina (186-187 ). Este test ha supuesto 
un gran avance diagnostico aunque su use queda limitado per la 
necesaria hospitalizacion y el tiempo requerido de cuatro dîas 
Aderaas la imprecision de las medidas urinarias de Aidesterona 
hacen necesaria la medida de secrecion en 2M- horas para mayor 
exactitud, lo cual limita aûn mas el procedimiento.

Recientemente Biglieri ha descrito una modificacion de su 
test de supresion utilizando Fluorocortisona via oral (272 ). 
Una prueba indirecta para el diagnostico diferencial de los 
hiperaldosteronismos primaries y secundarios es la ideada per 
Kaplan y Silah de infusion de A,ngiotensina cuyos resultados 
han side revisados recientemente per Guedon (189),yque consist 
en la infusion intravehosa de Angiotensina viendo la cantidad, 
expresada en ng/Kgr/minute,que provoca una elevacion diastolic 
de 20 mmHg. En aidesteronismo primario la dosis necesaria sé­
ria de unes 3 a 4 ng/Kgr/minuto y en casos secundarios de 6.5 
ng/Kgr/minute.

Un importante avance en el diagnostico y localizaciôn de 
adenomas productores de Aldosterona fue el estudio mediante 
cateterizaciôn de niveles de Aldosterona en plasma de vena 
suprarrenal ( 141 ) , siendo este mêtodo junte con la flebo- 
grafia suprarrenal de una gran precision en la localizaciôn 
de adenomas ( 165).

Es évidente, en vista de la dificultad de los mêtodos direc­
tes y la imprecision de los indirectes,que no existe un test 
suficientemente simple y precise que permita seleccionar pa- 
cientes con hiperaldosteronismo primario entre enfermes afecto 
de hipertensiôn.

La mediciôn de niveles de Aldosterona en plasma perifêrico 
mediante radioinmunoensayo supondria un gran avance para los
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estudios diagnôsticos de hiperaldosteronismo ya que es mas 
precise que la determinaciôn de metabolites en orina y per 
supuesto mucho mas sencillo que la determinaciôn de secre- 
ciôn o la determinaciôn directa per doble diluciôn isotô- 
pica lo cual permite simplificar y por tante difundir los 
mêtodos diagnôsticos de determinaciôn directa.

Como aplicaciôn diagnôstica del mêtodo de radioinmunoen­
sayo hemos intentado modificar el test de supresiôn por 
mineralocorticoides determinando el efecto supresor en ni­
veles perifêricos de Aldosterona, intentando asi diferen- 
ciar hiperaldosteronismos primaries de secundarios de un 
modo practice para su aplicaciôn al diagnôstico diferen­
cial en enfermes hipertensos en rêgimen ambulatorio.
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4 - INTRODUCCION A LOS MECANISMOS PE RE6ULACI0N PE LA SECRE­
CION PE ALDOSTERONA.

Actualmente, los mecanismos conocidos an la regulacion 
de la secrecion suprarrenal de Aldosterona en el hombre 
serîan, ACTH, sistema Renina-Angiotensina y niveles plas- 
maticos de sodio y potasio.

ACTH elevaria la secrecion de Aldosterona a la vez que 
la de glucocorticoides, tanxo en hombre (188-190), como 
en cordero (45) y perro (194). El efecto en ratas séria 
menos acusado (191),

En el hombre, el efecto de ACTH seria relacionado con la 
dosis de ACTH exogeno, ya que pequehas dosis estimularian 
la secrecion glucocorticoidea, sin elevar la produccion de 
Aldosterona (192). La accion de ACTH, actuando de manera 
cronica, seria autolimitada (193) y la sensibilidad de la 
zona glomerulosa a la accion de ACTH, estaria facilitada 
por los niveles de Renina circulante (194). La ausencia 
de ACTH no aboliria la secrecion de Aldosterona, pero su 
presencia permite una respuesta maxima 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 (47-194), Angio­
tensina II actua 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 estimulaciôn (197-198).
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El sistema Renina-Angiotensina seria responsable de los 
cambios de produccion de Aldosterona, observados con deple- 

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

Durante depleciôn de sodio, la hipersecreciôn de Aldoste­

rona seria mediante estimulo del sistema Renina, cuva accion 

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

Aunque se ha demostrado repetidas veces la elevacion de 
Renina plasmâtica durante depleciôn sôdica (42-203-204), 

recientes trabajos de Best (205), midiendo Aldosterona peri- 
fêrica por un mêtodo doble isotôpico, indican cierta dispa- 
ridad entre niveles de Angiotensina II y Aldosterona, en 
respuesta a depleciôn sôdica en sujetos normales.

En humanos, el posible mecanismo de estimulo de producciôn 
de Renina, mediante depleciôn sôdica, seria mediante reduc- 
ciôn del volumen intravascular, aunque quizâs hubiese un me­
canismo separado segûn Bull (206) y Fabre (207).

Recientes trabajos de Gordon (208), Mogil (209) y Vendes
(210), indican que el estimulo de producciôn de Renina po- 
dria realizarse a travês del sistema nervioso simpâtico.

La respuesta de aumento de producciôn de Aldosterona seria 

un mecanismo homeostâtico adecuado para la conservaciôn de 

sodio y en relaciôn directa a la depleciôn sôdica producida
(211).

Las modificaciones en la producciôn de Aldosterona, produ- 

cidas por cambios posturales, han sido estudiadas por Balikian 

(212) y Cohen (200), mediante medidas de secrecion y excreciôn 

de Aldosterona. Gowenlock (213), estudiando cambios postura­

les en sujetos sumergidos en agua, sugiriô que el efecto pos­
tural de aumento de secreciôn de Aldosterona seria debido a



cambios hemodinâmicos de distribucion de fluidos, que con- 
sistirîan en una redistribuciôn sobre todo a miembros in- 
feriores (214). Que esta accion 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 interpréta este cambio postural como un 
mecanismo compensador tendante a mantener la presion ar­
terial y expandir el volumen plasmâtico.

El aumento de Aldosterona observado en el cambio postu­
ral seria determinado por un aumento en la secrecion, y 
no por un descenso en el aclaramiento, segûn han demostrado 
Balikian et al. (212).

El potasio ejerce una accion estimuladora directa sobre 
la zona glomerulosa, aumentando la secrecion de Aldosterona 
segûn estudios in vitro, con suprarrenales de buey (217) y 
rata (191).

La perfusion con sales de potasio de suprarrenales ai'sla- 
das en perros hipofisectomizados y nefrectomizados, produce 
también aumento de la secrecion de Aldosterona (218).

La sobrecarga de potasio en humanos, produce un aumento de 
secrecion de Aldosterona (4-219-220-221). El efecto de la 
sobrecarga de potasio en sujetos normales seria, segûn Davis 
(47), a travês de un estimulo directe de los niveles eleva- 
dos de potasio en plasma y por pêrdida de sodio secundaria 
a dicha sobrecarga que conduciria a la activaciôn del sis­
tema Renina-Angiotensina.

Recientemente, Funder et al. (222), han demostrado un efec 
to estimulador directo de potasio sobre la secrecion de Al­
dosterona en suprarrenal autotransplantada de cordero,
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independientemente de balance positive o negative de sodio.

Por otra parte, Maebashi et al. (223), han demostrado un 
efecto supresor de la ingestion 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 directo 
sobre el rinon, estimulando o inhibiendo la produccion de 
Renina independientemente de los niveles de Aldosterona o 
del balance do sodio. Por otra parte, Angiotensina II tie- 
ne un efecto directo de elevacion de niveles plasmaticos de 
potasio, aunque no en niveles suficientes para estimular la 
secrecion de Aldosterona (194).

En la primera parte de esta introducciôn, ya hemos mencio- 
nado los efectos de sodio plasmâtico sobre la macula dehsa y 
la produccion de Renina. Blair-West (45) y Davis (218), han 
demostrado una accion estimuladora directa de los descensos 
de sodio plasmâtico sobre la secrecion de Aldosterona, aun­
que este factor seria de poca importancia clinica, siendo el 
volumen intravascular un factor mâs importante en la regula­
cion Renina-Angiotensina Aldosterona (227).

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



Blair-West et al. (230), han estudiado la accion local 

de magnesio y calcio en suprarrenal autotransplantada en 
cordero, encontrando que un aumento de magnesio plasmâti­

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

La existencia de un posible factor pituitario anterior, 
controlador de la secrecion de Aldosterona, ha sido pro- 
puesto por Palmore (231), a partir de estudios en 'ratas 

en las que hipofisectomîa anula la respuesta a depleciôn 
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 A.CTH mâs tiro- 
xina, no producen dicho efecto.

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

Williams et al. (233), estudiando en er.fer.mos con pan- 
hipopituitarismo la respuesta de la secreciôn de Aldoste­
rona a la restricciôn sôdica y a la estimulaciôn con A.CTH, 
concluyen que habrîa otro factor pituitario distinto ce 
ACTH, que permitirîa la respuesta a la depleciôn sôdica.

Diverses autores han investigado la hipôtesis de un cen­
tre diencefâlico, regulador de la secreciôn de Aldosterona, 
siendo hasta ahora la evidencia negative, tanto en el perro 

(234-235) como en oveja (236), pareciendo pues que el sis­

tema nervioso central actuarîa en la secreciôn de Aldoste­

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

otro mecanismo nervioso central (47).

La hipôtesis de que existirian receptores nerviosos peri­

fêricos en la carotida, como via aferente para el control
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de la secreciôn 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 estimularîa directa­
mente en los baroreceptores, produciendo hipertensiôn (240).

Hay evidencia de la existencia de un ritmo circadiano en 
la secreciôn de Aldosterona. Los pocos estudios publica- 
dos (241-242-243-244-245) concuerdan en que existirxa ma­
yor excreciôn de Aldosterona durante el dîa, en particular 
las primeras horas, que durante la noche. Los estudios mâs 
complètes realizados, han sido los de Wolfe. Estudiando 
los niveles de Renina en plasma de sujetos normales (246) 
en posiciôn supina, observa una variaciôn con niveles m.âs 
elevados entre 2 A.M. y 8 A.M. y mâs bajos entre mediodîa 
y 6 P.M. En sujetos en posiciôn erecta, este cambio posi- 
cional produciria un estimulo mayor para la producciôn de 
Aldosterona en la mahana que en la tarde. Estudiando la 
secreciôn de Aldosterona, mediante 'el anâlisis de A.ldoste- 
rona en orina fraccionada (245) y eliminando el efecto de 
.ACTH mediante supresiôn con Dexametasona, llega a la con- 
clusiôn de que es la postura corporal el factor principal 
déterminante del ritmo circadiano, y que estes cambios se­
rîan determinados por modificaciones en la actividad plas­
mâtica de Renina.

De gran interês en el estudio de los mecanismos de regu- 
laciôn de la secreciôn de Aldosterona, han sido los estu­
dios hasta ahora realizados en animales y hombres anêfri- 
cos, ya que al eliminar el sistema Renina-Angiotensina, se



pueden evidenciar otros factores que influencien esta secre­
cion.

Expérimentes 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 secrecion de Aldosterona y que la ausencia del sistema 
Renina-Angiotensina previene la elevacion de secrecion de 
Aldosterona en respuesta a hemorragia.

Diverses autores han indicado diferencias entre diverses 
especies respecte al mecanismo responsable de la respuesta 
de Aldosterona a la depleciôn sôdica.

En cordero hipofisectomizado y deplecionado de sodio, la 
nefrectomia produce un descenso de la producciôn de .Aldos­
terona, sin que la hipofisectomîa tenga efecto significati­
ve, indicando que en cordero el sistema Renina-Angiotensina 
serîa mediador en la respuesta a la depleciôn sôdica (249).

Parece ser, segûn estudios recientes, que el sistema Re­
nina-Angiotensina ejercerîa un papel permisivo mâs que pri- 
mariamente estimulador, en la respuesta de Aldosterona a la 
depleciôn sôdica (250).

En el perro deplecionado de sodio, la respuesta a la ne- 
frectaria serîa similar a la del cordero (241-248).

Por el contrario, en la rata, existe el interrogante so­
bre el verdadero papel del sistema Renina-Angiotensina, pues 
diverses autores han indicado el mînimo efecto de la admini- 
straciôn aguda o crônica en la secreciôn de Aldosterona en 
la rata in vivo (251-252) e in vitro (253). En la rata, la 
nefrectomîa no causarîa un descenso en la secreciôn de Aldos­
terona y la depleciôn sôdica causarîa una respuesta normal (25
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persistiendo la hipersecreciôn de Aldosterona aûn en ausen­
cia del sistema Renina-Angiotensina.

El desarrollo de un mêtodo de determinaciôn plasmâtica de 
Aldosterona prâctico y précise como el radioinmunoensayo, y 
las posibilidades que la hemodiâlisis crônica ofrecen en el 
mantenimiento de enfermes anêfricos, permiten el estudio de 
la regulaciôn de Aldosterona en humanos anêfricos. Nosotros 
hemos intentado dilucidar el mecanismo de regulaciôn de Al­
dosterona ante el estimulo de depleciôn isomatrênica de vo­
lumen en humanos anêfricos, intentando resolver el interro­
gante planteado por las discrepancias observadas en distintas 
especies.

Como aplicaciôn 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 aplicaciôn clînica de la mediciôn de estos 
niveles. Hemos estudiado las variaciones producidas en los 
niveles de Aldosterona perifêricos con el estimulo postural, 
estableciendo los valores normales en estas situaciones. 
Tambiên hemos estudiado la posibilidad de variaciones diur- 
nas en los niveles de Aldosterona, como estudio previo a la 
elaboraciôn de mêtodos diagnôsticos de hiperaldosteronismo.

Tambiên hemos estudiado el efecto de depleciôn y sobrecarga 
salina en los niveles plasmâticos 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 regulaciôn de los niveles perifêricos de la hormona 
y como comprobaciôn in vivo de la utilidad del radioinmunoen­
sayo.



P A R T E  I - Desarrollo del mêtodo de Radioinmuno­

ensayo. Resultados Expérimentales.
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A - PARTE I DESARROLLO DEL METODO PE RADIOINMUNOENSAYO, 
RESULTADOS EXPERIMENTALES.

Reactivos y aparatos.

Diclorometano (CH2 CI2 ) (espectroanalizado) 
Etilens-'. .'-I (certificado ACS)
Acetona (espectroanalizada)
Tolueno (certificado ACS)
Eter-Petroleo (certificado ACS)

Los reactivos anteriormente citados, fueron 
obtenidos de Fisher Scientific Company.

Pronilenglicol (Cromatografico) 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 SO^H^ concentrado,en repose durante 14 h. 

Luego es destilado utilizando una columns de 
Tigreaux.
Carbon activado. Fisher Norit A 

Dextrano. 7 0 Pharmacia
Liquifluor. (New England Nuclear Corp.)

Scintisol. (Isolab Incorporated)

Aluminio Oxido Celite G . Merck 

Silica Gel G F^ ^ ^ Merck



Esteroides

Aldosterona inerre obtenida de E. Merck, Darmstadt, 
Alemania, y purificada en cromatografîa en capa fina 

de Celite G, impregnado con propilenglicol con dos 

desarrollos en Tolueno: CH^Cl^ (90:10) saturado con
propilenglicol.

Una vez purificada la aldosterona, se eluye de ce­
lite con cantidad minima de CH^Cl^ y diluyendo con 
etanol absoluto se cuantifica por absorcion ultra- 
violeta a 240 nm.

Conociendo la lectura a 2 40 nm = O.D. el peso mole­
cular = 360,4 y E maxima = 16000 se calcula la con- 
centraciôn de la disclucion:

— 9— 7 c  = Holes/litro
16 .000

Una vez cuantificada, se hacen diluciones de alma- 
cenamiento y de trabajo en 50% etanol acuoso.

1-2 Aldosterona

Obtenida de New England Nuclear Corporation, con 
una actividad especîfica de 49 C/mM.

Antes de su uso es purificada en cromatografîa de 
capa fina en el mismo sistema que la aldosterona 
inerte.

La disoluciôn es transferida a un frasco volumê- 

trico con 50% etanol acuoso y la concentracion deter- 
minada por conteo en contador de centelleo de partes

ialicuotas de la disoluciôn.



Aldosterona - y - Lactona

Preparada a partir de aldosterona purificada por 
oxidacion peryodada con 0,1 M H I 0̂  ̂ en 2% Piridina 

segûn el mêtodo descrito por Ulick y Vetter y repu- 

rificada por cromatografîa en papel (Whatman # 2 )  en 

ciclohexano-benceno-metanol-agua (5:3: 5:1, fase 
superior).

31-2-H Aldosterona - y  -  Lactona

Preparada por oxidacion peryodada y purificacion 
de 1-2-K^ Aldosterona al igual que aldosterona -  y -  

lactona, excepto que el papel cromatogrâfico es 
analizado para picos de radioactividad en un Contador 
Scanner Packard.

Otros esteroides

Los siguientes esteroides han sido utilizados tam­
biên en los estudios de especificidad de los antip 
sueros y en estudios de separaciôn cromatogrâfica.

Esteroides titriados 

1-2-H^ Cortisona
New England Nuclear NET-183 (0,25 mC/0,0017 mg)

1-2-H^ Hidrocortisona
New England Nuclear NET-185 (45 c/mM)

Esteroides inertes

Cortisol

Corrisona
Progesterona

Testosterona
17-B-Estradiol

Corticosterone



18-OH. desoxicorticosterona 

Etioacido de corticosterone 
Etioacido de hidrocortisona 

18-OH Corticosterone lactona

18-OH Desoxicorticosterona lactona

Los esteroides Progesterona, Testosterona, 17-3- 
Estradiol, Corticosterone, Hidrocortisona, Corrisona, 

fueron conseguidos de Steraloids Inc. y repurificados 
en cromatografîa antes de su uso.

Los esteroides o derivados 18-OH-B, 18-OH-Doca, 
Etioacido de hidrocortisona y Etioacido de corrico- 
sterona, fueron proporcionados por la Worcester Foun­
dation for Experimental Biology, Shrewsbury, Mass.

Los derivados lactonicos de 18-OH DOC y IS-OH-B 
fueron preparados por oxidacion peryodica con el mismo 
mêtodo que la aldosterona-lactona antes citado.

Todos los esteroides citados fueron prepurificados 
antes de su uso mediante cromaxograf£a y las distintas 
diluciones de trabajo estandarizadas por medio de 

absorcion ultraviolets.

Los nombres triviales usados son los siguientes:

Cortisol = 4-Pregnen-lle, 17a, 21 - Triol - 3, 20 - diona 
Aldosterona = 4-Pregnen-llg, 21-diol-3,18 ,20-Triona 
Progesterona = 4-Pregnen, 3-20-diona 
Testosterona = 4-Androsten-17g -ol, 3-ona 
Cortisona = 4-Pregnen-17a, 21-diol-3,11,20-Triona 
Corticosterona = 4-Pregnen-llg, 21-diol-3 ,20-diona 
17- -Estradiol = 1,3,5 (10)-Estratrien-3, 17 a-diol 
Desoxicorticosterona = 4-Pregnen-21-ol-3,20-diona
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Disoluciones

Disolucion equilibradora de fosfato (buffer-fosfato)

Se prépara disolviendo 9,94 gr. de NaH^ PO^.H^O y 

17,34 gr. de Na^H PO^ anhidro en 2 litres de agua desti- 

lada y ajustando la disolucion a pH 7,00 si es necesario. 
Se almacena a 4° hasta su uso.

Disolucion azul de Tétrazolium

A - 100 mgr. de azul de Tétrazolium se disuelven en 100 
ml. de H^O.

B - 160 gr. de NaOH se disuelven en 300 ml. de H^O. En-
friar y ahadir 200 ml. de metanol.

Antes de usar ahadir 5 ml. de disolucion A a 45 ml. de
disolucion B y mezclar en el nebulizador.

Plaças de Celite

Preparadas en el laboratorio con 40 gr. de Celite G, 
suspendidos en 80 ml. de agua. La suspension se extiende 
sobre 5 plaças de vidrio de 20 y 20 cm., lavadas con etanol. 
El extendedor usado debe dar un grosor de capa de 375 nm. 
Las plaças se dejan secar a temperatura ambiante y son 

activadas en posiciôn verrical en horno a 95° durante 

1 hora.

Se dejan enfriar en posiciôn vertical a temperatura 

ambiante y se almacenan en armario desecador hasta su uso.

Plaças de Silica Gel G.F.

Preparaciôn igual que plaças de Celite, utilizando 

Silica Gel G.F.



Disolucion de conreo

La disoluciôn 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 disoluciôn para conteo de triti 
se calculô contando un estandard de Tritio Tolueno, di- 
suelto en 10 ml. de la disoluciôn de conteo. También se 

midiô la efectividad ahadiendo a la mezcla 0,5 ml. de 
Buffer fosfato, produciendose asi un especimen similar 
a los utilizados en los experimentos.

Los resultados estân indicados en la Tabla n° ( 1 ).

El valor absoluto del estandard utilizado y ccrregido 
por tiempo transcurrido desde su fabricaciôn era

1,72 X 10^ desintegraciones por minuto. 
de aquî que:

Eficiencia sin Buffer-fosfato 32,27%
Eficiencia con Buffer-fosfato 31,26%
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B.k.g. .
B.k.g.
buffer
fosfato
H^Tolueno 

con 
buffer f.

Tiempo
conteo
minutos

50

50

16.65
16.65

16.65

H Tolueno 16.20 
16.05

16 .13

Conteo
total

1017

1050

C.p.m.
20

21

900.000 54057

900.000 55797

C.p.m.
corregido
b.k.g.

54033

55777

Estandard corregido = 1.728 x 10 D.P.M.
Eficiencia sin buffer fosfato 32 . 27%

Eficiencia con buffer fosfato 31.26% ,

TABLA - I

Eficiencia para tritio de la disolucion de conteo utilizada: 
Liquifluor:Scintisol:Tolueno (84:200:2000).



Pipeta automâtica Eppendorf con puntas cambiables de 0,5 ml,

Eppendorf Co. Alemania. Cuando es utilizada con pipetas 

desechables Pasteur, hay que utilizar unas valvulas adapta- 

das de goma que unen las cos pipetas.

Las mediciones de las pipetas automaticas fueron cali- 

bradas periodicamente por pesada de agua corregida para 
temperatura, considerandose satisfactoria una variacion 
de + 0,5%.

Columnas de elucion

Para eluir un esteroide de areas pequehas del soporte 
cromatografico utilizado, se han usado unas microcolumnas 
hechas en el laboratorio con micropipetas Pasteur de 
5 3/4 pulgadas, con el extremo de salida de la porcion 
ancha de la pipeta obstruido con fibra de vidrio y estre- 
chacas en su parte superior, por el que se introduce el 

soporte cromatografico a eluir (celite o silica gel) por 
medio de succion de vacîo. Estas microcolumnas son lavadas 
en CH^Clg repetidamente antes de ser utilizadas y deshe- 
chadas después de su uso.

Contador de centelleo

El utilizado en todas las mediciones fue un contador de 

centelleo liquido Packard Tricarb - 3200.

Para la identificaciôn de picos de radioactividad en pa­

pel cromatografico en los experimentos en que êsto fuese 

necesario se utilizô un contador Packard scanner.
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Viales de conteo

Viales de cristal libre de potasio de bajo BKG Packard. 

Los viales son desechados después de su uso.

Fotofluorometro Turner

Utilizado en el mêtodo de determinaciôn de aldosterona 

en plasma de vena adrenal para su cuantificaciôn, adaptân- 
dolo para mediciôn continua de soda fluorescencia en el 

papel cromatografico.



A-1 Introducciôn Metodologica. Radioinmunoensayo.

Los diversos experimentos que a continuacion se 
describen, fueron realizados en las etapas iniciales 

del desarrollo del mêtodo y los resultados obtenidos 

en los distintos estudios son los que condujeron al 
mêtodo definitivo o estandard, descrito en la seccion 

siguiente y que fuê el utilizado para la determinaciôn 

de aldosterona en los estudios clinicos.

Los estudios descritos en esta seccion estân agru- 
pados en varios apartados, segûn la etapa estudiada 
del mêtodo, aunque no indica que esten realizados 
sucesivamente.

Cuando los resultados de una experiencia llevaron a 
la modificacion de un paso del m.etodo, dicha modifica- 
ciôn se express en el experimento correspondiente.

Los distintos apartados en que hem:OS agrupado los 
experimentos son los siguientes;

1. Radioinmunoensayo
a) Separaciôn de esteroide libre y unido
b) Condiciones de equilibrio

c) Tratamiento de Tubos

2. Antisueros
a) Mêtodo de form.aciôn

b) Estudios de longevidad de las diluciones

c) Adiciôn de gamonaglobulina

d) Especificidad, reacciones cruzadas

3. Purificaciôn previa al radioinmunoensayo

a) Extracciôn
b) Particiôn
c) Crom.atografîa en capa fina
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Como descripciôn general de la metodologîa seguida y 

como aplicaciôn concrete a la teorîa general de radio­

inmunoensayo s descrita en la introducciôn general, lo 

que se intenta analizar a lo largo de los experimentos 

descritos en esta secciôn, son las distintas etapas en 
el proceso de purificaciôn de aldosterona y las distintas 

condiciones del radioinmunoensayo, que lleven a la des­
cripciôn de un mêtodo lo mâs sensible y especîfico posible.

Los estudios del sistema del radioinmunoensayo en sî, 
consister en incubar en tubo de ensayo la cantidad a 
medir del esteroide inerte, con una disoluciôn de anti- 
suero anti-esteroide y esteroide marcado con tritio. Una 
vez equilibrado el sistema quedarâ unido al anticuerpo 
una cantidad de esteroide marcado, en relaciôn inversa a 
la cantidad de esteroide inerte présente en el sistema. 
Entonces se sépara el esteroide libre del marcado por 
medio de un adsorbents que adsorba la fracciôn libre.

Midiendo la cantidad de esteroide marcado, unido al 

anticuerpo, en relaciôn con distintas cantidades estandard 
de esteroide inerte, se construirîa una curva estandard de 
cantidad de esteroide marcado unido en funciôn de cantidad 

inerte, extrapolando de esta curva las cantidades descono- 

cidas de esteroide inerte en funciôn de la cantidad de 
esteroide unido en el sistema.

En los siguientes experimentos, todos los estandards y 

en su caso las nuestras problema, son realizados en tri- 

plicado.

Los estandards de esteroide son pipeteados en tubos de 

ensayo y secados en horno de vacîo a 30°.
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En los estudios iniciales, se han estudiado distintos 
antisueros que se especifican en pagina (78), que son 

antisueros antialdosterona lactona (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 marcado, seran aldosterona- 

lactona y 1-2 aldosterona-lactona respectivamente.

En los experimentos en que se utilice el antisuero 0 38, 
los esteroides utilizados serân aldosterona y 1-2 
aldosterona.

0

El llamado 0-fosfato (0-F), se refiere a un factor de 
correccion utilizado en la curva estandard y en el calcule 
de las muestras destinado a corregir cada resultado indi­
vidual, por la fracciôn de esteroide libre, que no ha sido 
removido por el adsorbente utilizado en la separaciôn ce 
esteroide libre y unido al antisuero consiste en una diso­
luciôn de la disoluciôn equilibradora de fosfato, utilizada 
en el procedimiento, con una ccncentraciôn de esteroide 
marcado exactamente igual a la concentraciôn en que dicho 

esteroide marcado se encuentra en la disoluciôn de anti- 

suero-esteroide marcado.

Utilizando la misma cantidad de esta disoluciôn que de 

la compuesta por H'^-esteroide-antisuero y sometiendola al 

mismo procedimiento de separaciôn, la cantidad de esteroide 
marcado que quede libre en el sobrenadante habra que corre- 

girla en el resto de los tubos (estandards y muestras) pues 

indica la fracciôn de esteroide 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 mêtodo a desarrollar con- 

sistîa en la purificacion de aldosterona por extracciôn, 

particiôn y cromatografîa, lactonizaciôn, nueva purifica­

ciôn por un segundo sistema cromatografico y cuantificaciôn 
final en el sistema de radioinmunoensayo, utilizando un 
antisuero antialdosterona lactona.

El fin perseguido con la lactonizaciôn era, por una parte 
su mayor estabilidad en comparaciôn con aldosterona, y por 
otra parte, se pensô que la especificidad del anticuerpo 
serîa mayor y la interferencia final menor. En el curso 
de los estudios descritos a continuaciôn, se viô que la 
especificidad del antisuero antialdosterona era muy satis­
factoria, tanto o mâs que la de los antisueros antilactona. 
Ademâs, los reactivos del mêtodo utilizado para la lacto­

nizaciôn producîan interferencias inespecîficas en el sis­
tema de cuantificaciôn. Por otra parte, utilizando aldos­
terona y no su lactona, se simplificaba el ir.êtodo, evitando 
una etapa de lactonizaciôn y una cromatografîa sin deterioro 
de la exactitud y precisiôn del mêtodo.

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

En los experimentos descritos a continuaciôn, se 

estudian las distintas condiciones de separaciôn.

En general, el principio se basa en equilibraciôn 

de la soluciôn de esteroide inerte, esteroide marcado 

y antisuero.

Una vez conseguido el equilibrio, se sépara el esteroide 

libre por medio de un adsorbente y se mide la cantidad



de esteroide marcado que ha quedado unido al anticuer^ 
midiendo la radioactividad de una parte alicuota del . , 

sobrenadante (soluciôn de anticuerpo con esteroide 

unido).

En los experimentos que a continuaciôn se describen, 
se ha utilizado carbôn activado como medio de separa­
ciôn, estudiandose distintas condiciones de separaciôn 
y distintos recubrimientos de las particules de carbôn

El protocole general de separaciôn utilizado en los 

experimentos descritos, es el siguiente:

Aparté de los tubos estandard y los tubos muestra,
siempre se usan tubos totales y tubos 0, que no con-
tienen esteroide inerte.

Una vez secos los tubos estandard y los tubos muest
a êstos y a los tubos totales y C se les af.ace 0,5 ml.
de la soluciôn antisuero-esteroide marcado, utilizado 
en cada experimento.

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

Los tubos tôtal-antisuero y total-fosfato, no se 

someten al procedimiento de separaciôn, sino que se 

les ahade 0,5 ml. del buffer-fosfato utilizado y des- 

puês de mezclar, se mide la radioactividad de 0,5 ml. 

parte alicuota, que servira para, a partir de esa can­

tidad total ; calcular el porcentaje de esteroide unido 
en los otros tubos.
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Los tubes 0, OP, estandards y muestras, se someten al 
procedimiento de separacion, anadiendoles 0,5 ml. de la 

suspension de adsorbente, y una vez producida la sepa­
racion, se traslada 0,5 ml. del sobrenadante a un vial 

de conteo que despues de anadir 10 ml. de solucion de 

conteo se médira su radioactividad en un contador de 

centelleo.

En todos los experimentos se usa 0,5 ml . de buffer- 

fosfato, utilizado con 10 ml. de solucion de conteo 
como 3KG.

Câlculos

La media de cada grupo de triplicados se corrige para 
BKG y 0-fosfato y se divide por cpm totales en 0,25 ml. 
de la solucion antisuero-esteroide marcada (tubos suero- 
total) que darâ el porcentaje unido en los estandards.
De aquî se calcula tambiên el porcentaje libre y el 
cociente libre sobre unido (L/U) y los resultados- se 
llevan a un sistema de coordenadas en funcion de la 
concentraciôn de esteroide inerte de los estandards.

i - Comnaracion entre distintos recubrim.ientos de

carbon activado.

Se ban estudiado 3 sistemas de separacion.

A - Carbon activado recubierto de metilcelulosa
Suspension de 500 mgr. carbon activado (Fisher 

Norit A) y 50 mgr. de metilcelulosa (Fisher 

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

B - Carbon activado recubierto de dextrano

Suspension de 500 mgr. carbon activado (Fisher 

Norit A) y 50 mgr. dextrano +70 (Pharmacia P.M. 

70.000) en 200 ml. de b ; 'Fer-fosfato.
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C - Carbon activado

Suspension de 500 mgr. carbon activado (Fisher 

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

La solucion antisuero-esteroide marcado, utili- 

zada es antisuero 138 (6-30-70) a 1:400.000, con 
12 8 pgr/ml de aldosterona-lactona.

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

Los resultados expresados en la tabla n° (2 ) 
indican que el carbon activo no recubierto, tiene 
menor capacidad para adsorber esteroide libre, ya 
que el valor de 0-P es mas elevado. Las suspen- 
siones de carbon recubierto de dextrano o metil­
celulosa son comparables.

ii - Comparacion de condiciones de agitacion del sistema 

adsorbente.

Se realizaron diverses expérimentes, para deter- 

minar la capacidad de separacion del carbon activo 

recubierto de dextrano con distintos tipos de agi­

tacion una vez anadido este.

Estes experimentos se realizaron en las condicio­

nes de incubacion y temperature descritos en el 

metodo estandard.

En Tabla ( 3 ) se comparan dos curvas estandard.
La curva A fue obtenida agitando los tubos de
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O-Fosfato 

0-Suero 

100 ng.

Carbon
no

recubierto

168 cpm. 

58% Unido

Carbon 
recubierto 
de Dextrano

46 cpm. 

64% Unido

7% Unido 10% Unido

Carbon
recubierto de 
Metilcelulosa

17 cpm. 

66% Unido 

11% Unido

Caida en 
% unido

0-20 pg.

0-50 pg.

0-100 pg. 

0-200 pg.

14,5%

28,3%

34,8%

42,3%

15 ,8% 

28,9% 

38,3%

43,5%

15,5%

29,1%

39,1%

46 ,4%

TABLA 2

Separacion de las fracciones Libre y Unida utilizando 

carbon activado sin recubrir y recubierto de Dextrano 

o de Metilcelulosa.
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c . P . m .
Tiempo Conteos corregido %
Conteo Totales BKG Unido

% Libre
Libre Unido

BKG 50 1078 21.56

4.00
:otal 4.17 10,000 2441

4.01

7. 33
0-A 7.25 10,000 1391 56.98 43.02 0.75

7 . 30

12.43
50-A 11.92 10,000 758 31.06 68.94 2.22

12.43

18. 51
100-A 18.43 10,000 519 21.27 78.73 3.70

18.59

0-B

50-B

7 . 74
6.94

6.79 10,000 1375 56.33 43.57 0.77

11.15
10.81 10,000 864 35.40 64.60

11. 91

100-B
18.77

18.09
17.21 10,000 533 21.85 78.15

TABLA 3

Curva A - Agitacion 4 5 segundos
Curva B - Agitacion 2 0 segundos
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ensayo durante 4 5 segundos una vez anadido el car­

bon activo. Curva B en las mismas condiciones, 
pero agitando solo 2 0 segundos. Las curvas son 

semej antes.

En fig. ( 1 ) se comparan dos curvas estandard.
La diferencia metodologica 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 centrifugacion. En el repre­
sentado por la curva D, los tubos fueron dejados 
en repose una vez anadido el carbon-dextrano hasra 
la centrifugacion. Como se ve, no existe diferencia 
de adsorcion de esteroide libre y el simple descenso 
de la suspension de carbon-dextrano sobre la solu­
cion esteroide-antisuero, produce una maxima sepa­
racion de esteroide libre sin necesidad de agitacion.

Tambiên se estudiaron distintas condiciones de 
agitacion y reposo, pero ninguna de ellas diô re­

sultados mas saxisfactorios que las condiciones 
de reposo descritas.

iii - Condiciones de tiempo de equilibrio y temneratura

del sistema de separacion.

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 suspension de carbon-dextrano fuê anadida a 

20° .
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C Separacion 6“,equilibrio a 2 0 “ 3 h.



Curva B Equilibrio durante 21 h. a 6^. Suspen­
sion de carbon-dextrano frîa (conservada en bano

de hielo). Tubos mantenidos en bano de hielo has- : 
ta centrifugacion,

Curva C Equilibrio durante 3 h. a 20°. Tubos

enfriados en bano de hielo durante 10 minutes antes: 

de la adicion del carbon-dextrano frîo. Tubos en
, bano de hielo hasta centrifugacion.

La me]ores condiciones son las utilizadas en la 
preparacicn de la Curva 3, en que se produce menos 
disociacion el el origen (0 pgr.) con mayor descen­
so del % unido.

En este estudio se ha utilizado disolucion de an-»
. risuero 137 (3-10-70) 1:50.000, con 130 pg/ml de 

aldosTerona lactona,

iv - Comparacion de distinras concentracior.es de carbon - 
activado recubierro de dextrano.. EsTudio ce Icn 
Revidad de la suspension de adsorbente,

Para este estudio se investigo la separacion pro­
ducida por las distintas suspensiones del adsorbent 
en una disolucion de antisuero 137 (3-10-70)

31:50,000, con 108 pg, H aldostercna lactona/ml.

Las condiciones utilizadas son las mismas que en 
el metodo estandard.

Las distintas diluciones del adsorbente son :

A - Solucion de carbon-dextrano preparada 5 dias 

antes, con 5 00 mgr, de carbon, 5 0 mgr. de 
dextrano y 200 ml, de buffer-fosfato.
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De esta diluciôn se hizo otra al 50% con 

buffer-fosfato 0,6 2 mgr. carbon/0,5 ml.

B - Solucion fresca de 2 5 mgr. carbon, 2,5 mgr. 

dextrano y 10 ml. buffer-fosfato
1,2 5 mgr. carbon/0,5 ml.

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

0,6 2 mgr. carbon/0,5 ml.

D - Solucion preparada 5 dias antes como en A , ' 
pero sin diluir 1,2 5 mgr. carbon/o,5 ml.

En la Tabla ( 4 ) se ven los resultados obtenidos , 
expresando el tiempo de conteo de los triplicados, 
conteos por minute corregido para BKG, y % unido 
con 0 de esteroide inerte.

Como puede verse, los resultados indican que no 
bay variacion entre capacidad adsortiva de la so­
lucion de carbon conservada en refrigeracion a 4°. 
Adem.âs , comparando A y D, puede verse que 0,5 2 rn.gr/ml, 
de carbon produce una adsorcion maxima de esteroide 

libre y que un exceso de carbon-dextrano no cam.bia 

la separacion, no siendo necesaria por tanto, una 
rigurosa exactitud en la cantidad de solucion 

adsorbente adicionada al sistema.

b - Condiciones de equilibrio 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° - 5° es satisfactorio. En estu­

dios similares realizados con antisueros de la serie 138,



..K.G. 50 1011 20,22

Total
3,99

3,93
3,92 . 0 . 0 0 0 2513

TABLA

72

iiempo
Conteo

c .p.n.
Conteos corregido %
Totales BKG Unido

0,62 mgr. 
5 dias

7,16

7,19
7,90 10 .000 1328,09 52.85%

B
1,2 5 mgr. 7,41

7,23
7,31 .0 .000 1344,49 53.50%

0,62 mgr. 7,42
7,73

7,01 10.000 1333,57 53.06%

1,25 mgr. 
5 dias

7 ,12 

7,40
7,38 10.000 1349,64 53,70%

Adsorcion de la fraccion libre de esteroide con 
suspensiones de carbon activado de distinta 
concentraciôn y Icngevidad.
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se obtuvieron iguales resultados.

A continuaciôn se describe el estudio de las condi­

ciones de equilibrio realizado con el antisuero 0 88.

i - Tiempo de equilibrio de antisuero 088

En este estudio se utiliza la disolucion de 
antisuero - aldosterona, utilizada en el pro­

cedimiento definitivo, 1:400.000 de antisuero 088 
con 130 pg/ml de H aldosterona y 0,6% de gamma­
globuline. La preparacicn de estandards, incuba­
cion y separacion, es igual que en el método 
estandard variando unicamente el tiempo de equi­
librio a 4° .

En la figura ( 3 ) pueden verse las 4 curvas
estandard realizadas. El tier.-'c de incubacion c 
equilibrio a 4° entre la ' ...ero-

aldosterona y la aldoster-. - :...rtu iué de:

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

Curva D 6 7 horas

La curva mas sensible es la curva C. Con 2 horas 
de incubacion, el equilibrio no es suficiente y con 

67 horas al parecer se produce una falta de disocia­

cion 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 fuê de 14 a 35 horas a 4° de tem- 

peratura.
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c - Estudio de la interferencia en el sistema de distinros 

trataTr.ientos de tubos R.I.E.

En un sisxena de radioinmunoensayo en general, el 

lavado de los tubos en que se équilibra el sistema es 

de suma importancia, sobre todo en sistemas que utili- 

zan soluciones muy diluidas de anticuerpo o cantidades 

muy pequenas de substancia a médias, como el que aqui 
se estudia, ya que minimas impurezas pueden competir 
con el anticuerpo, produciendo resultados errôneos.

A continuacion, se describen diverses experimentos 
realizados para determinar el tratamiento de limpieza 
de los tubos, antes de ser utilizados en el radio­
inmunoensayo.

i - Efecto de lavado con âcido

Utilizando disolucion de antisuero 137 (3-10-70) 
1:50.000 con 108 pg. de aldolactona y sin adi­
cion de esteroide inerte y en las condiciones de 

separacion descritas en el metodo esxandard, se 
compararon 1) tubos 100 x 13 de borosilicato la- 
vados con detergente, agua, agua destilida y 
etanol, 2) tubos 100 x 13 de borosilicato lavados 
con detergente, âcido sulfürico, agua, agua des­

tilida y etanol.

Se utilizaron 10 tubos en cada grupo.

Los resultados fueron:
% unido

10 tubos lavados con 4-5,02
10 tubos lavados sin SO^H^ 52,20

Estos resultados son la media de los tubos.



Los tubos lavados con âcido, dieron adenâs re­

sultados errâticos. Se deduce que lavaido con 
âcido hay competicion entre esteroide y sub- 

stancias contaminantes, dando un % mayor de 

esteroide libre y produciendo ademâs maLa 
duplicaciôn.

ii - Comparacion entre distintos sistemas de lavado.

Se utilize antisuero 137 (3-10-7 G) 1 :îO.000
3con 12 8 pg. H aldosterona.

Se hicieron très curvas estandard, utilizando 
tubos 100 X 13 de torosilicatc diferenc.andcse 
cada grupo en el tipo ce lavado previo i su uso.
A) No prelavado
B) Lavados con Etanol x 4
C) Lavados en solucion detergente x 1 h.

agua X 10, agua destilida x 5 y etinol x 4.

En fig. ( 4 ) estân trazadas las curva: corres- 
pondientes a cada grupo. Las tres survis tienen 
el punto 0 seme]ante, separandose despuis, siendo 
la curva C la de mâs sensibilidad, encortrândose 

en los resultados de las curvas A y B resultados 
errâticos en los triplicados y menos lirearidad 

como puede verse en los puntos de la curva debido 

probablemente a contaminantes no eliminsdos con 

el sistema de lavado utilizado en estas curvas 

estandard.
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A-2 Estudio de antisueros antialdcsterona y 

antialdosterona-y-lactQua

a - Método de formacion de antisueros

Los antisueros utilizados en este estudio, fueron 

obtenidos por inyeccion en cordero de un conjugado 

de D-aldosterona-18 , 21-dihemisuccinato con albumina 

serica D-aldosterona lactona-18, 21-diheniisuccinat

Se inyecto una suspension del coir.plejo en adju­
vante de Frennd en 4 dosis (hombros y caderas).

La descripcion del procedimiento de formacion del 
complejo y tecnicas de inyeccion esta en preparacicn 
para su proxim.a publicacicn y fueron obtenidos en 
la Worcester Foundation for Experim.ental Biology, 
Shrewsbury, Mass. por R. Hanning y col. (255).

Los antisueros utilizados en esce trabajo, perte- 
necen a distintos animales designados con un num.ero 
de codigo.

Antisueros #137 y #138 son antialdcsterona lactona 
y el numéro anadido a continuaciôn de numéro de co­
digo, indica la fecha en que se obtuvo el antisuero 
por sangrade 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 antisueros son separadas 

en pequenos tubos de ensayo y conservadas a -12'̂  , 

licuificadas en agua fria para su uso y recongela- 

das inmediatamente.
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b - Titulacion de antisueros

Cada antisuero obtenido en distinto période del 
proceso de inmunizaciôn del animal correspondiente, 

tiene un tîtulo distinto, osea una capacidad de 
union antigênica diferente.

Por tanto, cada antisuero es usado a distinta 

diluciôn que permita obtener una saturaciôn del 50 

al 90%, con una predeterminada cantidad del este­

roide correspondiente.

Para averiguar esta diluciôn en cada antisuero 

obtenido, se hacen distintas diluciones y cada una 
se équilibra con una cantidad fi]a de esteroide 
marcado.

Una vez logrado el equilibrio, se sépara el este­
roide libre del unido por el procedimiento estandard, 
viendose asî la diluciôn que produce el porcentaje 
de saturaciôn deseado.

Benson y Yallow (161) en los primeros estudios 
générales sobre radioinmunoensayo, preconizaron el 
uso de diluciones de antisuero y cantidad de radio- 

ligando, que diesen una saturaciôn inicial, osea 
el 0 de la curva estandard de un 50%. En el pré­

sente trabajo, se ha visto que independientemente 

del tîtulo del antisuero utilizado, la sensibilidad 

del sistema aumenta, calibrândolo para obtener una 

saturaciôn inicial de un 70 a 90%.



c - Estudios de longevidad de las diluciones de antisuero.

Se tratô de determinar si el antisuero conservado, 
diluido en disolucion reguladora de fosfato a dilu- 

cion concentrada 1:10 0 0 o a diluciôn de trabajo 
1:1+00 . 000 a 5 se deterioraba o conservaba sus 

propiedades de afinidad. Se estudio la posibilidad 
de utilizer las diluciones de antisuero con sufi- 
cientes dias de separacion, para que fuese practice 
su utilizaciôn en distintas repeticiones del radio- 
inm.unoensayo, sin tener que hacer diluciones nuevas 
cada vez.

Para ello, se realizaron curvas estandard, utili­
zando las m.ismas diluciones al 1:1000 y al 1:400.000 
de distinta longevidad.

i - Antisuero 13 3

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

Curva A : Diluciôn 1:400.000, conservada 14 
dias a 4® y hecha a partir de una diluciôn 

1:100 0 nueva.

Curva B : Diluciôn 1:400.000 nueva, hecha a 

partir de diluciôn 1:1000, conservada 8 dias 

a 4°.

Curva C : Diluciôn 1:400.000 nueva hecha a 

partir de una diluciôn 1:1000, conservada a 

-12® durante 30 dias.



138 (6-30-70)

81

1;1000
14 dias a 4°

1:400.000 
14 dias a 4°

64

Caida en % Unido

16 27 38

kU.
20 50 100 200 100 ng.

46 7.1

1:1000 
8 dias a 4'

1:400.000
nueva

64 15 27 38 46 7.5

1:1000
30 dias a -12°
1:400.000 
nueva

64 17 29 38 47

TABLA 5



En la tabla se representan los % unices para 
0 y 100 ngr. 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 0 88

En la Tabla C 6 ) se representan los resulcados 
de los estudios de longevidad realizados con el 
antisuero 088.

Curva A : Diluciôn 1:1000 hasta el mismo dia 
que la 1:400.000 y esta conservada 4 dias a 4°.

Curva 3: Diluciôn 1:1000 25 dias a -14° y 
1:400.000 6 dias a 4°.

Curva C : Diluciôn 1:1000 40 dias a -14° y 
1:400.000 10 dias a 4°.

Por los resultados en la tabla, se comprueba 
que las diluciones al 1:1000 pueden conservarse 
congeladas a -14° al m.enos 40 dias y las dilu­
ciones 1:400.000 refrigeradas, a 4°, al menos 
10 dias sin que haya ninguna përdida de titulo 

del anticuerpo.

d - Estudios de adiciôn de y globulina inerte al antisuer

Es practice establecida en algunos sistem.as de 

radioinmunoensayo la adiciôn a las distintas diluciôn 

de antisuero de proteina inerte antigenicamente, con 

el fin de protéger al anticuerpo durante su^manipula- 
ciôn y aumentar su capacidad antigênica. Con objeto
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088

 Caida en % Unido_____
%B %U.
_J_ 2_0 ^  10_0 200_ 100 ng.

1:1000
nueva

A 80 11 22 38 52 5.1
1:400.000 
4 dias a 4°

1:1000
2 5 dias a -12°

B 80 11 24 37 55 6.0
1: 400.000 
6 dias a 4°

1:1000
40 dias a -12°

C 80 11 27 41 50 6.0
1:400.000 
10 dias a 4°

TABLA 6
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de verificar la posibilidad de mejorar la titulacion 

y precision de los antisueros antialdosterona y anti- 

aldosterona lactona, se realizaron los siguientes 

estudios.

i - Adicion de suero de cordero inerte a antisuero 
137 (3-24-70)

Para observar el efecto que la adiciôn de una 

proteina que fuese antigenicamente inerte re­
specte al antigeno estudiado tuviese sobre el 
antisuero, la primera observaciôn se hizo adi- 
cionando al antisuero una deterrninada cantidad 
de plasma del m.ismo animal, obtenida antes de 
comenzar el proceso de inmunizaciôn.

Se compararon dos curvas estandard a una dilu­
ciôn del antisuero 137 (3-24-70) 1:25.000 y con 
una concentraciôn de aldosterona lactona de 
130 pg/ml.

En fig. ( 5 ) la curva A se obtuvo sin adiciôn 
de suero inerte y la curva B se obtuvo en las 
mismas condiciones de equilibrio y separaciôn, 
pero anadiendo 0,3 ml. de plasma inerte 137 a 

50 ml. de la disoluciôn del antisuero 137 (3-24-70) 

con 130 pg/ml. de H"' aldosterona lactona.

Como se ve, la adiciôn de plasma inerte produce 

una elevaciôn del tîtulo del anticuerpo, con un 

valor 0 que de 29,93, ascendiô a 49,94% de 

esteroide unido.
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ii - Adicion de y-globulina hurr.ana a antisuero 137 
(3-10-70)

Una vez establecida la conveniencia de anadir 

proteina inerte a la diluciôn de antisuero, se 

pense utilizer y-globulina humana muy ccnveniente 
en cuanto a la posibilidad de poder utilizar 
siempre una proteina de iguales caracteristicas.

En la fig. ( 6 ) se comparan tres curvas.
Curva A fuê obtenida con diluciôn 1:42.000 de
antisuero 137 (3-1C-70) con 130 pgr. por ml. de
3H aldosterona lactona.

Curva 3 con la misma diluciôn de antisuero y
aldosterona lactona, pero con 0,5% de y-globulina
humana .

Curva C igual que B, mas un 2% de MeOH en la 
disolucion.

La curva con Me 01% se estudia por la posibilida 
de que la y-globulina a 0,6% constituyese un ex­
ceso proteico, que dificultase el acoplamiento 
del esteroide al anticuerpo y asi con el 2% de 
metanol precipitar un posible exceso de proteina.

Como se ve en la figura, las curvas B y C re­
presentan un mayor titulo que la curva A, con un 
% unido en el C de la curva de 68,56 y 56,70 re- 

spectivamente, en contraposicion con curva A, cuy 

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

Una posible explicaciôn del aumento de titulo 

del antisuero con la adicion de y-globulina, es
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que esta tuviese cierta afinidad por el esteroide 

actuando cono anticuerpo especifico en el sistema 

de equilibrio.

Por elle, hemos medido la capacidad de union de 

la Y-globulina usada con el esteroide utilizado.

iii - Afinidad de Y-globulina humana con aldosterona 
lactona.

Para medir esta afinidad, se preparô una diso- 
luciôn de Y-globulina humana al 0,16% ccn 130 pgr, 
de aldosterona lactona. Después de incubaciôn. 
se separô el esteroide libre por medio de carbôn- 
dextrano de rr.anera estandard.

Los resultados se van en la Tabla num. ( 7 ).

Como se va, el % de esteroide marcado que queca 
unido, es igual a] porcentaje nue el cerbon- 
dextrano no adsorbe y que en el sistema standard 

se corrige con el factor fosfato, osea la Y-glo­
bulina no tiene afinidad propia con el esxeroide.

En vista de estos resultados, que evidencian 
un aumento del tîtulo del anticuerpo con la adi- 

ciôn de 7-globulina y viendo tambien que la es- 
pecificidad del anticuerpo aumenxa con esta adi- 

cion (ver p. 92), se decidiô usar la adiciôn de 

Y-globulina humana a la diluciôn ce antisuero.
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Tiempo
conteo c.p.m. %

minutes Conteo corregidas Unido

B K G 100 1988

3,41
Total 3,39 10.000

3 ,40

1520
20 1589 57 1,95

1520

3354
O P  50 3740 50 1,75

3359

3.43
T P  3,48 10.000

3,49

TABLA 7

Afinidad de y globulina humana y Aldosterona



e - Reacciones Cruzadas.
Especificidad de antisueros.

Un antisuero producido contra un determinaco este­

roide, no es absolutamente especifico, sine cue por 

la similitud de las mcleculas esteroideas, se produ­
cer reacciones cruzadas entre elles, aunque el anti­
cuerpo tenga una especificidad mayor para el utili­
zado como estim.ulo antigenico.

Por esta falta de especificidad total, es nececario 
realizar una purificacion y aislamiento del esteroide 
a medir en el sisrema, en este case aldosterona, antes 
de cuantificarlo en el sistema de radioinmunoensayo.

*
A menor especiricidad del antisuero, sera r.ecesaria 

una mayor separacion del esteroide a medir de les otr 

esteroides naturales, sobre todo teniendo en cuenta q 

en casos como la aldosterona, su concentracion en plas 
ma hum.ano es mu y pequena en relacion con otros esteroi 
des como el cortisol.

El metodo mas util e informative de estudiar las 
reacciones cruzadas de un antisuero antialdosterona, 
consiste en m.edir en el sistem.a de radioinmunoensayo 

distir.tas cantidades del esteroide que se estudie y 
ver como interfiere en el sistema, osea el équivalente- 

que el sistema "interpréta" como aldosterona, o en 

su caso, aldosterona lactona.

En el caso de los antisueros de la serie 137 y 138, 

osea antisueros antialdosterona lactona, se ban estu- 

diado las reacciones cruzadas de los siguientes 

esteroides:
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180H Corticosterona lactona
180H Desoxicorticosterona lactona

Etioacido de Corticosterona

Etioacido de Hidrocortisona

Progesterona

D-Aldosterona
Hidrocortisona

Corticosterona
17-3-Estradiol
Testosterone

En el caso del antisuero 0 88 antialdosterona, que 
es el utilizado en el mêtodo definitive estandard, 
se han estudiado las reacciones cruzadas de los si­
guientes esteroides;

Hidrocortisona
Cortisone
Corticosterona
13-OH 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 interpréta como aldosterona y conociendo la 

cantidad en que dicho esteroide llega al sistema, una 
vez realizada la purificaciôn, se puede calculer el 
factor de interferencia introducido en la medida por 

cada esteroide, modificando el sistema de purificaciôn 

hasta que dicha interferencia sea despreciable.



En general, el mêtodo 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 radioinmunoensayo igual que las muestras 

problema en el procedim.iento estandard. Los resulta­
dos obtenidos se leen de la curva estandard como can­
tidad de aldosterona, siendo esta el équivalente en 
picogramos de aldosterona de la cantidad de esteroide 
utilizado.

En las Tablas (8 a 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 obrenidos 
en très distintos sangrados: (3-10-7G), (3-24-70) y 
(6-4-70).

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

con adicion de y-globulina, y en el (6-4-70) se corn-- 
para el antisuero sin Y-globulina, y el cambio de su 

especificidad con la adiciôn de Y-globulina.

Como puede verse en las Tablas, se produce un aumen­
to considerable de la especificidad, probablemente per 
el efecto protector que la Y-globulina ejerceria sobre 

el anticuerpo.

Los antisueros de la serie #138 estudiados son 

(4-21-70), (6-4-70) y (6-30-70). Todos con adiciôn 

de Y-globulina.

En las Tablas ( 15-15 ) se ven los resultados del 
estudio de especificidad, realizado con el antisuero
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antialdosterona 088 que es el utiliza.do en el mêtodo 
definitivo y que como se ha dicho antes, es una mezcla 

de dos sangrados distintos (11-26-59) y (1-5-70) ambos 

del mismo animal 0 88. Las reacciones cruzadas de este 

antisuero, fueron hechas con adicion de globulina.

El procedimiento de incubaciôn, separaciôn de este­

roide marcado libre, preparaciôn de estandards y con- 
centraciôn de y-globulina, es el mismo que el descrito 
en el procedimiento estandard definitivo.

Las diluciones usadas en cada antisuero, estan indi- 
cadas en la columna correspondiente de la Tabla ( ).

La diluciôn usada en el estudio del antisuero 088 
es 1:400.000, que es la utilizada en el mêtodo defi­
nitivo.

Como se ve en los resultados, aunque las reacciones 

cruzadas siguen una progresiôn de mayor interferencia 
a mayor cantidad de esteroide, no son absolutamente 
lineales. Este es en hecho observado ya por otros 
autores con antisueros especîficos para otros este­

roides como estrôgenos (Longhope).



ISUERO 137 (3-10-7G) Dil. 1:50.000 con y Globulina

Cantidad Reac cion cruzada
ESTEROIDE anadida exnr. en ng. Aide

D-Aldosterona 100 PS- 4

1 ng. ■+5
10 ng. 75

100 ng. > 400

Cortisol 100 PS- 2
1 ng. 1

10 ng. 3
100 ng. 0

Corticosterona 100 pg- 4
1 ng. 4

10 ng. 4

100

17-3 Estradiol ICO pg- 4

1 ng. 0

1J ng. 0

ng. 0

Tesxosterona 100 PS- b
1 3

10 ng. 5

ICC 5

18-OH 3 Lactona 100 PS- 7

1 ng. 13

10 ng. 18

100 ng. ~ 2:2

ABLA 8



ESTEROIDE

18-OH DOCA Lactona

Corticosterona
etioacido

Cortisol
exioacido

Progesterona

Cantidad
anadida

100 pg.

1 ng. 

10 ng. 

100 ng.

100 pg.
1 ng. 

10 ng. 
100 ng.

100 pg.
1 ng. 

10 ng. 
100 ng.

100 pg.
1 ng. 

10 ng. 
100 ng.

Reaccion cruzada
expr. en pg. Aldo,

1+
35 

126 

> 400

0

1
4

5

1
1
5
4

1
4

8

29

TABLA 8 BIS .

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

y Globulina. Diluciôn 1:50.000



ANTISUERO 137 (3-24-70) Dil. 1:25.030 ccn y Globulin

Cantidad Reaccion cruzada
ESTEROIDE anadida expr. en pg. Aldo.

D-Aldosterona 100 pg. 5

1 ng. 15
10 ng. 128

100 ng. > 400

Cortisol 100 pg. 0

1 ng. 2
10 ng. 0

100 ng. 0

Corticosterona 100 pg. 0
1 ng. 0

10 ng. 1

100 ng. 10

17-B Estradiol 100 pg. 4

1 ng. C
10 ng. 5

ICO ng. . 1

Testosterona 100 pg. °

1 ng. 0

10 ng. 5
100 ng. 8

18-OH B Lactona 100 pg. 0

1 ng. 7

10 ng. 86
100 ng. 184

TABLA S
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ESTEROIDE
Cantidad Reaccion cruzada
anadida expr. en pg. Aldo.

18-OH DOCA Lactona

Corticosterona
etioacido

Cortisol
etioacido

Progesterona

100 pg.

1 ng. 
10 .ng. 

100 ng.

100 pg.

1 ng. 
10 ng. 

100 ng.

100 pg.

1 ng. 
10 ng. 

100 ng.

100 pg.

1 ng. 
10 ng. 

100 ng.

26 

129 

> 400

0

0
0

2

0
0
0

0

3
0
2
39

TABLA 9 BIS

Reacciones cruzadas Antisuero 137 (3-24-70) 
Diluciôn 1:25.000 con y Globulina.



ANTISUERO 137 (5-4-73) Dil. 1 :2 '.COO sin v Globulin

Cantidad Reaccion cruzada
ESTEROIDE anadida expr. en pg. Aldo,

D-Aldosterona 100 pg. 35
1 ng. 27

10 ng. 58
IOC ng. < 100 ng.

Cortisol 100 pg. 44
1 ng. 7,5

10 ng. 17
100 ng. 37

Corticosterona 100 pg. 35,5
1 ng. 7,5

10 ng. 15,5
100 ng. 31

17-6 Estradiol 100 pg. 4 2
1 ng. 12

10 ng. IS
100 ng. 32,5

Testosterona 10 0 pg. 6 2,5
1 ng. 2 7

10 ng. 9 3
100 ng. 73

18-OH 3 Lactona 100 pg.
1 ng. 15,5

10 ng. 45,5
100 ng. 150

TABLA 10
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ESTEROIDE

18-OK DOCA Lactona

Corticosterona
etioacido

Cortisol
etioacido

Progesterona

Cantidad
anadida

100 pg.
1 ng. 

10 .ng. 
loo ng.

100 pg.
1 ng. 

10 ng. 
100 ng.

100 pg.
1 ng. 

10 ng. 
100 ng.

100 pg.
1 ng. 

10 ng. 
100 ng.

Reaccion cruzada
expr. en pg. Aldo.

25.5
34
99 ,5

< 100 ng.

6
2

9.5
23.5

9.5
8
5

23

53
7.5 
36 ,7

112

CABLA 10 BIS

Reacciones cruzadas Antisuero 137 (6-4-70) sin
Y Globulina. 'Diluciôn 1:20.000
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ANTISUERO 137 (6-4-70) Gil. 1:23.OOP con y Globulina.

Cantidad Reaccion cruzada
ESTEROIDE anadida expr. en pg. Aldo.

D-.Aldosterona 100 pg. 4
1 ng. 17

10 ng. 6 6
100 ng. >30 0

<10 0 ng.
Cortisol 100 pg. 8

1 ng. 1
10 ng. 3

100 ng. 12

Corticosterona 100 pg. 5
1 ng. 1

10 ng. 6
100 ng. 11

17-B Estradiol 100 pg. 4
1 ng. 0

10 ng. 2
10 0 ng. 7

Testosterona 100 pg. 14
1 ng. 

10 ng. 
100 ng.

18-OH B Lactona ICO pg.
1 ng. 

10 ng. 
100 ng.

CABLA 11

0
7

20

38
167
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ESTEROIDE
Cantidad
anadida

Reaccion cruzada
expr. en pg. Aldo,

18-OK DOCA Lactona

Corticosterona
etioacido

Cortisol
etioacido

Progesterona

100 pg.
1 ng. 

10 .ng. 
100 ng.

100 pg.
1 ng. 

10 ng. 
100 ng.

100 pg.
1 ng. 

10 ng. 
100 ng.

100 pg.
1 ng. 

10 ng. 
100 ng.

14
54 . 

170
>300
<100 ng,

4 
3
5 
8

1
2

10
6 9

TABLA 11 BIS

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

adiciôn de y Globulina. Diluciôn 1:20.000.



ANTISUERO 133 (4-21-70) Dll. 1:75.000 con Y Globulina.

Cantidad Reaccion cruzada
ESTEROIDE anadida expr. en pg. Aldo.

D-Aldosterona 100 pg. 8
1 ng. 20

10 ng. 52
100 ng.■ >400

Cortisol 100 pg. 6
1 ng. 2

10 ng. 1
100 ng. S

Corticosterona 100 pg. 9
1 ng. 2

in ng. 2
100 ng. 9

17-B Estradiol ICO pg. 8
1 ng. 2

10 ng.. 4
100 ng. 9

Testosterona 100'pg. 12
1 ng. 5

10 ng. IS
100 ng.. 33

18-OH B Lactona 100 pg. 2
1 ng. 4

10 ng. 13
100 ng. 59

TABLA 12
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ESTEROIDE

18-OH DOCA Lactona

Corticosterona
etioacido

Cortisol
etioacido

Progesterona

Cantidad
anadida

100 pg.
1 ng. 

10 .ng. 
100 ng.

100 pg.
1 ng. 

10 ng. 
100 ng.

100 pg.
1 ng. 

10 ng. 
100 ng.

ICO pg. 
1 ng. 

10 ng. 
100 ng.

Reaccion cruzada
expr. en pg. Aldo.

3 
20 

59
-̂372

0

1
4 
3

1
5

4
5 

22  

45

CABLA 12 BIS

Reacciones cruzadas Antisuero 138 (4-21-70).

Diluciôn de 1:75.000 con adiciôn de y Globulina,
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ANTISUERO 138 (6-4-70) Diluciôn 1:75.000 con y Globulins.

ESTEROIDE

D-/.ldosterona

Cortisol

Corticosterona

Cantidad
anadida

100 pg.
1 ng. 

10 ng. 
100 ng.

100 pg.
1 ng. 

10 ng. 
100 ng.

100 pg.
1 ng, 

10 ng. 
100 ng.

Reaccion cruzada 
expr. en pg. Aldo.

12

19
33

>200
<1000

13
3
9

17-B Estradiol

Testosterona

18-OH B Lactona

100 PE-
1 ng. 10

10 ng. 13
100 ng.

100 pg- 7

1 ng. '
10 ng. 21

100 ng. 41

100 Pg- 9

1 ng. 12

10 ng. 20
100 ng. 89

CABLA 13
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ESTEROIDE

18-OK DOCA Lactona

Corticosterona
etioacido

Cortisol
etioacido

Progesterona

Cantidad
anadida

100 pg.
1 ng. 

10 .ng. 
100 ng.

100 pg.
1 ng. 

10 ng. 
100 ng.

100 pg.
1 ng, 

10 ng. 
100 ng.

100 pg. 
1 ng. 

10 ng. 
100 ng.

Reaccion cruzada
expr, en pg. Aldo.

12

27
80

~303

6
10
11
11

10
11
10
10

11
14
22

41

TABLA 13 BIS

Reacciones cruzadas Antisuero 138 (6-4-70).
Diluciôn 1:75.000 con adiciôn de y Globulina.



■ISUERO 133 (6-30-70 ) 000 con Y Globulina

Cantidad Reaccion cruzada
ESTEROIDE anadida exnr. en pg. Aldo.

D-Aldosterona 100 pg. 4

1 ng. 2 6

10 ng. 56

10 0 ng. 300
1003

Cortisol 100 pg. 7

1 ng. 0
10 ng. 0

100 ng. 2

Corticosterona 100 pg. 5

1 ng. 0

• 10 ng. 0

100 ng. 10

17-6 Estradiol 100 pg. 4

1 ng. 2

10 ng. 3
100 ng. 18

Testosterona 100 pg.
1 ng. 3

10 ng.
10 0 ng. 2 9

18-OH B Lactona 100 pg. 2

1 ng. 1

10 ng. 22

100 ng. 55

TABLA 14
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ESTEROIDE

18-OK DOCA Lactona

Corticosterona
etioacido

Cortisol
etioacido

Progesterona

Cantidad
anadida

100 pg. 
1 r.g. 

10 .ng. 
100 ng.

100 pg.
1 ng. 

10 ng. 
100 ng.

100 pg.
1 ng. 

10 ng. 
100 ng.

100 pg.
1 ng. 

10 ng. 
100 ng.

Reaccion cruzada
expr. en pg. Aldo.

4
20

54
300

0
0

0

3

3 
2

2

0

4 
0

12

26

TABLA 14 BIS

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

Diluciôn 1:75.000 con adicion de y Globulina.
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A.NTISUERO 088. Diluciôn 1:400.000 con y Globulina.

ESTEROIDE

Cortisol

Corticosterona

Progesterona

Testosterona

Cortisona

18-OH DOCA

Cantidad 
anadida ng.

100

1000
10.000

100 . 000

100

1000

10.000

100.000

100
1000 

10 . 000 

100.000

100

1000

10.000
100.000

100 

1000 
10 .000 

100 .000

100

1000

10.000

100.000

Reaccion cruzada 
expr. en pg. Aldo.

4

4
13

110

6

240

13
8

75

280

0
4

56

270

2
6

30
126

TABLA 15
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ESTEROIDE

17-6 Estradiol

Aldosterona-Y 
Lactona

Cantidad
anadida pg.

100
1000

10.000

100.000

100
1000

10.000
100.000

Reaccion cruzada
expr. en pg. Aldo.

• 6 
0 
2 

6

24
114
400

100.000

TABLA 15 BIS

Reacciones cruzadas Antisuero 088. Dilucion
1:400.000 con y Globulina.



ANTISUERO 088. Dilucion 1:400.000 con y Sic

Cantidad Reaccion cruzadc
ESTEROIDE esteroide ne. e:-:or. en %

Cortisol 100 4 %

1000 0,4 %
10.000 0,13 %

100.000 0,03 %

Corticosterona ICO 8 %
1000 0 %

10.000 0,8 %

100.000 0,11 %
Progesterona ICO 5 %

1000 0,8 %
10.000 0,58 %

100.000 0,24 %

Testosterona ICO 13 %
1000 0,8 %

10.000 0,75 %
100.000 0,28 %

Cortisona 100 0 %
1000 0,4 %

10.000 0,56 %
100.000 0,27 %

18-OH DOCA 10 0 2 %
1000 0,6 %

10.000 0,3 %
100.000 0,27 %

TABLA
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ANTISUERO 088. Dilucion 1:400.000 con y Globulina,

ESTEROIDE

17-B Estradiol

Aldosterona-
Lactona

Cantidad 
esteroide pg.

100
1000

10.000 
100.000

100
1000

10.000 
100.000

Reaccion cruzada 
expr. en %

6 %
0 %
0,2 %
0,008%

24 %
11,4 %
4 %

100 %

TABLA 16 BIS

Reacciones cruzadas Antisuero 0 88. Dilucion 
1:400,000 con y Globulina. La reaccion cruzada 
esta expresada como porcentaje de la cantidad ’* 
de esteroide anadido.
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A-3 Estudio de métodcs de purificaciôn. 

a - Extraccion

Todos los estudios de las condiciones de extraccion 
se realizaron utilizando CH^Cl^ para la extraccion 

de aldosterona del especimen de plasma.

i - Relacion de volumen CH_Cl_/plasma

Se determine la cantidad minim.a de CH^Cl^ 
utilizable para una maxima extraccion de aldos­
terona.

Utilizando aldosterona titriada para medir 
las pêrdidas, se compararon las siguienxes con- 
diciones:

1) Extraccion del plasma con 5 volumenes de 
CHgClg en embudos de separaciôn por agitacion 
durante dos m.inutos , repitiendo la extraccion 
dos veces. Con esta técnica, la aldosterona 

m.arcada no extraida del plasma fué una m.edia 
de 1,95% de la aldosterona original.

2) Extraccion del plasma con 4 vôlum.enes de

Ch Clg en tubos con tapôn por agitacion violenta 
durante dos minutes. Se vio que realizando una 
sola extraccion por este metodo, la perdida me­

dia de aldosterona era de 1,9 9% (6 determinacio- 

nes) de la cantidad original, simiilar a la ob- 

servada con el mêtodo anterior, por lo que en 
el mêtodo definitivo se utilize este tipo de 
extraccion, igual de eficaz y much mas sencillo.
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ii - Lavado de CH^Cl^

Una vez realizada la extraccion, el CH^Clg es 
lavado con 1/7 de su volumen de 0,1 N NaOH. Con 
este volumen, la perdida de aldosterona es 1.30% 
de la cantidad original. El CH^Cl^ es lavado 
nuevamente con igual volumen de H^O que el uti- 
lizado de NaOH, produciendose una perdida media 
de 0,69%.

b - Particion

En el estudio del metodo de purificacion, se vio 
la necesidad de una etapa de purificacion previa a 
la cromatografîa, con objeto de eliminar del espe- 
cimen substancias grasas que producian resultados 
erraticos en el desarrollo cromatografico, alteran- 
do la movilidad del especimen y facilitando su 
dispersion, segun la concentracion de lipidos 
presente.

i - Comparacion de distintos metodos de particion.

Se extra]eron 10 ml. de un pool plasmatico, 
con 50 ml. de CH^Clg x 2 en triplicado (A,B,C).

Una vez separada la fraccion plasmatica, se 
disolvio en el CH^Cl^ 1-2 aldosterona 
(1250 c.p.m.).

El CHgClg fue entonces lavado con 0,1 N NaOH 
(10 ml.) y HgO (10 ml.).

Una vez secado el CH^Cl^ en rotor de vacio, 
el esteroide fue transferido a tubos de parti­
cion y secado con flujo de N^.
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Los très especimenes se disolvieron en 3 ml. 
20% Etanol.

A - Adicion de 10 ml. de Eter de petroleo.
Agitaciôn 1 minuto. Centrifugaciôn. Se
midiô radioactividad de 5ml. de la fase
Eter de petroleo.

B - Adicion de 10 ml. de Benceno. Particion
como A. Se determinô radioactividad de 5 ml
de fase Benceno.

C - Igual que especimen A, pero repitiendo la 
particion una segunda vez con Eter de pe­
troleo. Se midi6 la radioactividad de 5 ml. 
de la fase Eter Petroleo de la segunda parti 
ciôn.

Los resultados estân expresados en Tabla (17).

Como se infiere de los resultados , el sistema 
20% etanol:benceno independientemente de su capa 
cidad extractora de lipidos, no es utilizable, y 
que una elevada fraccion de aldosterona se trans 
fiere a la fase benceno, perdiêndose mas de un 6

Las pérdidas de aldosterona en el sistema de 
particion 20% etanol:éter-petrôleo en este expe- 
rimento, fueron de 7,7 0%. Repitiendo la mediciô 
de pérdidas en la fase éter benceno, en 10 suce- 
sivas determinaciones se encontre un valor medi 
de 3.5% de perdida de aldosterona.

Cromatograf i ando los•especimenes una vez rea- 
lizadas las diferentes particiones, se observé 
que el especimen purificado en el sistema 20%



Tiempo Conteos corr.
Conteo Totales BKG

1.15

del
control

B.K.G. 400 7896 19. 74

Control 1 400 480617 1181. 80.

Control 2 400 483333 1188.59
\ll85.19 = 100%

A-5 ml Eter Petr.
1° particion 400 26150 45.63 3.85 x 2 = 7.70%

C-5 ml Eter Petr. 
2® particion 400 9332 3.59 0.30 X 2 = 0.

B-5 ml Benceno 
1° particion 395.43 154261 370.36 31.24 x 2 = 62.49%

TABLA 17

Pérdidas en los sistemas de particion 
10% Etanol:Eter de Petroleo y 
20% Etanol:Benceno.
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etanoltbenceno, producîa marca visible en el 
cromatograma desde punto de aplicaciôn hasta 
el trente del solvente.

Los especimenes B y C no produjeron ninguna 
marca en el cromatograma, eliminândose el efec- 
to de dispersion. Una segunda particion con el 
sistema 20% Etanol:Eter-Petr6leo se considéré 
innecesaria, ya que solo produce mayores pérdi­
das sin mejorar la purificacién del especimen 
apreciablemente.

c - Estudio de sistemas cromatogrâficos. 

i - Sistemas cromatogrâficos.

En el primitive método proyectado utilizando 
anticuerpos antilactona, habia que utilizer dos 
sistemas cromatogrâficos.

El primero era utilizado después de la extrac- 
cién y particion y consistîa en plaças de celi- 
te preimpregnadas con-Formamida (solucién 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 primitive, era utilizado después de 
la lactonizacién de la muestra y consistia en 
plaças de Silica Gel F. desarrolladas en 6% de 
Etanol en benceno.

Como ya hemos dicho, el sistema de aldosterona 
lactona se abandoné por el sistema utilizando
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antisuero antialdosterona.

Desde un principio se intenté utilizer un solo 
sistema cromatografico que produjese una separa- 
cion satisfactoria entre aldosterona y demas es- 
teroides naturales y que ademâs no contaminase 
la muestra produciendo blancos de reactive ele- 
vados.

Desde un principio se intenté utilizer celite 
como soporte cromatografico, 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 carecteristicas de pro- 
ducir bajos blancos de reagente y suficiente 
separacion de esteroides.

9
El primer sistema utilizado, consistîa en:
A) Places de celite (20 x 20 cm.) de 375 mm. 

de espesor preimpregnadgis en acetone Propilenglicol 
(95:5) y con dos desarrollos en Tolueho-CH^Cl^ 
(90-10), saturado con propilenglicol.

Este sistema produce blancos reagentes muy sa- 
tisfactorios y una separacion adecuada de los 
distintos esteroides, con el unico inconveniente 
de que utilizando celite de distinto numéro de 
serie, se producen cambios en la separacién de 
cortisone y aldosterona, obligando a recromato- 
grafiar en algunos casos.

El sistema finalmente utilizado en el metodo 
estandard, consiste en:



B) Plaças de Celite G (20 x 20 cm.) de un 
espesor de 375 mm. activadas y almacenadas en 
armario desecador hasta su us'o.

Las plaças son preimpregnadas con etilenglicol 
propilenglicol predesarrollândolas en acetona: 
etilenglicol:propilenglicol (89:6:5).

Conviene aplicar las muestras durante los 
treinta minutos después de la impregnacion.
Las muestras se aplican en puntos ûnicos con 
acetona:diclorometano (1:1) y se aplican marca- 
dores a cada lado de la plaça.

Las plaças se desarrollan dos veces en Tolueno 
diclorometano:acetona (80:15:5) saturado con eti 
lenglicol:propilenglicol (3:1).

El segundo desarrollo conviene hacerlo tan 
pronto como ̂ se ha evaporado el solvente del pri­
mero (aproximadamente 9 minutos).

A continuaciôn describimos diversos experimen- 
tos realizados para determinar las caracteristi- 
cas de cada sistema cromatografico.

Tambiên se describen estudios realizados en 
sistemas de purificacion por cromatografîa en 
columna de silica gel.

ii - Separacion de Aldosterona y Cortisol y pérdidas 
de Aldosterona en diversos sistemas cromatogrâ­
ficos .

A continuaciôn describimos algunos experiment 
realizados en varios sistemas cromatogrâficos
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como un ejemplo de la sistemâtica seguida en 
el estudio de los diversos distemas analizados.

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

1, 2 y 3 desarrollados en el sistema:
Tolueno: CHClg (90:10) saturado con Propi­

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 plaça consis- 
tian en:

A: 1-2H^ Aldosterona 560 pg en cuadruplicado.
B: Cortisol inerte 5g.

1-2-H^ Cortisol 2.151 pg=166.600 c.p.m. 
1-2-H^ Aldosterona 500 pg.

Tubos B tambiên en cuadruplicado.

Una vez los tubos secos, se aplicaron utili­
zando CHgClg:Acetona (1:1), uno del grupo A y 
uno del grupo B en cada plaça por separado y 
tambiên contrôles de Aldosterona, Cortisol y 
Cortisona, desarrollândose la plaça segûn el 
sistema correspondiente.

Los valores Rp para cada sistema cromatogrâ- 
fico estân descritos en la Tabla (18).
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Sistema Aldosterona Cortisona Cortisol

1 0.45 0.37 0.17

2 0.41 0.33 0.15

3 0.37 0.27 0.11

4 0.47 0.37 0.16

TABLA 18

Valores Rp de distintos esteroides en 
sistemas cromatogrâficos 1-4.
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En la Tabla (19) se describen los resultados 
obtenidos en la mediciôn de porcentaje de Aldos­
terona o Cortisol eluido del area correspondien­
te a Aldosterona en los cuatro sistemas cromato­
grâficos .

Comparando de este modo diversos sistemas, se 
estudian asî sus valores Rp 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 impregnacion 
y de desarrollo hasta llegar a los dos sistemas 
descritos como A y B.

iii - Comparacion de uno o dos desarrollos en el
sistema A .

Este estudio se hizo aplicando en plaças de 
celite A y B duplicados de especimenes compues-

3tos de 26.2 pg. de 1-2 H Aldosterona. Antes 
de la aplicaciôn, las plaças fueron preimpreg­
nadas en 5% Propilenglicol en acetona. La pla­
ça A fuê desarrollada dos veces en el sistema 
Tolueno-CHgClg (90:10), saturado con propilenglicol, 
Plaça B desarrollada en el mismo sistema solo una 
vez.

Los valores Rp de los estandards, aplicados en 
los latérales de la plaça y visualizados con azul 
de Tétrazolium, estân indicados en la Tabla (20).



c.p.m.
Tiempo Conteos corr.
Conteo Totales BKG

12

BKG 10 184 18.4

Control H' 
Cortisol

Control H 
Aldosterona

1—A 

l-B

5.11
5.17

10
10

10

10

900.000 174062
900.000 176166

448853
451388

316418

7125

44866.4
45120.4 >

31623.4

694.1

175084 = 100% B

44994 = 100% A

70.28% Aldoster 

0.39% Cortisol

2 - A

2-B

3-A

3-B

4-A

10

10

10

10

10

292844 29276

8892

7314

870.8

321043 32085.9

713

313953 31376.9

65.04% Aldoster

0.49% Cortisol

71.31% Aldoster

0.40% Cortisol

69.73% Aldoster

4-B 10 7549 736.5 0.42% Cortisol

TABLA

Interferencia de cortisol y pérdidas de aldosterona 
en sistemas cromatogrâficos 1-4.



123

Cortisol Cortisona Aldosterona

Rp Un desarrollo 0.10 0.22 0.32

Rp Dos desarrollos 0.18 0.39 0.52

TABLA 2 0

Este aumento del valor Rp para distintos este­
roides con mayor diferencia entre ellos, osea 
con mayor separacion utilizando dos desarrollos, 
fue observado en casi todos los sistemas en que 
se utilizô propilenglicol o etilenglicol como 
fase inerte.

En el sistema B, que es el definitivamente 
utilizado en el método, un solo desarrollo pro­
ducîa unos valores Rp muy pequenos con poca 
movilidad de Aldosterona, Cortisol y Cortisona.

Eluyendo el area correspondiente a Aldosterona 
con CHgClg, saturado con agua el % de aldosterona 
recobrada fué:
1 desarrollo 81% de Aldosterona recobrada
2 desarrollos 85% de Aldosterona recobrada

Es évidente que no hay cambio apreciable en
las pérdidas de aldosterona en el sistema croma­
tograf ico con uno o dos desarrollos, siendo ésto 
vâlido tambiên para el sistema B.

iv - Dispersion de Aldosterona en sistema 
cromatografico A .

Con objeto de determinar las pérdidas de aldos­
terona en el sistema cromatografico, producidas
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por dispersion durante la emigracion del esteroide, 
se cromatografi6 aldosterona tritiada y se midi6 la- 
radioactividad en distintos segmentos de la plaça 
cromatograf i ca.

Una vez eluidas las distintas porciones de celite 
con CHgClg y acetona, se midiô su radioactividad 
calculandose asî el porcentaje de aldosterona pré­
sente.

En la figura ( 7 ) se esquematiza la plaça croma- 
togrâfica y el porcentaje de aldosterona marcada, 
encontrada en las distintas areas eluidas.

V - Dispersiôn de Aldosterona el el sistema cromato- 
grâfico B.

La metodologia utilizada fuê la misma que en el 
experimento descrito anteriormente en el estudio 
de dispersiôn en el sistema A.

En la figura ( 7) se esquematiza la plaça croma-
togrâfica y el % de aldosterona tritiada encontrada
en las distintas areas eluidas.

vi - Separaciôn de esteroides en sistema cromatografico A

Se han medido los valores de separaciôn de diverse 
esteroides en este sistema, aplicando los esteroides 
inertes por separado y mezclados en una aplicaciôn 
ûnica. El desplazamiento de los esteroides en el 
sistema cromatografiados por separado o mezclados, 
fuê el mismo.

Una vez desarrollada la plaça cromatogrâfica, se 
visualizaron los esteroides por nebulizaciôn con
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azul de Tétrazolium con soluciôn Porter-Silber y 
ligero calentamiento.

Una vez medida la distancia entre el punto de 
aplicaciôn y el centre de la zona en que se vi- ' 
sualizô el esteroide correspondiente (D.E.), se 
calcule el valor Rp dividiendo esta distancia por 
la distancia total recorrida por el frente sol­
vente (O.S.).

^ D.S.
Los valores obtenidos fueron los siguientes: 

Esteroide R_

18-OH Corticosterona 0.10
Cortisol 0.31
Aldosterona 0.52
Cortisona 0.62
18-OH Desoxicorticosterona 0.88

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

Por ello y para evitar esta interferencia in- 
termitente, se intentô desarrollar un nuevo sis­
tema cromatografico en que se pudieran s«^arar lo 
distintos esteroides, en un modo totalmente
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reproducible, sin verse alterada dicha separacion 
por el inevitable cambio en numéro de serie de 
celite utilizado.

vii - Separacion de Esteroides en sistema cromatogra- 
fico B .

En el estudio de separacion de diversos este­
roides en este sistema cromatografico, se utilize 
la misma metodologia que en el estudio del sistema 
A descrito anteriormente.

Los valores de separacion se expresan en Rcor- 
ticosterona, osea el cociente de dividir la dis­
tancia desde el centre de la zona de emigracion. 
del esteroide correspondiente al origen de apli­
caciôn por la distancia de emigraciôn de corti­
costerona.

Los valores estân indicados en Tabla ( 21 ),

Estes valores se calcularon en 20 plaças croma­
tograf i cas , utilizando diez envases distintos de 
celite en su preparaciôn, siendo la separaciôn 
encontrada igual en todas las repeticiones, con 
iguales valores Rp para los distintos esteroides.

viii - Determinaciôn de la interferencia producida por
Cortisol y Cortisona en el sistema cromatografico B .

Aunque en un sistema cromatografico, se esta- 
blezca una suficiente separaciôn 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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Rcorticosterona

18 OH Corticosterona 0.10
Cortisol 0.3U
Aldosterona 0.55
Cortisona 0.66

18 OH Deoxicorticosterona 0.86
Corticosterona 1.00
Deoxicorticosterona 1.10

TABLA 21

Separacion de distintos esteroides 
en el sistema cromatografico B.
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sobre todo cuando los esteroides separados estân 
en muy distinta proporciôn, como ocurre en el ca­
so de la aldosterona en el sistema cromatogrâfico 
que estudiamos, en que aunque los valores Rp en 
el sistema son ampliamente distintos para corti­
sol y cortisona, que el Rp de aldosterona, dada 
la gran diferencia de masa est-roidea a cromato­
graf iar entre ellos, siempra habrâ, utilizando 
una sola cromatografia, determinada cantidad de 
cortisona y cortisol en el area a eluir corres­
pondiente a la aldosterona. El presente estudio 
se realize para determinar si esta cantidad, una 
vez tenidas en cuenta las reacciones cruzadas, 
interferîa o no en la mediciôn de aldosterona.

Los esteroides utilizados, aldosterona, cor­
tisol y cortisona y 1-2 H aldosterona, 1-2 H 
cortisol y 1-2 cortisona, fueron purificados 
antes de su uso en el mismo sistema cromatogrâ­
fico que el estudiado y posteriormente se cuan- 
tificaron los esteroides'marcados mediante con­
teo de partes alicuotas y los inertes por absor- 
ciôn ultravioleta.

El sistema cromatogrâfico estudiado, es el uti­
lizado en el procedimiento estandard, plaças de 
celite pre-desarrolladas en Acetona 89 Propileno- 
glicol 5 y Etilenglicol 6 y desarrolladas x 2 en 
Tolueno 80 CH^Clg 15 y Acetona 5, saturado con 
Propilenoglicol-Etilenglicol (1:3).

Se cromatografiô una mezcla de los esteroides 
inertes aldosterona, cortisol y corticosterona, 
en cantidad correspondiente a la que llegarîa a



cromatografîa en el procedimiento normal de puri­
ficacion, Se utilizaron très plaças de cromatogr 
fia, denominadas H^A-H^F y H^E, y en cada una se 
aplico en triplicado la mezcla de esteroides 
inertes con el esteroide marcado correspondiente.
A cada lado de las plaças, se aplicaron estandards 
de los très esteroides que luego se visualizaron 
con A.T.Z.

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

Plaça H^A
3 .n -----  2580 c.p.m.1-2-H Aldosterona

Cortisona
Cortisol

Plaça H^F

100 ng. 
800 ng.

1-2-H^ Cortisol: 13200 c.p.m.
Esteroides inertes igual que plaça H^A.

Plaça H^E
1-2-H^ Cortisona: 7500 c.p.m.

Esteroides inertes igual que plaça H^A.

Una vez desarrolladas las plaças e identificados 
los estandards, se eluyeron las areas correspon- 
dientes a aldosterona en las très muestras de cada 
una de las très cromatoplacas y se contô su radio­
actividad.

En la Tabla (22) estân indicados los resultados, 
expresândose 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 cromatografîa y el por- 
centaje que se recoge en el area correspondiente 
a la aldosterona y considerando la reacciôn 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
raciôn es totalmente satisfactorio, dando niveles 
de interferencia despreciables.

ix - Interferencia producida por Cortisol en el sistema 
cromatogrâfico A .

La determinaciôn de dicha interferencia, osea 
la masa de cortisol que es acumulada en el area 
correspondiente a aldosterona, se realizô de ma- 
nera semejante al estudio descrito anteriormente 
para el sistema cromatogrâfico B, aunque en este 
experimento se realizô con especimenes complètes 
con posterior extracciôn y particiôn antes de 
realizar la cromatografîa.

Cada especimen consistiô en 10 ml. de un pool 
de plasma, con una concentraciôn de cortisol de
7,4 g/100 ml., anadiéndose a cada especimen 1 g. 
de cortisol inerte y 4,3 ng. de 1-2-H^ cortisol 
purificado. El motivo de anadir cortisol inerte 
a la muestra, es el simular alta concentraciôn 
de cortisol, para que la interferencia en el sis­
tema cromatogrâfico sea real con una gran masa 
de cortisol arrastrando en el desarrollo cromato­
grâfico el porcentaje correspondiente de cortisol



tritiado hasta el area de aldosterona. Una vez 
preparados los especimenes se realizô la extrac­
ciôn y particiôn segûn el metodo estandard, siendo 
cromatografiados en el sistema A. Una vez identi- 
ficada y eluida el area de aldosterona, se midiô 
su radioactividad, correspondiente a 1-2-H^ cor­
tisol, calculando asi el porcentaje del cortisol 
tritiado anadido iniçialmente. Los resultados 
estân descritos en la Tabla (23). ^

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.

X - Estudios de purificacion de Aldosterona por cro- 
matografia en columna de Silica Gel 8 x 30 mm.

Se estudiô la posibilidad de utilizar columnas 
de silica gel como método de aislamiento de al­
dosterona previamente al radioinmunoensayo.

Como estudio previo antes de verificar la puri- 
ficaciôn 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 CH^Cl^.

Los especimenes consistieron en 1120 pg. de
31-2 H aldosterona, disueltos en 50 ml. de CHgClg 

que se dejaron caer libremente por la columna, 
recogiéndolos y una vez secados en vacio, trans­
ferido el esteroide marcado a vial de conteo y
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BKG

Control 1

Control 2 

Aldo. Area 1 

Aldo. Area 2

Tiempo
Conteo

50

13.59

2

2

Conteos
Totales

1067

900.000

1032

1367

c.p.m.
corr.
BKG

21.34

13.40 900.000 67142.83

66203.80

494.60

662.16

% de Cortisol 
en Aldo. area

66673.32 = 100%

= 0.7419%

= 0.9931%

TABLA 2 3

Interferencia de Cortisol en el sistema 
cromatogrâfico A.
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medida su radioactividad. (Duplicados A-1, A-2).

Las columnas fueron eluidas a continuaciôn con 
5 ml. de una disoluciôn de CH^Cl^:metanol (100:7), 
recogidos y medida su radioactividad (Duplicados 
B-1, B-2).

Las columnas fueron eluidas finalmente con 5 ml. 
de una disoluciôn CH^Clg:acetona (7:4), recogidos 
y medida su radioactividad (Duplicados C-1, C-2).

Los resultados estân indicados en la Tabla (24) 
donde se expresa la media de suplicados.

% de Aldosterona 
50 ml. CHgClg recogido - A 0.045%
5 ml. CHgClg-Metanol - B 28.5 %
5 ml. CHgClg-Acetona - C 8.79 %

TABLA 24

Los resultados indican que la columna de silica 
gel adsorbe la aldosterona del disolvente CH^Cl^ 
pero que la reextracciôn con CH^Cl^:metanol, pro­
duce unas pérdidas excesivas con una recogida mi­
nima y que eluyendo con un solvente mas como ace­
tona, tampoco produce recogida significativa de 
la aldosterona.

xi - Cromatografia en columnas de Silica Gen activada 
8 X 60 mm.

Se estudiô otro sistema de columna, utilizando 
columnas de mayor longitud (60 mm.) a igual diâ- 
metro (3 mm.) de Silica Gel activada a 135® durante 
dos horas.
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La metodologia seguida fuê semejante a la del 
experimento anterior, disolviendo el especimen 
en 100 ml. de CH^Clg, dejando fluir el especimen 
a travês de la columna por gravedad.

Las sucesivas eluciones de las columnas, se 
realizaron sucesivamente con 10 ml. de acetona: 
CH^Clg (1:1) (A-1) (A-2) y con 10 ml. de CH^Cl^: 
metanol (1:1) (B-1) (B-2).

Paralelamente, se realizô el mismo experimento, 
tambiên 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 eluciôn, estân ex­
presados en la Tabla (25).

3% de H Aldosterona
Silica Gel Activada

Acetona:CHgClg - A 22.14%
Metanol:CH^Clg - B 43.13%

Silica Gel no activada
Acetona:CHgClg - C . 11.32%
Metanol:CH2Clg - D 26.21%

TABLA 2 5

Los resultados obtenidos con Silica Gel activada 
en cuanto a pérdidas de aldosterona, son superiores 
a los obtenidos en columnas sin activaciôn previa, 
siendo superior la eluciôn con metanol que con ace­
tona, pero aûn asi, las pérdidas son superiores al 
50%, por lo que se decidiô no proseguir con el estudio
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de purificaciôn por columna y adoptar el sistema 
de purificaciôn por cromatografîa en capa fina.
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A-4 Protocolo Definitivo del metodo. 

a - Reagentes y Disoluciones.

Los reactivos, la aldosterona inerte y 1-2 
aldosterona, son los descritos en pagina 
en la descripciôn general de materiales, al igual 
que las disoluciones de conteo, de azul de Tétra­
zolium y la solucion equilibradora de fosfato, 
plaças de celite.

A continuacion se describen las disoluciones' 
especîficas utilizadas en el mêtodo estandard de­
finitivo.

Diluciones de aldosterona inerte.

Una vez cuantificada (pâg. ) la aldosterona 
purificada, se almacena en una diluciôn en 50% 
etanol acuoso con una concentraciôn de 10 mg/ml.

No conviene almacenar aldosterona en disoluciôn 
en etanol absoluto, ya que se forma un derivado 
hemiacetal con distinta movilidad cromatogrâfica.

A partir de la diluciôn de almacenamiento, se 
hacen diluciones de trabajo también en 50% etanol.

200 pg/ml - 0.1 ml = 20 pg
500 pg/ml - 0.1 ml = 50 pg

1 ng/ml - 0.1 ml =100 pg
- 0.2 ml =200 pg

Todas las diluciones son conservadas a -12®.



140

Diluciones de 1-2-H^ Aldosterona

a

Una vez purificada y cuantificada segun descrito 
en pagina (50 ), se hace una diluciôn con 50% eta­
nol acuoso de 16.37 g/ml. (1.56 x 10^ cpm/ml) para 
usar en la preparaciôn de la disoluciôn de anti- 
suero-H -aldosterona y buffer-fosfato-H -aldosterona.

Se prépara otra diluciôn con 50% etanol acuoso de 
131 pg/ml (12596 cpm/ml), que se utilizarâ para la 
mediciôn de las pêrdidas en especimenes indivi- 
duales, a lo largo del proceso de purificaciôn.

Vidrio

Todo el material de vidrio utilizado, es lavado 
con soluciôn caliente de detergente, aclarado con 
agua X 10 agua destilàda x 5 y etanol x 5.

Las pipetas de vidrio son lavadas con soluciôn 
lavadora de âcido sulfûrico-dicromato antes de ser 
aclaradas.

Las micropipetas utilizadas para la aplicaciôn 
en las plaças cromatogrâficas, son lavadas en de­
tergente y aclaradas en corrientes sucesivas de 
acetona, metanol y cloroformo.

La preparaciôn de las microcolumnas utilizadas 
para la eluciôn de la aldosterona adsorbida en ce­
lite, ha sido descritas en pagina ( 56 ) y son la­
vadas con CHgClg y acetona antes de su uso.

Los tubos de ensayo utilizados (15 x 85 PYREX y 
100 X 13 de borosilicato), las microcolumnas de 
eluciôn, las pipetas Pasteur y puntas de plâstico
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de pipeta automâtica, son utilizados una sola vez, 
desechândose después de su uso.

Diluciones de antisuero

a) Diluciôn 1:1000

Soluciôn equilibradora de fosfato de sodio (0.1 M , 
pH 7.0) (aproximadamente 50 ml.) en frasco volume- 
trico de 100 ml.

Se anaden 2 ml. de Gammaglobuline humana (Merck. 
Co.) y 0.1 ml. del antisuero de cordero. Después 
de diluir hasta volumen con el buffer-fosfato, la 
soluciôn se mezcla suavemente para evitar formaciôn 
excesiva de espuma.

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

b) Diluciôn 1:400.000 conteniendo aldosterona.

13.000 pg de 1-2-H^ aldosterona purificada en 50% 
etanol, son secados con corriente de en frasco 
volumêtrico de 100 ml. Sè ahaden buffer-fosfato 
(aproximadamente 50 ml.) y 2 ml. de gammaglobuline 
humane, Después de anadir 0.25 ml. de la diluciôn 
1:1000, la disoluciôn se compléta hasta 100 ml. con 
buffer-fosfato y se mezcla suavemente. Esta dilu­
ciôn es estable a 4° un minime de 3 semanas (ver
p. 82 ).

3Buffer-fosfato-H Aldosterona.

113.000 pg. de 1-2-H^ aldosterona purificada en 50% 
etanol, son secados en un frasco volumêtrico de 100
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ml. al que se anaden 100 ml. de buffer-fosfato.
Se mezcla por agitaciôn y la disoluciôn es alma- 
cenada a 4°.

Carbôn activado recubierto de Dextrano.

500 mgr. de carbôn activado (Fisher Norit A), 
es lavado 2 veces en buffer-fosfato, para eliminar 
particules finas, se suspende en 100 ml. de buffer- 
fosfato y se anade a una soluciôn de 50 mgr. de 
dextrano 70 (Pharmacia) en 100 ml. de buffer-fos- 
fato, Almacenar a 4°.

■b - Extracciôn 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 tapôn de 70 ml.

Con objeto de poder calculer las pêrdidas a.lo 
largo del procedimiento, se anade a cada especimen 
26 pg. de 1-2-H^ aldosterona (2500 cpm). La misma 
cantidad se anade en duplicado a viales de conteo, 
para ser usada como control. Teniendo en cuenta 
la parte alicuota del especimen original que llega 
al final del radioinmunoensayo, la masa de aldos­
terona anadida es despreciable no interfiriendo en 
el sistema final de equilibrio ya que en cada tubo ■ 
de equilibrio del R.I.E. habrâ menos de 2 pg. dé

En caso de especimenes con alta concentraciôn de 
aldosterona como plasma de ven suprarrenal, se 
usarâ 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 calculo de pêrdidas 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 bianco 
de reagente, utilizando agua destilada en vez de 
plasma. En estos blancos no se anade 1-2 al­
dosterona,

A cada tubo se anaden volumetricamente 35 ml. de 
diclorometano, y después de taparlos se agitan 
füertemente por dos minutos. Se centrifuge y se 
élimina la fase plasmatica por succion.

El extracto de diclorometano se lava con 5 ml. 
de 0.1 N NaOH por agitaciôn. Se centrifuge y se 
élimina el NaOH por succiôn.

Se lava el extracto de diclorometano con 5 pil. 
de agua destilada, se centrifuge y se élimina el 
agua por centrifugaciôn. Después de cada centri- 
fugaciôn, hay que tener cuidado en eliminar por 
succiôn ademâs del sobrenadante, cualquier material 
interfasico.

Una vez realizados los lavados, se transfieren 
volumetricamente 2 5 ml. del extracto de dicloro­
metano a un tubo cônico con tapôn, de 40 ml. de 
capacidad, Entonces, el extracto es secado en bano 
a 40® y flujo de N^.
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c - Particion.

La particion se realiza entre éter de petroleo 
y 20% etanol acuoso.

El residuo seco de los tubos conicos, se sus­
pende en 3 ml. de 20% etanol acuoso y se anaden 
10 ml. de éter de petroleo. Se agita 1 minuto y 
se centrifuge.

Después de centrifuger, se extrae la fase de pe- 
trôleo éter por succion, incluyendo cualquier ma­
terial interfasico, ya que si se deje en el espe­
cimen produce posteriormente estriaciôn a lo lar­
go del desarrollo en la place cromatogrâfica.

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 bano de 40° con 
flujo de Ng.

En esta etapa del procedimiento, los especimenes 
una vez secos, pueden almacenarse 12-2 4 horas a 
-12°. Almacenamiento mas prolongado causa adsor- 
ciôn del esteroide en el vidrio, con la consiguiente 
pérdida, Esto puede evitarse anadiendo etanol ab­
soluto al tubo, dejandolo en reposo 30 a 60 minutos 
y evaporândolo inmediatamente antes de la cromato- 
grafia,

d - Cromatografia en capa fina.

Se utilizan plaças 20 x 20 cm., recubiertas con 
una capa de Celite G de 37 5 mm. Se impregnan con 
etilenglicol:propilenglicol, por medio de
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predesarrollo en acetona:etilenglicol;propilenglicol 
(89:6:5). En un mâximo de 30 minutos después de la 
impregnaciôn, se aplican los especimenes a la cro- 
matoplaca, lo cual se realiza transfiriendo"el 
especimen del tubo seco en que se encuentre a un 
punto ûnico de la plaça,por medio de una disolu­
ciôn de acetona:diclorometano (1:1), utilizando 
una micropipeta.

Conviene realizar la transferencia 4 veces con 
pequehas cantidades de la disoluciôn, humedeciendo 
las paredes del tubo y centri fugando antes de cada 
transferencia.

En cada plaça, se pueden aplicar cuatro especi­
menes separados entre si 3 cm. y aplicados a 1,5 
cm. del origen de la plaça. A cada lado de la 
plaça (2 cm. del borde) y en el mismo nivel, se 
aplica el estandard de aldosterona que luego se 
visuàlizarâ. El final del frente del solvente se 
coloca a 15 cm. del punto de aplicaciôn. Las pla­
ças 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 prônto como el disolvente del 
primero se ha evaporado, que es alrededor de 9 mi­
nutos .

Después de la evaporaciôn del solvente del segun- 
do desarrollo, se protege el centro de la plaça con 
una plaça de vidrio limpia y se rocian los bordes 
(3 cm.) con la disoluciôn de azul de tétrazolium
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en hidroxido sôdico metanolico, asi se visualizarân 
los contrôles de aldosterona.

El area correspond!ente 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 sépara 
de la plaça con una espâtula y por medio de succion 
el celite se transfiere a una microcolumna taponada . 
con fibra de vidrio por un extremo, quedando el cer- 
lite atrapado en la microcolumna.

El esteroide se eluye del celite, anadiendo 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 éva­
pora en bano a 40° con flujo de , quedando asi el 
especimen preparado para su eluciôn para el radio­
inmunoensayo .

e - Radioinmunoensayo.

i - Equilibrio.

Tubos no reutilizables de borosilicato, son 
los usados para el radioinmunoensayo.

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 très tubos de ensayo y a un vial de 
conteo. La parte alicuota en el vial de con­
teo, se utiliza para determinar las pêrdidas 
de aldosterona tritiada en cada especimen du­
rante el proceso de purificaciôn.

Es importante al pipetear los especimenes y 
estandards el usar pipetas con punta alargada 
para dejar la soluciôn en el fonde del tubo.
Los especimenes y los estandards son secados 
en horno de vacio a 30°.

"Totales" y "Ceros"

En Tubos de ensayo en triplicado pipetear
Suero Fosfato
Total Suero-0 Total Fosfato-0

Disoluciôn
Aldosterona

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

Aldosterona
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, anadiendo 10 ml. de soluciôn 
de conteo.

*En los especimenes que se considéré contienen 
mas de 650 pg. de aldosterona, se harân 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 pâg.
( 60 ) y consiste en un factor de correcciôn para 
el esteroide libre, que no es removido del sobre­
nadante despuis del tratamiento con carbôn acti­
vado (1.5 - 2%).

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

Los tubos se agitan durante 1 minuto y cubriln- 
dolos con papel de aluminio, se dejan a 4° duran­
te 14-36 horas para lograr el equilibrio entre 
esteroide libre y marcado.

Separaciôn de esteroide'libre y unido.

La separaciôn se hace cada vez.en un mâximo de 
36 tubos. Si hay mâs de 36, se harân varias sepa- 
raciones. Se incluyen los tubos estandard, inclu­
yendo los tubos suero-0, los especimenes y los tu­
bos fosfato-0.

Se coloca un mâximo de 36 tubos en bano de hie- 
lo.

La suspensiôn de carbôn activado recubierto de 
dextrano es mantenida también en bano de hielo
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hasta su uso inmediato. Una parte alicuota de 
aproximadamente 40 ml. es colocada en un reci- 
piênte, conteniendo un magneto.

La suspension es mezclada rapidamente con un 
mezclador magnetico, mientras se realiza la adi­
ciôn a cada tubo de 0,5 ml. de la suspensiôn de 
carbôn mediante una pipeta automâtica Eppendorf.

La adiciôn de la suspensiôn a cada tubo, ha de 
ser râpida y uniforme, evitando cualquier agita­
ciôn de los tubos durante la adiciôn y el tiempo 
total utilizado en cada grupo de tubos sera de 2 
minutos o menos.

Después de haber anadido la suspensiôn de car- 
bôn-dextrano al ultimo, los tubos se dejan en el 
bano de hielo sin ninguna agitaciôn durante 
exactamente 10 minutos. Entonces, son transfe- 
ridos con cuidado de que no se produzca agitaciôn 
a vasos de centrifuga y son centrifugados a 1200 
r.p.m. durante 5 minutos. Una vez centrifugados, 
utilizando una pipeta automatica Eppendorf a la 
que se adaptan pipetas Pasteur desechables (5 3/4 
pulgadas), se transfieren 0.5 ml. del sobrenadante 
a viales de conteo, teniendo la precauciôn de no 
incluir particules de carbôn en esta parte ali­
cuota que contendrâ el esteroide unido al anti- 
cuerpo, ya que el libre habrâ sido adsorbido por 
el carbôn dextrano.

Los câlculos estân basados en la mediciôn de 
la parte alicuota que contiene solo aldosterona
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carbon-dextrano en la parte alicuota daria re- 
sultados erroneos.

A cada vial se anaden 10 ml. de solucion de 
conteo por medio de un dispensador automatico.

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, mas 10 
ml. de la solucion de conteo utilizada para ser 
usado como : Background (BKG.)".

Los viales se cuentan programando el contador 
de centelleo para 2 0 minutos o 10.000 conteos 
por especimen.

f - Calcules

Las formulas empleadas en la determinacion de 
la desviacion estandard, error estandard y coe- 
ficiente de variacion, son las siguientes. - -

Desviacion estandard

D.E. =
V Cn-1)

X = resultado individual 
X = media de todos los resultados 
n = numéro de resultados individuales

En un numéro suficiente de resultados, 6 8% de 
elles quedarân incluidos en ^ 1 D.E. de X; 9 5% ' 
en 2 D.E. de X y 99% en+_3 D.E. de X.
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Error estandard

E.E.
_ 2

(X-X) _ D.E.
(n-1)(n)

Coeficiente de variacion

C.V. = .1,2'^' X 100
X

En cada grupo de triplicados, se calcula la 
media ^ 3 desviaciones estandard de los dos ye- 
sultados mas proximos, eliminandose 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 los 
correspondientes al 0-fosfato corregido, que 
serîan esteroide libre no separado por el carbon- 
dextrano,

Una vez obtenidos los conteos por minuto co­
rregidos de los estandards y especimenes, se di- 
viden por los conteos por minuto de 0.25 ml. de 
la diluciôn 1:400.000 de antisuero-aldosterona 
tritiada, que corresponde a los tubos suero- 
total anteriormente descritos. Este cociente 
darâ el porcentaje unido al anticuerpo en los 
estandards y blancos-reagentes.

El porcentaje de aldosterona libre y la rela- 
ciôn libre/unido, (L/U), son también calculados. 
Los resultados de los estandards son llevados a 
un sistema de coordenadas, en funciôn de la con­
centraciôn de aldosterona, construyéndose asi 
la curva estandard.
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Los conteos totales originales de cada especi­
men , hay que calcularlos individualmente, pues 
hay que incluir los conteos de la aldosterona 
tritiada que ha llegado al especimen de la ana­
dida al principio para el câlculo de pêrdidas, a 
partir de este "suero total" corregido se calcu­
lan los porcentajes unido, libre y la relaciôn 
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 expre- 
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 calcular las pêrdidas, que 
es la misma cantidad que va al R.I.E. en tripli­
cado ,

La concentraciôn de aldosterona en cada espe­
cimen se lee directamente de la grâfica estandard.

Las pêrdidas durante el procedimiento para cada 
especimen, se calculan a partir de los conteos 
medidos en los 0.2 ml. separados del especimen, 
antes de incluirlo en el radioinmunoensayo y se 
exprèsa como porcentaje del total de aldosterona 
tritiada anadido a cada especimen al principio 
del procedimiento.
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% de Aldosterona _ A ^ ^ i y 35 y 3
recobrada B 0.2 25 2

A = c.p.m. corregidos para BKG en 0.2 ml.
c.p.m. c 
inicial.

B = c.p.m. corregidos para BKG en aldosterona

En el caso de especimenes consistentes en 8 
ml. de plasma, los câlculos para determinar la 
concentraciôn final serân;

^ ^ X 2È X 2 X —1— X ïÊQ. X — 1—  = ng/100 ml.E 25 2 0.2 8 1000

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

D = media en pg. de los blancos reagente.
E = % de aldosterona recobrado en el especi­

men A.

g - Ejemplo de curva estandard y del câlculo de 
concentraciôn de Aldosterona en muestras.

En Tabla (26 ) se describe un ejemplo de curva 
estandard, con la inclusiôn de los conteos de ca­
da triplicado, hasta la relaciôn L/U obtenida pa­
ra cada punto de la curva. Los triplicados en 
recuadro son los que no se han incluido en el 
câlculo por 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 para BKG y 0-fosfato +_ error estandard.



Cuarta columna la aldosterona unida expresada 
como porcentaje del total +_ error estandard. 
Quinta columna el porcentaje de aldosterona li­
bre y sexta columna la relaciôn aldosterona 
libre/unida.

La curva correspondiente se ha expresado en 
funciôn de la relaciôn L/U y en funciôn del por­
centaje unido (% U) (Fig. 8 ).

En la Tabla ( 27 ) se incluyen los câlculos^e 
las pêrdidas individuales en cada especimen y 
el câlculo de los totales individuales utili­
zados en la Tabla (26 ) en cada especimen indi­
vidual.

En la Tabla (28 ) estân indicados los câlculos 
de la concentraciôn final de cada especimen en 
ng/100 ml. a partir de los valores leidos en la 
grafica estandard.



155

o o
CO

o ootn oMo o



156

<u _ u10 Xi 

s dP

o O. o. O, O o O Ono • -t-l 4-1 4-1 4-1 4-1 4- 1 4-
lO -H M O, rl•H C • -t-l O rl t--
"U D W lOO O rl O%  dP -l-l ri rl 00 a- <N ,

lO s  ••H • w•O a. •01 • HS o  S

+ 1 + 1 + 1  + 1  + 1  + 1  + 1

m co o <ü •
C l  1 - 4  I— I+-• lO 
O  -M

<T> 00 
CM CM 
CO
t H tH

coo"On3o0 0 •H OA  0)H  -Pe -p A  30) C •H C•H 0 •HEl ü -P e

côlm

00/00

co tC Aa CM 00
rl •a a al

m  ô to c7] a  a CM CM a  C" a  m 00 c-
CM 00 a  m C-- r -

• * CM CMa  a m  a* co co rl rl a  a a  a

0 0CX) r4 r4PO POX A A ■ o Oo o . o OOQ H Eh O O CM lO rl CM rl



157

0
_  p 0 A lO rl rl r-
•ri "ri a n CM CD
■O PI
0 U5 a
S  dP a ID

oTJ • 
0  -H W  •ri C •
•O 33 W  0S  dP +1

0 S W•ri • .

s  o  +1

0) (0 
O  00 I—I•H 0 Oj c -p •H

enOTJ 000 a CMU rl
O O •ri OA  0  ri •p c~.
B  -P A  3 rl O (5 CO 00 â| co0 C •ri c ri 00 rl O a  a 00 c\J
•ri 0 P •H CM CM
Eh O  -P e CO CO 00 00 co col rl rl



Pêrdidas Individuales 
Calculo a partir de 1/5 parte alicuota

15

Tiempo
conteo

Conteos
totales

c.p.m.
corr.
BKG

%
Recobrado

B.k.g. 20 425 21.25
3Control H Aldo. 

Control Aldo.
3,96
4,07

10.000 
10.000

2504
2436

2470 = 100%

1 (Blanco) 20 421 0
2 (Blanco) 20 419 0
3 20 4299 193,7 82 ,35%
U 20 4147 186,1 79,12%
5 20 4385 197,9 84,16%
6 20 4489 203 ,2 86,38%
7 20 4209 189,2 80,43%
8 20 4457 201,5 85 ,64%

Cpm
1/5

corr.
parte

para Bkg en 
alicuota X 100 X _L_ X li X i 0.2 25. 2% Recobrado = ^pm Control corr. p. Bkg

Totales Individuales

3 2745 ,85
4 2742,05
5 2747,95
6 2750,60
7 2743,60
8 2749 ,75

TotalesIndividuales = ^pm Total corr. Bkg + .C m corr. Bk de 1/5 .al

TABLA 27
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Corr.

Pg.leidos
en
grâfica

Corr.
para
blancos
reagente

Corr.
para
partes
alicuotas

Corr.
para
%
pêrdidas

para 
volumen 
espêcimen 
ng./100ml. Mg;/100ml

1
2

9
8

7
3 101 93 976,5 1185,79 14822 14,82
4 94 86 903 1141,30 14266 14,26
5 106 98 1029 1222,67 15283 15,28
6 52 44 462 534,85 6685 6,68
7 137 129 1354,5 1684,07 21050 21,05
8 218 210 2205 2574,73 32184 32,18 (

TABLA 2 8

Câlculo de concentraciones individuales 
en cada especimen a partir de los valores 
obtenidos en la grâfica.

(x)
Al quedar el valor correspondiente al especimen n° 8 
fuera de los limites de la grâfica considerados como 
ûtiles (0-200 pg.), el valor final de 32,18 ng/lOOml. 
no es considerado como vâlido, debiêndose determinar 
de nuevo la concentraciôn de Aldosterona a partir de 
una parte alicuota del especimen original para que 
la lectura en la grafica quede dentro de los limites 
utilizados.
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A-5 Resultados expérimentales.

a - Pêrdidas de Aldosterona en el procedimiento.

Para determinar el porcentaje de aldosterona pêr- 
dida a lo largo del procedimiento de purificaciôn, 
se calculô la cantidad de 1-2-H^ aldosterona reco­
brada en 101 especimenes, expresandola como porcen­
taje de la cantidad anadida al especimen al princi­
pio del procedimiento.

La media recobrada en 101 especimenes fuê■
85.81% 2.84% (1 desviacion estandard).

b - Precision y exactitud. Desviaciôn estandard (D.E.). 
Coeficiente de variacion y limites de confidencia 
del mêtodo.

i - D.E. y Coeficiente de variacion 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, 
fuê 7,15 ng% con una desviaciôn estandard de 
0.39 ng%, coeficiente de variacion 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 duplicado en cada grupo de determi­
naciones .

El valor medio de 34 pares de duplicados fuê 
6.70 ng%, con una media de diferencia entre du­
plicados de 0.51 ng%.
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El câlculo de la desviacion estandard, puede 
ser calculada en base de la diferencia entre du­
plicados, segûn el estudio estadîstico de Freier 
( 256 ), considerando que la media de la difer­
encia entre duplicado R es igual a 1.128 veces 
la desviaciôn estandard del mêtodo.

Para establecer los limites de confidencia de 
un mêtodo analîtico, puede considerarse que 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 R, 3 desviaciones estandard son 
igual a 1.8 8 R y que por tanto los limites de 
très desviaciones estandard de un valor medio, 
vendrân dados por Media ^ 1.88 R.

El valor de R - para los 34 duplicados (6 8 espe­
cimenes) diô un valor de Q.3989361 y aplicando 
la fôrmula 1.28 R = D.E., la desviaciôn estan­
dard diô un valor de 0.45 ng%. Utilizando la 
fôrmula tradicional

D.E. = n-1
el valor calculado fuê de 0.39 ng% en buen 
acuerdo con el anterior.

iii - Aldosterona inerte recobrada en el mêtodo.

Otro modo de evaluar la especificidad y exacti­
tud del mêtodo, consistiô en la adiciôn de canti­
dades conocidas de aldosterona inerte al especimen 
original en el tubo de extracciôn, conteniendo
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plasma preextraido repetidas veces, osea libre 
de aldosterona.

La misma determinacion se hizo utilizando 
plasma de enfermo con adrenalectomia bilateral. 
Los resultados estân individualizados en la 
Tabla ( 29).

La media de aldosterona inerte recobrada, 
osea cuantificada por el metodo, expresada co­
mo % de la adicionada, fuê de 9 8.74%. ^

c - Especificidad del mêtodo. Blancos reagente. 
Blancos de plasma pre-extractado y plasma de 
adrenalectomizado.

Como se ha indicado antes en la descripcion 
del protocolo, los blancos reagente de agua des­
tilada, son tratados igual que los especimenes a 
lo largo de todo el procedimiento, sustrayêndose 
su valor del obtenido en cada especimen. En 68 
determinaciones, su valor medio fuê de 5.21 pg. 
con una desviacion estandard de 3.32 pg.

Otro modo de determinar la especificidad del 
mêtodo, fuê el cuantificar partes alicuotas de 
plasma previamente extractado repetidas veces 
con CHjClj, osea libre de aldosterona y plasma 
de paciente adrenalectomizado, y por tanto tam- 
biên 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 AfîADIDA A; Pg-afiadidos pg.Recobrados Recobrado

PLASMA PRE-EXTRAIDO 0

0

493
493
985
985

1478
1478
1970
1970

4
4

466
489
971

1004
1485
1423
1882
1894

94.59 
99.24
98.60 

101.89 
100.44
96.31
95.56
96.17

PLASMA DE PACIENTE 
ADRENALECTOMIZADO 0

0
276
276
276

2

3
247
285
305

89.32
108.46
110.55

TABLA 29
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d - Mediciôn comparativa de especimenes de plasma de 
vena adrenal cuantificados por el mitodo de Tait.

El ûnico método disponible hasta ahora para la 
determinaciôn de la concentracion de aldosterona 
en plasma perifêrico, eran les metodos de doble 
diluciôn isotopica, como ya se ha indicado en la 
introducciôn. Este es debido a que los bajos ni­
velés de la hormona en plasma perifêrico, no per- 
miten su cuantificaciôn por metodos colorimétricos 
o fluorimêtricos.

En plasma obtenido directamente de vena supra- 
rrenal, por medio de cateterizacion selectiva, la 
concentracion de aldosterona es superior, llegando 
en casos de hiperaldosteronismo a concentraciones 
de 10 yg/100 ml.

Estes niveles de aldosterona pueden ser determi- 
nados con el método de Tait et. al. C 138 ) que con­
siste en la formaciôn de una etiolactona de aldos- 
terona por el método de Wick después de su purifi- 
caciôn 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 fotofluorome- 
tro de la soda-fluorescencia, desarrollada por la 
aplicaciôn de azul tétrazolium en hidrôxido sôdico 
y posterior calentamiento.

El limite de sensibilidad de este método es 0.5 
yg/100 ml, muy superior a los niveles periféricos,
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pero util para determinaciones diagnosticas en 
plasma de vena adrenal.

Con el fin de evidenciar la validez del método 
de radioinmunoensayo, se ha determinado la concen­
tracion de aldosterona con ambos métodos en espe­
cimenes obtenidos por cateterizacion selectiva de 
vena suprarrenal, comparando ambos resultados.

Como ya se ha indicado en el protocole del méto­
do, en la determinaciôn de estos especimenes con 
una concentracion'de aldosterona muy superior a la 
periférica, se han utilizado diluciones del plasma 
original para que la lectura final quede incluida 
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 metadologia en la 
obtenciôn de cada especimen, pues la comparacion 
entre ambos resultados es lo que se intenta. En 
los capitules dedicados a ,1a aplicaciôn clinica del 
radioinmunoensayo, se especifica la técnica y diver­
ses estimulos utilizados para la obtenciôn de estos 
especimenes, viêndose la utilidad del radioinmuno­
ensayo en la determinaciôn de aldosterona, no sôlo 
en plasma perifêrico, sine en plasma de vena supra­
rrenal,

e - Reproducibilidad de curvas estandard.

Una vez estandarizado el método, un sistema apro- 
piado de determiner globalmente la reproducibilidad 
del método es comparer distintas curvas estandard



Valores determinados 
por Radioinmunoensayo 
_____ yg/100 ml.______

Valores determinados 
por método de Tait 

_____yg/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
4.95 5.70
4.37 4.10
3.94 4.10

11.45 11.60

TABLA 30

Comparacion de resultados obtenidos por 
R.I.E. y por el método de Tait en la de- 
terminacion de concentracion de aldos- 
terona en diferentes especimenes de 
plasma de vena suprarrenal.
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obtenidas en distintas ocasiones, pues si no existe 
gran variacion es una indicaciôn de que las têcnicas 
seguidas en la caracterizaciôn de los estandards, 
preparaciôn de diluciones de antisuero, de adsor­
bents y almacenamiento son reproducibles.

En la Tabla ( 31 ), se especifican los valores de 
2 8 curvas obtenidas a lo largo de distintas determi­
naciones , durante un periodo de cinco meses, expre- 
sândose el punto 0 y la caida en porcentaje unido 
para las distintas concentraciones de aldosterona 
estandard, viêndose que la reproducibilidad de la 
curva es satisfactoria.
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% Unido 
en el 

punto 0 pg.

Caida en % Unido

20 pg . 50 pg. 100 pg. 200 pg.

78 9 18 27 46
73 7 21 34 47
80 9 25 36 49
81 11 23 39 50
81 12 25 40 53
76 9 16 31 47
80 5 19 32 48
79 7 26 38 52
81 13 28 39 52
79 9 16 33 48
84 4 22 41 53
76 6 20 36 48
74 11 24 39 50
76 11 22 37 50
82 15 30 46 57
78 15 28 43 53
71 8 20 33 50
71 11 25 39 50
74 12 22 39 51
74 11 25 38 50
73 7 18 34 46
76 8 27 42 52
71 9 22 35 45
73 7 18 31 44
73 10 19 35 48
76 8 25 39 48
72 8 20 33 43
72 9 19 31 41

TAB LA 31



P A R T E  I I  - Estudios Clînicos.



B - PARTE II. ESTUDIOS CLINICQS.

Como aplicaciôn del método anteriormente descrito, se de- 
terminaron en primer lugar, los valores normales de concentra- 
ciôn de aldosterona en plasma perifêrico, comparândolos con 
los valores hasta ahora conocidos, determinados por otros 
métodos.

También se determinaron los valores de aldosterona ante 
estimulaciôn postural, sobrecarga y depleciôn salina en su- 
jetos normales.

Una segunda parte del trabajo clînico consistiô en estu- 
diar la posible variaciôn diurna de concentraciôn de aldoste- 
rona en plasma perifêrico. El tercer trabajo clînico consis­
tiô en el estudio de la supresiôn de aldosterona periférica, 
mediante la administraciôn de mineralocorticoides, comparando 
el efecto supresor de Fluorinef y DOCA y una vez determinados 
los valores en sujetos normales, el estudio de supresiôn .en 
pacientes con hipersecreciôn de aldosterona en sus modalidades 
primaria y secundaria.

El cuarto trabajo clînico consistiô en el estudio de la 
secreciôn de aldosterona en enfermos anéfricos, estudiando los 
mecanismos de regulaciôn de aldosterona en estos pacientes.

A continuaciôn, se describen los métodos utilizados en lo 
estudios clînicos. Los protocolos seguidos en cada caso se 
describen en la secciôn correspondiente.

Métodos
Concentraciôn de Aldosterona en plasma perifêrico.

Eue determinada por el método de radioinmunoensayo ori­
ginal, descrito en la primera parte de este trabajo.
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Concentracion de Aldosterona en plasma de vena suprarrenal.

Fué también determinada por el método de radioinmunoen­
sayo descrito, con la ûnica variante de distintas dilu­
ciones utilizadas en correspondencia a la mayor concen­
traciôn de aldosterona en estos especimenes.

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

Estas determinaciones se realizaron por el método de 
Melby et al. descrito previamente (l^i). La secreciôn 
de aldosterona, se calcula a partir de la actividad espe­
cifica de Tetrahidroaldosterona urinaria en una colecciôn 
de orina de 24 horas después de la inyecciôn intravenosa 
de 5 microcurios de 1-2-H^ Aldosterona. Un extracto de 
la décima parte de este volumen, es tratado con'6 glucu- 
ronidasa y purificado en très sistemas cromatogrâficos de 
capa fina. Silica Gel es usada como adsorbente en los 
très sistemas, excepto que en el segundo sistema se uti­
lize una soluciôn al 2% de borato sôdico en vez de agua 
para su preparaciôn.

Las plaças son desarrolladas por cromatografia ascen­
dante .

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 ultimo cromatograma son disuel- 
tas en 2 ml. de metanol absoluto. Partes alicuotas son 
removidas para conteo de en contador lîquido de centelleo.

La cuantificaciôn se realiza por medio de la reacciôn de 
Lewbart y Mattox (257). La secreciôn de aldosterona en 24
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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 yg a 150 yg en 24 horas.

Actividad de renina plasmatica

La mediciôn de actividad plasmatica de renina, fué reali- 
zada en los laboratorios New England Nuclear Biomedical 
Assay Lab. de Boston, segun la técnica de Gunnels y Grim 
previamente descrita (258). Los valores normales, segun 
este método, estân comprendidos entre 75 y 275 ng %.

Concentraciôn de Cortisol en plasma.

Tanto en plasma perifêrico, como en plasma de vena adre­
nal, la concentraciôn de cortisol fué determinada segûn 
una variaciôn del método de desplazamiento competitive de 
Murphy (157).

En este método, se ha utilizado como ligando, una dilu­
ciôn de plasma con elevada concentraciôn de transcortina,
obtenido de mujer sometida a tratamiento estrogénico; como

3trazador 1-2 H Corticosterona y como adsorbente separados 
de las fracciones libre y unida, se ha utilizado Florisil.

Cateterizaciôn de vena suprarrenal.

Los estudios realizados por cateterizaciôn de vena adre­
nal, se han realizado segûn la técnica de Melby et al. 
previamente descrita (141), con la ûnica 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 colecciôn del especimen.

En los casos en que se realizô infusiôn de ACTH y angio- 
tensina, el protocole seguido es igual que el descrito 
previamente por Spark y col. (169).

La infusiôn de Angiotensina se realizô a un ritmo sufi- 
ciente para mantener una presiôn diastôlica, 10 mmHg por 
encima del valor basal. La dosis requerida para lograr 
este efecto, fué aproximadamente de 2 00 ng/minuto en pa­
cientes con hiperaldosteronismo primario y unos 50 0 ng/mi­
nuto en los demâs. Después de 10 minutes de infusiôn de 
angiotensina, se obtuvo un espécimen de sangre (post- 
angiotensina),

En los casos en que se realizô estimulaciôn con ACTH, 
se inyectaron 0.25 mgr. de 8-1-24 ACTH (Cortrosyn, Or­
ganon Inc., N.J.) intravenosa durante 30 segundos, reco- 
giéndose un espécimen de sangre de vena adrenal a los 5 
minutes.

En el caso en que se realizô estîmulo postural durante 
la cateterizaciôn de venas suprarrenales, se realizô por 
medio de una mesa de balancée.



B-1 Determinaciôn de valores normales. Estudios posturales 
y de sobrecarga y depleciôn salina. Variaciôn Eiurna.

La validez del método descrito es contrastada final- 
mente, mediante la determinaciôn de aldosterona plasma­
tica en sujetos sometidos a distintas maniobras conoci- 
das como estirauladoras e inhibidoras de la secreciôn de 
aldosterona, comprobando si dichas maniobras refiejan un 
aumento o descenso del nivel plasmâtico de aldosterona, 
determinado por el radioinmunoensayo.

Los estudios realizados fueron los cambios prcducidos 
por la concentraciôn de aldosterona plasmatica por cam­
bios posturales, maniobra conocida como estimuladora de 
la secreciôn de aldosterona.

Otros estudios también realizados en sujetos rormales, 
consistieron en medida de aldosterona periférice, tras 
sobrecarga o depleciôn salina, maniobras conocicas como 
supresoras y estimuladora de la secreciôn de aldosterona 
respectivamente.

a - Protocole
Estudio postural

Se estudiaron nueve sujetos normales, 6 hcnbres y 
3 mujer es con edades comprendidas entre 2 3 y 26 afîos.

Todos ellos fueron sometidos a un examen fîsico, 
siendo este normal con presiôn arterial denfro de ' 
los limites normales para su edad.

Antes de comenzar los estudios, se determinaron so- 
dio, potasio, cloro, réserva alcalina y BUN, siendo 
estos parâmetros normales.
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Con objeto de utilizar los valores obtenidos como 
control normal de comparacion en estudios ambulato- 
rios para el diagnostico de hiperaldosteronismo, 
estos sujetos contrôles permanecieron en su dieta 
habitual.

Los sujetos fueron admitidos en una unidad meta- 
bolica el dia anterior al estudio. Después de ha- 
ber permanecido en posicion 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 
posicion erecta, permitiêndoseles ambulacion y se 
obtuvo un segundo especimen 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 conservado' 
a -12° hasta su cuantificaciôn.

b - Protocolo
Estudios de sobrecarga y depleciôn salina.

Se estudiaron 4 sujetos normales de sexo mascu­
line y de edades comprendidas entre 24 y 32 anos, 
seleccionados con los mismos criterios que los su­
jetos en el grupo anterior.

Los sujetos estuvieron consumiendo su dieta ha­
bituai hasta el comienzo del estudio. Las dietas 
especiales fueron preparadas y consumidas en una 
unidad metabolica. •
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Todos los especimenes de sangre periférica, fueron 
obtenidos a las 10 A.M., después de haber permanecido 
2 horas en posicion erecta, en rêgimen 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/2 4 h., que los sujetos 
consumieron durante 9 5 h.

Se obtuvieron especimenes de sangre periférica 
para la determinaciôn de aldosterona y actividad de 
renina todos los dîas 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 del 
estudio.

c - Protocolo
Estudio variaciôn 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 selecciôn.

Los dos primeros especimenes de plasma perifêrico ' 
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 posiciôn su- 
pina. Después de dos horas en posiciôn erecta en 
régimen ambulatorio (en pie y sentado) se obtuvo un 
segundo espécimen. A continuaciôn los sujetos per­
manecieron en régimen ambulatorio pudiendo permanecer
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en pie o sentados durante toda la duracion del estu­
dio, obteniêndose especimenes de sangre periférica a 
las 12 mediodîa, 4 P.M., 8 P.M. para la determinaciôn 
de aldosterona.
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d - Resultados estudio postural

Los resultados del estudio postural realizado en 
nueve voluntarios, estân indicados en la Tabla (32), 
donde se exprèsan individualmente sexo, edad y los 
valores de aldosterona periférica obtenidos en posi­
ciôn decubito y después de dos horas en posiciôn 
erecta, indicândose al final de la Tabla los valores 
medios y la desviaciôn estandard.

La media de concentraciôn de aldosterona en posi­
ciôn decubito es de 6.92 ng.% y la media de los re­
sultados obtenidos después de dos horas en posiciôn 
erecta, es de 20.5 ng.%. Calculando los porcentajes, 
la media del aumento de aldosterona plasmatica des­
pués de dos horas en posiciôn erecta, fué de 30 3%,
con una variaciôn de 200% a 506%.

En la discus]ôn de resultados- se compararan estos
valores con los hasta ahora publicados en la litera- 
tura, obtenidos por métodos de diluciôn isotôpica.

e - Resultados
Estudio de sobrecarga y depleciôn salina.

Los resultados obtenidos en los 4 sujetos estudiados 
estân individualizados en la Tabla ( 33 ), donde se ex- 
presan los valores obtenidos de aldosterona plasmâtica 
y actividad de renina a las 9 A.M., después de dos ho­
ras de ambulaciôn. El valor que corresponde a una 
mâxima depleciôn de sodio, es el correspondiente al 
dia 3 y el correspondiente a una mâxima sobrecarga sô- 
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. El valor correspondiente al tercer dia de 
R.S. no fué obtenido por error. En la Fig. (11) se 
expresan los valores obtenidos con mâxima repleciôn 
y depleciôn salina.

En la Tabla (34 ) se expresan los valores obtenidos 
de aldosterona plasmâtica que corresponden a mâxima 
depleciôn y sobrecarga, indicândose individualmente 
el porcentaje de descenso y elevaciôn de aldosterona 
en respuesta al estimulo correspondiente.

La media de descenso de la concentraciôn periférica 
de aldosterona en respuesta a una sobrecarga sôdica, 
correspondiente a una dieta de 240 mEq. de Na/24 h. 
durante très dias, fué de un 3 8% del valor control.

La media de elevaciôn de la concentraciôn de aldos- 
terona en respuesta a una depleciôn sôdica correspon­
diente a una dieta de 10 mEq Na/24 h. durante cuatro 
dias fué de 545% del valor control.

f - Resultados.
Estudio variaciôn diurna.

Los resultados individuales estân indicados en la 
Tabla ( 35) indicândose los resultados individuales 
de la concentraciôn periférica de aldosterona en cada 
control asi como la media de resultados en cada hora 
en que se obtuvo un espéciirien.

La media de resultados a las 8 A.M. después de ocho 
horas en posiciôn decubito fué de 6.96 ng.% elevândose
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a 21,82 ng.% después de dos horas en posiciôn erecta. 
Después de continuer en regimen ambulatorio se obser­
vé a las dos horas un nuevo descenso con una media de 
12,63 ng.%. En estas très 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 observé una nueva elevaciôn de la media 
de resultados hasta 19,83 ng.% correspondiente a una 
elevaciôn en los valores de très contrôles con un 
descenso en otros dos peririaneciendo igual en uno.
A las 8 P.M. se observé un ligero aumento de la me­
dia hasta 21,7 ng.% en relaciôn con la mediciôn an­
terior correspondiendo a un aumento en cuatro con­
trôles, descendiendo en otro y permaneciendo igual 
la concentraciôn en uno de ellos.
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ALDOSTERONA 
ng/100 ml.

SEXO EDAD SUPINO ERECTO (2h.) Aumento

D.W. M 25 10.5 21.8 ' 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 3 2

Concentraciôn de aldosterona plasmâtica en once sujetos 
normales despues de posiciôn decubito durante 8 horas y 
después de posiciôn erecta durante dos horas.
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CONTROL SOBRECARGA DEPLECION
240 mEq .Na/24h. 10 mEq.Na/24h.

ALDO.
ng.%

ALDO.
ng.% % DESCENSO

ALDO. 
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. 4,4 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 elevaciôn de concentraciôn plasmâtiûa de Aldosterona en 
respuesta a sobrecarga y depleciôn salina en cuatro sujetos 
normales.
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8 A.M. 10 A.M. 12 A.M. 4 P.M. 8 P.M.
DECUBITO AMBULAT. AMBULAT. AMBULAT. AMBULAT.

D.W. 10.5 21.8 15.0 13.7 18.8

R.D. 7.1 33.0 19.0 35.7 35.8

D.R. 4.5 22.8 17.5 35.9 39.7

E.S. 7.9 22.0 14.5 26.0 8.5

T.H. 8.1 19.0 5.7 2.6 17.1

W.G. 3.7 12.3 4.1 4.1 10.3

MEDIA 6.96 21.82 12.63 19.83 21.7

E.E. 1.01 2.73 2.6 6.2 5.3

D.E. 2.5 6.7 6.4 15.2 6.8

TABLA 3 5

Variacion diurna de niveles plasmaticos de Aldosterona 
en 6 sujetos normales en rêgimen ambulatorio.
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■2 Estudios de supresion con ir.ineralocorticoides de niveles 
plasmaticos de Aldosterona y su aplicacicn al diagnosti- 
co diferencial entre hiperaldosteronismo prinario y 

secundario.

a - Protocolos Clinicos.

i - Estudio en sujetos normales. Supresion con 

Fluorinef y DOCA.

Se estudiaron nueve voluntarios normales (8 

hombres y 1 mujer) con edades comprendidas entre 
los 24 y 31 anos.

Los criterios de admision en el estudio fueron 
falta de antecedentes clinicos, examen fisico nor­
mal y los parametros de electrolitos , BUN plasma- 
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 fuê administrada una dieta de 120 mEc de 
Sodio y 40 mEq de Potasio desde dos dias antes de 

iniciar el estudio y durante los dias en que se 
realize el estudio.

Se obtuvo un primer espécimen de plasma periférico 

control a 8 A.M. despuês de permanecer 8 horas en 

posiciôn decubito supino. Entonces se comenzo la 

administraciôn de 0.1 mgr. de 9-a-Fluoro Cortisol 

(Fluorinef) via oral cada 6 horas por un total de 

4 dosis = 0.4 mgr. Al dia siguiente se obtuvo un 

segundo espécimen de plasma a las 8 A.M. despuis



189

de 8 h. en posiciôn decubito supino.

Con objeto de utilizer el test de supresion de 
DOCA en enfermos ambulatorios en el segundo gru­
po de contrôles formado por 5 voluntarios, el 
espécimen control se obtuvo a las 10 A.M. después 
de permanecer dos horas en situaciôn ambulatoria 
(sentados o en pie) Entonces se les administré 
acetato de DOCA (Organon Inc., West Orange, N.J., 
U.S.A.), 10 mgr, intramuscular cada 12 horas x 2 
dosis (10 A.M. y 10 P.M.). A las 10 A.M. del dîa 
siguiente se obtuvo un segundo espécimen después 
de dos horas en régimen ambulatorio.

En dos voluntarios el protocole se modificô con- 
tinuando la stipresiôn con DOCA durante très dias 
(10 mgr cada 12 h. = total 8 dosis), obteniendo un 
espécimen de plasma a las 10 A.M. de cada dia para 
la determinaciôn de aldosterona periférica y activi- 
dad de renina.

ii - Supresion con mineralocorticoides en enfermos con 
hiperaldosteronismo primario.

Se han estudiado siete enfermos con el diagnôstico 
de hiperaldosteronismo primario. Estos enfermos 
fueron seleccionados a causa de hipertensiôn, hipo- 
kaliernia expontanea y respuesta al test de la es- 
pinorolactona. Los criterios definitivos para el 
diagnôstico fueron una tasa de secreciôn de aldos­
terona elevada después de dos dias en dieta de 120 
mEq. Na y 40 mEq. K, actividad de renina plasmâtica 
suprimida, 17 hidroxi y 17 cetosteroides normales
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en orina de 24 h., supresibilidad de la tasa de 
secreciôn de aldosterona con la administraciôn le 
mineralocorticoides durante très dias segûn los 
protocolos establecidos por Biglieri (DOCA 10 ngr. 
cada 12 h. X 3 dosis o Fluorinef 0.1 mgr cada 6 h. ■ 
X 3 dosis), y finalmente estudios positivos de ca- 
teterizaciôn de venas suprarrenales.

En el estudio de cateterizaciôn se utilizô el 
mêtodo de radioinmunoensayo descrito para la dqter- 
minaciôn de concentraciôn de Aldosterona.

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

Supresiôn con 9-a-Fluorocortisol.
Se incluyeron très enfermos en este grupo.
Dîa 1 - Despuis de dos dias en dieta de 120 

mEq. Na y 40 mEq. de K. Medida tasa 
secreciôn control.

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

Dia 3 - Espécimen de plasma periférico obtenido 
a las 8 A.M. en posiciôn decubito des­
puis de cuatro dpsis de Fluorinef (0.4 
mgr). Enfermos fueron mantenidos en 
Fluorinef 0.1 mgr cada 6 horas.
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Dia 4 - Tasa de secreciôn después de 8 dosis de 
Fluorinef,

Supresiôn 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 secreciôn 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
ciôn decubito, en los otros dos a las 10 
A.M. después de dos horas en posiciôn erec- 
ta. Después de obtener los especimenes a 
loa enfermos les fué administrada DOCA,
10 mgr, 1 M. cada 12 horas.

Dîa 3 - Se obtuvo espécimen para la determinaciôn
de aldosterona en plasma periférico al mismo 
tiempo y en la misma porciôn 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 secreciôn después de cuatro dosis 
de DOCA de 10 mgr.

En los enfermos con el diagnôstico de hiperaldos­
teronismo primario se realizaron también estudios.de 
cateterizaciôn de vena suprarrenal en fecha posterior 
al estudio y antes de la exploracipn quirurgica.
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Supresion con mineralocorticoides en enfermos con 
hiperaldosteronismo secundario.

Se han estudiado 7 enfermos con hipertensiôn acele- 
rada e hiperaldosteronismo expontaneo estableoido por 
una tasa de secreciôn de aldosterona elevada, supri- 
mible con administraciôn de mineralocorticoides se­
gûn los protocolos de Biglieri, actividad de renina 
plasmâtica elevada despuês de 8 horas en posiciôn 
debubito y falta de respuesta al test de espinoro- 
lactona.

Supresiôn con 9-g FF

Se incluyeron cuatro enfermos en este grupo. El 
protocolo fue-igual-ai-seguide
fue el mismo que en el grupo de enfermos con hiper­
aldosteronismo primario en supresiôn con 9-a Tluoro- 
cortisol,

Supresiôn con DOCA

Se incluyeron 3 enfermos en este grupo. El proto­
colo fué el mismo que en el de enfermos con hiper­
aldosteronismo primario en supresiôn con DOCA. Los 
eapecimenes para determinaciôn de aldosterona plas­
mâtica fueron obtenidos a las 10 A.M. después de dos 
horas en posiciôn ereeta.
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b - Resultados

i - Resultados de supresion con mineralocorticoides en 
sujetos normales.

Fluorinef
Los resultados individuales de supresion con 0.4 mgr. 

de Fluorinef estan indicados en la Tabla (36 ), indi- 
candose también el porcentaje de descenso de concentra­
ciôn de aldosterona plasmâtica después de la supresiôn. 
La media de concentraciôn de aldosterona periférica en 
los especimenes control fué de 11.05 ng% y de los espe­
cimenes post-supresiôn de 7.5 5 ng% siendo el porcentaje 
medio un 71.77% del espécimen control.

DOCA
Los resultados individuales de supresiôn con 2 0 mgr. 

DOCA en sujetos normales estân indicados en Tabla ( 37 ). 
La media de concentraciôn de aldosterona en especimenes 
control fué de 18.88 ng% y en los especimenes post- 
supresiôn de 10.0 8 ng% siendo el porcentaje medio un 
51.24% del control.

En la Tabla (38 ) estân indicados los resultados de 
los dos contrôles en los que se prosiguiô la supresiôn 
con DOCA 10 mg. cada 12 h. durante 3 dias indicândose 
los resultados individuales para cada dia de supresiôn.

En figura (12 ) se expresa el efecto de supresiôn de 
aldosterona plasmâtica en sujetos normales utilizando 
DOCA (5 sujetos), 10 mgr. IM cada 12 horas, 2 dosis o 
9-a 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-supresion (+_ E.E.) se expresa como porcentaje del 
control.

ii -  Rpgni tpdn.c! d p  c^np-pp.c;n n n  n n n  m i  nAT-Al n r m - r f i n n i d A R  a n  p.nfp-r-

mos con hiperaldosteronismo secundario.

Fluorinef
Los resultados individuales en los cuatro enfermos estu 

diados estân representados en Tabla ( 39 ), donde tambien 
se incluyen los resultados del estudio de secreciôn de 
aldosterona en 24 h. pre- y post-supresiôn y tambien los 
resultados individuales de actividad de renina plasmâtica 

■ antes y después de la maniobra de supresiôn.

DOCA
Los resultados individuales de los très enfermos estu- 

diados estân indicados en Tabla ( 40 ) incluyendo también 
los valores de secresiôn de aldosterona en 24 h. control 
y post-supresiôn y también los resultados individuales de 
actividad de renina plasmâtica antes y después de la 
maniobra de supresiôn. En la figura ( 13 ) estân repre­
sentados los valores de supresiôn obtenidos con 9aFF o 
DOCA en los casos de hiperaldosteronismo secundario com- 
parândolos con los obtenidos en los casos primarios.

iii - Eesuitados de supresiôn con mineralocorticoides en en­
fermos con hiperaldosteronismo primario.

Los resultados individuales de los enfermos incluidos 
en el grupo Fluorinef o en el grupo DOCA estân indicados 
en Tabla ( 41 ). En las tablas se incluye el diagnôstico 
individual postoperatorio. En la enferma I.L. se encon-: 
trô hiperplasia modular bilateral ademâs de un adenoma 
bien defluido en la suprarrenal izquierda.
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En la Tabla ( 42) estân indicados los resultados ob­
tenidos en el estudio de cateterizaciôn bilateral de 
vena suprarrenal en seis de los enfermos con hiperal­
dosteronismo primario.

En enferma E.L, este estudio no fue realizado.

En la Figura ( 14) se expresa la supresiôn 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 9a FF. ^
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p.s. 

G.H. 

M.G. 

J.D.

Presupresion 
8 AM. Decubito

Postsupresion 
8 AM. Decubito % del control

% looAldo, ng./100ml. Aldo. ng./100ml. Presupr.

11,5

11,4

7,1

14,2

7,6

10,01

6,3

6,2

66 ,09% 

88,60% 

88,73%

43 ,66%

Media. = 11,05

E.E.

D.E.

1,46

2,93

7,55

0,88

1,76

X = 71,77! 

10,77

21,55

TABLA 36

Supresion de niveles plasmaticos de Aldosterona en 
sujetos normales utilizando 0,4mg. de 9-a-Fluorocortisol 
via oral en 24 horas.
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M.G. 

A . G . 

R.Y. 

D.W. 

R.D.

Postsupresion % del control
Presupresion 10 AM. Ambulat.
10 AM. Ambulat. 20 mg. DOCA. Postsupr. _ ,
Aldo. ng./100ml. Aldo. ng./100ml. Presupr.

13.7 

20,0

21.7

23.0

16.0

2,5

6,4

12,5

17,3

11,7

18,25% 

32 ,00% 

57 ,60% 

75,22% 

73,13%

Media = 

E.E. 

D.E.

18,88

1,75

3,9

10 ,08 

2,56 

5,73

51,24%

11,3

25,26

TABLA 37

Supresion de niveles plasmaticos de Aldosterona en 
sujetos normales utilizando Acetato de 11-Desoxi- 
corticosterona (DOCA) 2 0 mg. via intramuscular en 
24 horas.
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M.G. A , G .
ALDOSTERONA RENINA ALDOSTERONA RENINA
ng/lOC ml. ng/lOOml. ng/lOOml. ng/lOOml,

Dia-0
Presupresion 13,7 152 20,0 261

Dia-1 
20 mg. DOCA 2,5 139 6,0 257

Dîa-2 
40 mg. DOCA 4,2 150 4,6 142

Dia-3 
60 mg. DOCA 2,4 90 5,6 129

Dîâ-4 
80 mg. DOCA 1,9 < 50 4,3 96

TABLA 3 8

Resultados en niveles plasmaticos de Aldosterona y 
renina de la administraciôn de DOCA 20 mg./dia du­
rante cuatro dias en dos sujetos normales.
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B-3 Estudios de regulacion de niveles plasmaticos de Aldos­
terona en pacientes anefricos.

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

El tiempo desde la primera dialisis y el estudio vari6 
entre 3 y 20 sémanas y fueron sometidos a nefrectomia bi­
lateral entre 1 y 12 sémanas previamente al estudio.

Los enfermos recibieron 1.5 mgr/Kgr de heparina en dos 
.dosis separadas por très horas durante el tiempo de hemo- 
. dialisis. Los enfermos fueron dializados très veces por 
sémana.

En la Tabla ( 43 ) se indica la edad, sexo, duraciôn de 
hemodialisis y tiempo desde la nefrectomia bilateral indi- 
vidualmente para cada enferme.

Previamente se estudio un segundo grupo de 4 enfermos 
anefricos mediante cateterizaciôn de vena suprarrenal.
Los enfermos en este grupo fueron mantenidos también en 
las raismas condiciones de hemodialisis cronica y adminis- 
tracion intermitente de heparina en la misma dosis que el 
grupo primero. Este estudio de cateterizaciôn fué hecho 
antes de haber desarrollado el método de R.I.E. por lo que 
los valores de aldosterona fueron determinidos por el mê­
todo de Tait.
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a - Protocolos Clinicos.

i - Estudio postural y deplecion volumen.

Se estudiaron seis sujetos anefricos. Durante 
hemodialisis la deplecion de volumen se obtuvo 
mediante ultrafiltranon durante hemodialisis.
Los enfermos fueron mantenidos en posiciôn decu­
bito durante todo el estudio de depleciôn siendo 
el tiempo maximo de hemodialisis de seis horas.

La conprobaciôn de la depleciôn de volumen se 
realizô comparando el peso corporal antes y des­
pués de la dialisis siendo la diferencia el équi­
valente a la depleciôn de volumen.

Las pêrdidas individuales de peso corporal estân 
indicadas en Tabla ( 44 ) y variaron entre 1/2 y
3 Ibs .

Especimenes de plasma periférico para la deter­
minaciôn de concentraciôn 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 despuês del estudio de depleciôn de volumen 
y en todos los enfermos este estudio fuê realizado 
al dîa siguiente de un periodo de hemodialisis.

Los enfermos fueron mantenidos en posiciôn su- 
pina desde 10 P.M. del dîa anterior hasta las 8 
A.M. del dîa del estudio cuando se obtuvo un espé­
cimen de plasma periférico para la determinaciôn
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de concentraciôn de aldosterona y actividad de renina 
plasmâtica.

Entonces los enfermos permanecieron en postura 
erecta durante dos horas cuando se obtuvo otro espé­
cimen de plasma periférico.

ii - Protocolo estudio de cateterizaciôn vena adrenal y 
estimulaciôn.

Los estudios de cateterizaciôn de vena suprarrenal 
fueron realizados en cuatro enfermos realizando cate­
terizaciôn unilateral (izquierda) y midiendo concen­
traciôn de aldosterona en los especimenes de plasma 
de vena adrenal. El protocolo de cateterizaciôn e 
infusiôn de ACTH o angiotensina han sido descritos 
en la secciôn de métodos générales de los estudios 
clinicos (pâg. 172).

Très enfermos fueron cstudiadcs mediante ectimulo 
postural utilizando una tabla de balanceo durante el 
estudio de cateterizaciôn colocando la tabla en po­
siciôn de 45° durante 10 minutes cuando se obtuvo un 
segundo espécimen. Se estudiaron très enfermos me­
diante infusiôn de ACTH obteniéndose especimenes de 
plasma de vena suprarrenal antes y después de la in­
fusiôn. En un enfermo se estudiô el efecto de infu­
siôn subpresora de angiotensina obteniéndose igual- 
mente un espécimen antes y después de la infusiôn.
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b - Resultados

i - Respuesta a deplecion isonatremica de volumen.

Los resultados individuales estân indicados en 
Tabla ( 44 ) .

La ultrafiltranon durante la hemodialisis résul­
té en una pêrdida de peso corporal, équivalente a 
la depleciôn aguda de volumen, variable entre 1/2 
a 3 Ibs. pero no se observé ninguna elevaciôn sig- 
nificativa en los niveles plasmâticos de aldoste­
rona como respuesta a la depleciôn de volumen.
Sôlo un enfermo (J.E.) tuvo una elevaciôn de 1.41 
a 3.50 ng%.

La concentraciôn de sodio en plasma periférico 
se mantuvo constante y en très de los enfermos la 
concentraciôn 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 plasmâtica 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 depleciôn 
isonatremica de volumen.

ii - Respuesta al estimulo postural

Los resultados individuales estân indicados en 
la Tabla- (45 ). La actividad de renina plasm.âtica



fue 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 concentraciôn de aldosterona plasmâtica por 
el estimulo de 2 horas en posiciôn erecta. (Ver 
pâgina (178).)

Como puede verse en la Tabla ( 45 ) en los suje­
tos anefricos no hubo ninguna elevaciôn signifi- 
cativa en la concentraciôn plasmâtica de aldoste­
rona como respuesta al estimulo postural. La 
mayor elevaciôn es observada en el enfermo E.M.

• aunque por debajo de la elevaciôn observada en su­
jetos normales control. (Ver pâgina (178).)

En la figura ( 16 ) estân representadas las res- 
puestas al cambio postural en los sujetos anefri­
cos comparândolas con la media de los cambios pro- 
ducidos en nueve sujetos normales sometidos al 
mismo estudio.

iii - Resultados estudio cateterizaciôn.

En la figura (17) estân indicados los resultados 
obtenidos en el estudio postural realizado en très 
enfermos anefricos mediante la medida de concentra­
ciôn de aldosterona en plasma de vena adrenal 
izquierda,

Despuês de diez minutes en posiciôn semierecta a 
45° los valores de aldosterona no cambian signifie 
tivamente de los valores control. En un enfermo
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ambos valores estaban por debajo de la sensibilidad 
del mêtodo utilizado de Tait (<0.5 pg%).

Los resultados del estudio de estimulaciôn con 
ACTH en très enfermos estân indicados en la figu­
ra ( 18 ). Los très enfermos tuvieron un aumento 
significativo en la concentraciôn de aldosterona en 
plasma de vena adrenal

Un enfermo fuê estudiado con infusiôn subpresora 
de angiotensina. En este enfermo el valor basal 
de aldosterona en rena adrenal era de 0.5 3 yg%. 
Despuês de cinco minutes de infusiôn subpresora de 
angiotensina la concentraciôn de aldosterona aumen- 
tô a 1.21 yg%. (Fig. 19)
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Tiempo Duraciôn
Nefrectomia Hemodialisis

Edad Sexo (Semanas) (Semanas)

J.E. 37 M 12 20

S.W. 24 F 4 5

L.G. 30 M 1 3

E.M. 24 F 8 11

K.W. 28 M 4 8

M.A. 25 M 1 9

T.S. 40 F 8 6

TABLA 43

Resumen de los siete sujetos anefricos estudiados
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Discusion de Resultados.

1 - Método de determinacion de la concentracion de aldosterona 
en plasma periférico por radiolnmunoensayo.

En el desarrollo del radiolnmunoensayo hemos estudiado 
las propiedades de dos tipos de antisuero obtenidos, anti- 
aldosterona y antialdosterona-lactona. El antisuero anti- 
aldosterona-lactona fuê preparado creyendo que la lacto- 
mizaciôn de la molecula de aldosterona darîa una mayor" 
especificidad a los anticuerpos y que ademâs en el pro- 
ceso de purificaciôn de la aldosterona se evitarîa su 
degradaciôn al manipular una molecula mas astable como 
es el derivado lactonico.

Como puede deducirse de los resultados de los estudios 
de eppecificidad, los dos anticuerpos son comparables res­
pecte a la identificacion de aldosterona o aldosterona- 
lactona respectivamente. Por otra parte la manipulaciôn 
de aldosterona no lactonizada no produce degradaciôn de 
la molecula si se siguen las condiciones de trabajo que 
hemos indicado utilizando disoluciones acuosas de etanol 
para evitar la formaciôn de hemiacetal y conservando las 
disoluciones a - 4® durante su almacenamiento. Como 
ya hemos indicado anteriormente, el protocole inicial pro- 
yectado consistîa en la utilizaciôn del antisuero anti- 
lactona con lo cual el método era excesivamente laborioso 
ya que era necesario realizar una crometografia previa a 
la lactonizaciôn de la molecula de aldosterona. La oxida- 
ciôn por otra parte, debia realizarse en un perîodo de doce 
horas teniendo ademâs que realizar" en una etapa posterior
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y previa al radioinmunoensayo una nueva purificaciôn con 
una segunda cromatografia. Ademâs con este método obtu- 
vimos blancos elevados del orden de 30-40 pg. debidos 
probablemente a interferencia de restos del agente oxi- 
dante que eran muy dificil de eliminar. Estos inconve-’ 
nientes, junto con el h^llazgo de una similar especifi­
cidad del antisuero antialdosterona, nos llevô al desa­
rrollo de un método utilizando este antisuero siendo el 
resultado final del estudio el protocole definitive des­
cri to .

En el estudio de los métodos de purificaciôn hemos de- 
finido las condiciones ôptimas de extracciôn con CĤ Cl., 
y de particiôn comparando distintos métodos.

La simplicidad del método definitive de extracciôn y 
particiôn hace el método util para el proceso de multip­
les especimenes simultaneamente.

Creemos que una de las caracteristicas mas interesante 
de nuestro método consiste en el desarrollo de un sis- 
tema ûnico de cromatografia en capa fina que permite la 
separaciôn de aldosterona de otros esteroides. '

La dificultad de dicha separaciôn en un solo sistema de 
capa fina es évidente en vista de que se ensayaron 54 sis­
tema s antes de desarrollar el difinitivo. No hem.os in- 
cluido en la parte experimental la descripciôn y los re­
sultados obtenidos con estos sistemas. Todos elles 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 plaça cromatogrâfica.



221
El sistema cromatogrâfico ideado es muy rapide pues se 

compléta en 90 minutes lo cual es una ventaja significa- 
tiva con los sistemas cromatogrâficos en papel mucho mas 
lentes y laboriosos.

La eluciôn del esteroide previa al radioinmunoensayo 
utilizando microcolumnas es muy râpida pues bastan apro- 
ximadamente unos cinco minutes para cada espëcimen.

El sistema de separaciôn de las fracciones libre y uni- 
da es muy simple y la introducciôn en los calcules finales 
del factor corrector para la fracciôn libre no adsorbida 
en el carbôn activado aumenta la precisiôn del método.

El antisuero utilizado es de una gran especifidad y de 
tîtulo elevado. Estas dos caracteristicas han side aumen- 
tadas favorablemente mediante la adiciôn de proteina iner­
te a la diluciôn de antisuero, permitiendo el uso de dilu- 
ciones 1:400.000 lo cual permite la utilizaciôn de pequenas 
cantidades de antisuero para un elevado numéro de medidas.

Aunque existe cierta reacciôn cruzada del antisuero con 
otros esteroides, el proceso de separaciôn de la Aldosterona 
hace que este hecho no tenga consecuencias. La especifici­
dad del método viene indicada por los valores encontrados en 
los blancos reactivo, blancos de plasma pre extractado y blan­
cos de plasma adrenalectomizado, todos ellos en el mismo bajo 
nivel de 2 a 5 pg. Para conseguir estos valores tan bajos 
de blanco, es necesario seguir las precauciones en el ma­
ne jo y limpieza del material que hemos indicado en la des­
cripciôn experimental. Una precauciôn adicional en la 
evitaciôn de contaminaciôn extrana en caso de obtener



blancos elevados consiste en lavado con diclorometano del 
material de vidrio utilizado justo antes de su uso.

La comparaciôn del método con los hasta ahora existantes 
de diluciôn doble isotôpica 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 
isotôpicos.

Ademâs en los métodos doble isotôpicos los blancos son 
mucho mâs elevados que los obtenidos con el radioinmuno­
ensayo debido a una mayor inespecificidad.

Por otra parte y debido a las multiples cromatogràfias 
necesarias en los mérodos doble isotôpicos, las pêrdidas 
de aldosterona son mucho mayores, recobrando al final del 
procedimiento un 30-35% de la aldosterona inicial mientra 
que con nuestro radioinmunoensayo la aldosterona recobrad 
es un 86% de la cantidad inicial. Aunque en ambos método 
se corrigen las pêrdidas, cuanto menores sean estas, mayor 
serâ la exactitud de los câlculos finales.

Como ya hemos indicado en la introducciôn a los métodos. 
de mediciôn de aldosterona, las técnicas de cromatografia 
de gases incluso con detector de captura de electrones, 
no son suficientemente especificas ni sensibles como par 
la determinacion de las mismas concentraciones de aldos- ‘ 
terona en plasma periférico, lo cual viene indicado por 
los multiples intentes realizados para la determinaciôn |
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por este método ( 146-147-148 )• y con los cuales solo
se ha logrado determinar de una manera prâctica concen­
traciones muy por encima de las plasmâticas y solo apli- 
cables a las determinaciones de aldosterona in vitro en 
medios de incubaciôn.de suprarrenales ( 146 ).

Solamente Nicolis ha descrito un método de determinacion 
de aldosterona periférica por cromatografia de gases con 
detecciôn de captura de electrones (144 ) en el que, de­
bido a la inespecifidad del detector de captura, es ne-.- 
cesario realizar, después de una extracciôn y particiôn, 
la lactonizaciôn de la molécula, cromatografia, formaciôn 
de un heptafluorobutirato, y 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 
isotôpicos compitiendo en complicaciôn con estos.
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Comparaciôn con valores normales determinados con técnicas 
de doble diluciôn isotôpica.

Como ya se ha indicado antes, el ûnico método utilizado 
en la determinaciôn sistemâtica de aldosterona plasmâtica 
hasta ahora, han sido las técnicas de doble diluciôn iso­
tôpica.

Simultaneamente al desarrollo del presents método de 
radioinmunoensayo, en otros dos laboratorios se han desa- 
rrollado otras técnicas de radioinmunoensayo para la de­
terminaciôn de aldosterona.

En la Tabla ( 46 ), se comparan les valores basales cb- 
tenidos con técnicas de diluciôn isotôpica y los valores 
obtenidos con el método de radioinmunoensayo descrito en 
este trabajo.

Fraser y James ( 259 ), encuentran por su método doble 
isotôpico 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 die. 
Tampoco especifica la posiciôn en que fueron obtenidos 
los especimenes.

Describen los valores obtenidos por el mismo método 
en pacientes con el sindrome de hiperaldosteronismo pri­
mer io , siendo estos de 11-145 ng%.

Coghlan y Scoggins (1967) segûn su método doble iso­
tôpico (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 . +0.9E.E.

Nowaczrndky, Silah y Genest (260), tambiên con una 
técnica doble isotôpica, obtienen unos valores normales 
de 2-18 ng%.
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Brodie y Tait (15 3) con su método de doble diluciôn. iso­
tôpica, basado como los anteriores en el uso de -anhid- 
rido acêtico como reagente marcados, obtienen en sujeros 
no sometidos a dieta especifica y en posiciôn sentada, una 
media de 6.96 + 4.05 D.E. +_ 1.35 E.E.

Wolf et al. (261) han descrito un método doble isotôpico 
similar, aunque utilizando anhidrido acêtico 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 isotô­
pico similar a los descritos por Brodie et al. y Coghlan 
et al., obtiene en normales, en posiciôn erecta, unos 
valores de 5.8 - 17-0 ng%, con un valor medio de 11.5.

Otro procedimiento hasta ahora utilizado para la medi­
ciôn de aldosterona en plasma periférico, ha sido el cal­
cule indirecte de su concentraciôn, a partir de la medi­
ciôn de la secreciôn en 24 h. y el aclaramiento metabolico.

Con este procedimiento indirecte, 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, com.pa- 
rândolos con los obtenidos con el método de radioinmuno­
ensayo descrito. La mayor!a de los autores no describen 
la metodologia utilizada en la obtenciôn de estos valores 
en sujetos normales, por lo que se explican algunas de las 
discrepancias y amplios mârgenes, ya que como hemos visto 
hasta ahora y como se describirâ a contihueciôn, los nive­
lés de aldosterona plasmâtioa estân sometidos a gran varia- 
bilidad, segûn el grado de estimulo del sistema renina-
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angiotensina y ademâs, existe una posible variacion diurna, 
por lo cual los valores solo son comparables cuando son ob­
tenidos en situaciôn postural y tiempo biolôgico semejantes. 
Aûn 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 diluciôn isotôpica, o los calcu- 
lados indirectamente a partir de la tasa de secreciôn y 
aclaramiento metabôlico.

Simultaneamente al desarrollo de nuestro método, se ha lo­
grado en otros dos laboratorios la mediciôn de aldosterona 
plasmâtica mediante radioinmunoensayo. Estos dos mérodos 
son los de D. Mayes et al. (2 55) y F. Bayard et al. (2 66). 
Mayes utiliza un antisuero obtenido en conejo por medio de 
un conjugado de aldosterona alumina 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 in.di- 
can que la especificidad del método descrito por nosotros 
es muy superior a la del método de Bayard que obtiene unos 
blancos reagente y de plasma de adrenalectomizado muy su- 
periores a los obtenidos por nosotros, siendo el coeficiente 
de variaciôn 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 obtenidos por nosotros.

Las pêrdidas jnedias de aldosterona durante el pï*ocedi- ; 
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 que 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 metadologica, cualidades que destacan a todo radio­
inmunoensayo trente a otros posibles métodos analîticos.

.El, método de Bayard et al. que ya hemos visto, es 
de especificidad y precision inferior al descrito por^ 
nosotros, se utiliza para la purificaciôn de aldosterona 
un sistema cromatogrâfico en papel que ademâs de ser mâs 
lento y tecnicamente laborioso que la cromatografia en 
capa fina utilizada en nuestro método, produce elevados 
blancos reagente como se indica en su descripciôn del 
método.

El método descrito por Mayes es el ûnico con precisiôn 
y especificidad comparable al nuestro, aunque con el in- 
conveniente de utilizer una cromatografia en columna de 
silica gel, una cromatografia en papel y por ûltimo y 
para eliminar la posible contaminaciôn del papel cromato-” 
grâfico, es necesario realizar otra cromatografia en co­
lumna de silica gel. Es pues évidente la simplificaciôn 
que supone una cromatografia en capa fina frente a dos 
cromatogrâfias en columna y una en papel.
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Fraser (19 67) dieta libre

Cofehlan (1967) 18-120 mEq Na 
Decubito

Nowaczrnsky (1966)

2 - 1 8  ng%

5.8 ng 4.5 3.E.
2 - 1 8  ng%

Brodie (1967) dieta libre Decubito 6.96 + 4.05 DE.
Wolf (1963)

Bayard (1970) Erecto

7 - 5 9  ng% 

5.8 - 17 ngl

CALCULO INDIRECTO (Secreciôn - Aclaramiento)

Peterson (1964) 
Tait (1961) 
Balikian (19 68)

Kono (19 64) 
Vecsey (1969)

Decubito
Erecto

/ - 15 ng%
3 - 1 5  ng%
2 . 6 ng%
2 5 ng%
6 - 9  ng%

3.5 - 12 ng%

Método RIE descrito Decubito
Erecto

Variag-on media total

4.5 - 10.5 m. 7.6

9.5 - 33.0 m. 20.7

7.6 - 20.7

TABLA 46
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2 - Niveles plasmâticos de Aldosterona en sujetos normales. 

Cambio postural, sobrecarga y deplecion salina, varia­
ciôn diurna.

Cambio postural en sujetos normales.

En las condiciones de nuestro estudio hemos obtenido 
mediante el estimulo postural de dos horas en posiciôn 
erecta, una media de 30 3% de elevaciôn sobre los valo­
res control en posiciôn supina.

Es évidente en vista de estos resultados que los cam.- 
bios posturales producen marcado aumento en la concen­
traciôn periférica de aldosterona. Este grado de ele­
vaciôn en los niveles de aldosterona esta de acuerdo 
con las elevaciones de 200 - 300% descritos por Wolff 
(261). La metodologia utilizada por Wolff es similar 
a la nuestra efectuando el estimulo postural de manera 
ambulatoria, al contrario que Balikian et al. (212) que 
describen elevaciones may or es mediante el estim.ulo pos­
tural, pero realizando las medidas de aldosterona peri­

férico mediante el estudio del aclaramiento de aldcste- 
rona necesitando para ello una infusiôn ccnrinua por lo 
que los sujetos estudiados tenian que permanecer en pie 

inmovilizados no siéndoles permitido sentarse como en 
nuestro protocolo. Estas diferenoias metodolôgicas 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 producciôn de aldosterona con el consi- 
guiente aumento en su concentraciôn plasmâtica ante el
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estimulo postural.

En nuestro estudio hemos utilizado el estimulo postural 
en la manera mâs fisiologica, es decir de manera ambula­

toria, permaneciendo los sujetos control tanto sentados 

como en pie, considerândose este estimulo como suficiente 

ya que produce mâs de un 30 0% de aumento. Los niveles 
control en posiciôn supina estan de acuerdo con los va­

lores publicados anteriormente y determinados por métodos 
doble isotôpicos, asi como con los resultados obtenidos 

simultaneamente a los nuestros en otros dos laboratorios 
por medio de radioinmunoensayo, como ya hemos comentado 
en la discusiôn de resultados del método.

Que el aumento de los niveles de aldosterona plasmâtica 
ante el estimulo postural es debido a un aumento de se­
creciôn, ha sido demostrado por Balikian (212) quien, 
midiendo cam.bios de secreciôn y aclaramiento metabôlico 

de aldosterona con cambios posturales, concluye que les 
cambios en aclaramiento son minimos.

El mecanismo de este aumento de producciôn es mediado 
por el sistema Renina-Angiotensina segûn la demostrado 
Cohen (200) indicando actividad de renina y excreciôn 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 elevaciôn de niveles de 

aldosterona periférica ante el estimulo postural es de 
un 200% en sujetos con depleciôn salina y 281% en los 

mismos voluntarios sometidos a sobrecarga salina.
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Estudio de variaciôn diurna-

En este estudio hemos querido analizar las posibles 

variaciones diurnas en la concentraciôn plasmâtica de 

aldosterona en sujetos normales sometidos a rêgimen 
ambulatorio. Este estudio fue realizado con el fin 

de aplicar sus resultados al desarrollo del test de 

supresiôn con mineralocorticoides para averiguar si 

los especimenes contrôles necesitaban ser obtenidos 
a un tiempo determinado o la estabilidad de los ni­
veles de aldosterona en rêgimen ambulatorio permit!an 
su obtenciôn en '■ dicho rêgimen ' ■ independientemente 
del tiempo.

Nuestros resultados indican un nivel medio mâs ele­
vado de aldosterona a las 2 horas de permanecer en rê­
gimen ambulatorio con sucesivas elevaciones y disminu- 
ciones que dan como resultado el nivel medio mâs bajo 
de los obtenidos en rêgimen ambulatorio a las 12 del • 
mediodîa despues de 4 horas en régiirien ambulatorio, . 
aunque el nivel medio menor es el obtenido a las 8 A.M. 
después de 8 horas en posiciôn decubito. Después de 
mediodîa encontramos una nueva elevaciôn en los niveles 
de aldosterona hasta la ultima medida obtenida a las 
8 P.M. Los pocos estudios sobre ritmo circadiano 

de aldosterona publicados hasta ahora, han sido realizados 

mediante estudios urinarios fraccionados de excreciôn 

de aldosterona por lo que son de difîcil comparaciôn.

En general concuerdan en el hecho de que en sujetos 

normales la excreciôn de aldosterona es mayor durante 

el dîa, particularmente en la primera parte del dja. 
(241-242-243-244-245)
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De nuestro estudio no podemos extraer ninguna conclusion 

definida ya que no hemos realizado un suficientemente nu­

méro de mediciones y por otra parte, el rêgimen ambulato­

rio y la falta de otros parâmetros no nos permite concluir 

afirmativa o negativamente sobre la existencia de un ritmo 
circadiano, lo cual por otra parte quedaba fuera de

nuestro proposito. De todas formas, de nuestros resulta­

dos parece deducirse que el estimulo postural es mâs efec- 

tivo en la manana con una elevaciôn mâs acusada entre los 
especimenes 8 A.M. y 10 A.M. Este resultado coincide con 
las observaciones de Gordon (246) quien midiendo actividad 
de renina plasmâtica comprueba que el cambio postural en 
la manana tiene un mayor efecto sobre la elevaciôn en la 
actividad de renina que en la tarde. Analizando sus re­
sultados concluye que el hipotêtico mecanismo del ritmo 

circadiano de la producciôn de renina actuaria sinergis- 
ticamente con el estimulo postural por la manana, siendo 
antagonista por la tarde.

Wolfe (245), estudiando excreciones fraccionadas de al- 
dosterona, concluye que el mecanismo responsable de una 

posible variaciôn diurna en la secreciôn de aldosterona, 
séria el efecto postural que séria mediado por el sistema 

renina angiotensina y que, al agotarse en el transcurso del 
dia, originaria este descenso en la producciôn de aldoste- 

rona, Los resultados de nuestro estudio no son comparables 

ya que no hemos suprimido otros factores estimiuladores como 

ACTH ni hemos comparado la situaciôn ambulatoria con pos- 

tura decubito durante el mismo periodo de tiempo, auncue 

la elevaciôn observada por nosotros en los niveles deter- 

minadas a las 8 P.M. no coinciden con el descenso en excre­
ciôn que Wolfe observa a esta misma hora, tambiên en rêgi­
men ambulatorio.
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En resumen, el estudio realizado no permite concluir 
sobre una real variaciôn diurna en los niveles plasmâti­
cos de aldosterona aunque parece indicar que el estimulo 
postural es limitado en el tiempo con mâxima elevaciôn 

de los niveles de aldosterona en las primeras horas de 
la manana, una vez adaptada la postura erecta.

Las diferencias observadas durante el dia en los nive­
les de aldosterona obligan a realizar cualquier estudio 

comparative 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 plasmâticos de 
Aldosterona por un método doble isotôpico, m.anteniendo a 
los sujetos en posiciôn supina las 24 horas, encontraron 
niveles mâximos de Aldosterona a las 6 A.M. y 12 P.M., 
siendo los valores a las 12 mediodia y 5 P.M. la mitad 
de los otros dos valores. Estos resultados concuerdan 

con los nuestros, indicando un progresivo descenso a lo 
largo.del dia con una nueva elevaciôn hacia el'final de 
las 24 horas independientemente del estimulo postural.
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Sobrecarga y deplecion salina.

Nuestros estudios en sujetos normales indican que la 
concentraciôn de aldosterona plasmâtica esta en relaciôn 

con la ingestiôn de ClNa.

La sobrecarga salina producida mediante dieta elevada 

en sodio, déprimé los niveles de aldosterona en un 38% 
del valor control, mientras que la depleciôn salina pro­
duce un aumento en la concentraciôn de aldosterona plas­
mâtica de un 545% del valor control. '■

Los cambios en la concentraciôn de aldosterona plasmâ­
tica fueron mâs consistentes que los cambios en activi­
dad de renina plasmâtica aunque existe concordancia ge­
neral en dichcs cambios. En el control R.S. se produjo 
una elevaciôn de los niveles de aldosterona en el dia 5 
del experim.ento, con posterior descenso aunque el valor 
obtenido en el dia de mâxim.a depleciôn fue un 289% del 

valor control. Este aumento en el com.ienzo de la deple­
ciôn salina se acompanô de un aumento en los niveles de 
renina por lo que suponemos fue debido a un artefacto 
metodolôgico, La falta de correlaciôn exacta entre ni­
veles de aldosterona plasm.âtica y actividad de renina en 

situaciones de depleciôn y sobrecarga salina ha sido in­

dicada recientemente por Bayard (267). Champlain (268) 

y Bayard (267) han indicado una supresiôn total de acti­

vidad de renina mediante sobrecarga scdica aunque los 

métodos que utilizan para la determinaciôn de actividad 

de renina son de poca sensibilidad. En el estudio de 
Bayard, aunque su método no le perm.ite detectar niveles 

de actividad de renina por debajo de 200 ng/lOOml.,
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encuentra una respuesta postural en los niveles de aldos- 
terona en contrôles con sobrecarga salina. Por otra parte, 
Cohen (200) indica que los niveles de renina no estan to- 
talmente suprimidos por una ingesta elevada de sodio.

J. Best (205) ha publicado recientemente un estudio si­

milar al realizado por nosotros, produciendo deplecion 

salina mediante dieta pobre en sodio y viendo el efecto 

producido sobre angiotensina II y aldosterona plasmâtica 
determinada por un método de diluciôn doble isotôpica.
En este estudio encuentra una elevaciôn a los niveles 
plasmâticos de aldosterona de un 308% del valor control 

después de 5 dias en una dieta de 10 mEq Na y no encuen­

tra' ningûn cambio significativo en los niveles de angio­
tensina II. Similarmente a estos resultados, nosotros 

hemos encontrado una disparidad entre los niveles de ac­
tividad plasmâtica de renina y aldosterona aunque noso­
tros si hemos encontrado un aumento en niveles de renina 
ante el estimulo de depleciôn sôdica lo cual correspon- 
derîa a un aumento similar en los niveles de angiotensina II

Auir.entos en niveles de angiotensina II han sido demo- 

strados anteriormente como respuesta a la depleciôn salina 
aunque en estos trabajos se han utilizado diureticos ade­

mâs de restricciôn sôdica (259-270-271 ). Nuestros resul­
tados junto con los de Best y Bayard indicarîan una falta 

de relaciôn primaria del sistema" renina-angiotensina como 

el estimulo fisiolôgico en el estimulo de aldosterona à 

la restricciôn sôdica aunque la disociaciôn 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 les 
del estudio de sobrecarga y depleciôn salina constiruyen 
en su con]unto una comprobaciôn final de nuestro método d; 
radioinmunoensayo al demostrar mediante dicho método cam­

bios en los niveles de aldosterona ante distintos estirr.u- 
los en concordancia con los obtenidos por otros métodos.
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3 - Supresiôn con Fluorinef y DOCA en sujetos normales, 

hiperaldosteronismo primario y secundario.

En el estudio realizado en sujetos normales, en todos 

ellos se demiostraron niveles de aldosterona periférica 

menores que los valores control después de un dîa de su­

presiôn con 9-a Fluorocorticos a Desoxicorticosterona, 
aunque el grupo tratado con DOCA mostrô un grado de su­

presiôn 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 
supresiôn 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 posiciôn 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 erecta en rêgimen ambulatorio 
(en pie y sentado) con objeto de poder utilizer el test 
en enfermos ambulatorios.

En la Tabla ( 38 ) se expresaron los resultados obteni­

dos en dos contrôles en los que se prosiguiô la supresiôn 

con DOCA durante cuatro üîas con un total de 80 mgr. de 
DOCA, evidenciândose una progresiva supresiôn de los ni­

veles de aldosterona aunque la supresiôn encontrada des­

pués de un dîa de supresiôn es satisfactoria. En estos 

dos contrôles se midier-On niveles de actividad de renina 

plasmâtica encontrândose una progresiva supresiôn en re­

laciôn con la supresiôn de aldosterona de acuerdo con la 

hipotesis de que la supresiôn en la secreciôn de aldoste-
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rona producida por mineralocorticoides seria debido a 

una supresion de renina a causa de la expansion de vo- 
lumen intravascular y por tanto a una generacion dismi- 

nuîda de angiotensina.

En los enfermos con hiperaldosteronismo secundario 
estudiados, se comprobo tambien supresion de los nive- 
les de aldosterona tanto con Fluorinef coir.o con DOCA, 
siendo tambien superior el efecto supresor de DOCA que 
el de Fluorinef.

Con DOCA se obtuvieron unos valores post supresion de 

un 36% del valor control, mientras que con Fluorinef 
los valores fueron de un 51% del control. Comparando 
los grupos normales e hiperaldosteronismo secundario se 
comprueba que el grado de supresion en el ultimo grupo 
es ligeramente superior al primaro para cada mineralo- 
corticoide, indicando una mas facil supresibilidad en ca­

ses de hiperaldosteronism.o secundario. En el grupo se­
cundario se observa una correlacion entre los niveles 

plasmaticos de aldosterona y los valores de secrecion 
en 2 h boras, observandose un descenso en estos despues 
de la maniobra de supresion, con la excepcion del paciente 

S.P., en que el valor presupresion de la secrecion en 24 

boras fue de 190 vig y el post supresion de 200 yg, vien- 

dose en cambio un descenso en los niveles plasmaticos de 

49.1 ng/lOOml, a 15.3 ng/lOCml. Este discordancia apa- 

rente quizas sea debida a que en el estudio de secrecion 

control, el tritio recobrado en la orina de 24 boras fue 
solo un 30%, considerandose un 60-.70% el minimo para con­

sidérer la medida précisa y por lo tanto el valor real de 
secrecion control es factible que fuese bastante mas ele-
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vado que el obtenido de 190 pg/24h.

En los enfermos con hiperaldosteronismo primario estu­
diados , al contrario que en los otros dos grupos, no se 
aprecio supresion significativa en los niveles plasmati­

cos de aldosterona, con excepcion de la enferma F.G. que 

mostrô una supresion normal con Fluorinef. Esta enferma 

mostrô tambiên supresion en el estudio de secrecion en 
24 horas a pesar de haberse observado una actividad de 
renina suprimida antes y despuês de la supresion. En 
vista de los resultados en el estudio de cateterizaciôn 
que indicaba aumento de aldosterona en la vena supra- 
rrenal izquierda fue operada extirpândosele la glândula 

suprarrenal izquierda donde existîa un adenoma solitario. 
En la actualidad la enferma es normotensa.

El hallazgo de valores normales de aldosterona plas- 
mâtica en enfermos con hiperaldosteronismo primario, ha 
sido encontrado previamente a este estudio por Brown (185) 
en 6 enfermos con hiperaldosteronismo primario, compro- 
bado quirurgicamente. Brown, utilizando un mëtodo doble 

isotôpico para la determinaciôn de aldosterona plasmatica,_ 
ha indicado como puede variar considerablemente en estos 

enfermos como tambien ha subrayado las fluctuaciones 
espontâneas en la producciôn de aldosterona por estos 

tum.ores.

Esta peculiaridad es la que hace aûn mas eficaz la mani- 

ôbra de supresion en el diagnôstico de hiperaldosteronismo 

primario , pues por otra parte aûn en el caso de hiperal- 

dosteronemia, su simple determinaciôn no permite separar 

las formas primaries y secundarias.

Los resultados obtenidos en el grupo de hiperaldostero­

nismo primario sugieren que la falta de supresion es mas
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évidente en los niveles plasmaticos que en la medida de 

secrecion en 24 horas, evidenciando quizâs las dificul- 
tades têcnicas en estos estudios que ya hemos indicado 

antes.

La correlacion entre los niveles de renina y aldoste­

rona en los especimenes pre y post supresion existe tam- 

bién en el grupo secundario, siendo los niveles de reni­

na en el segundo espêcimen menores que en el primero, 
aunque en algunos casos no se observa una disminuciôn 
correlative con el descenso en los niveles de aldoste­
rona.

En el grupo secundario, igual que en el grupo de con­
trôles, DOCA produjo una supresion mas eficaz eue Flu.crin;f 
en los niveles de aldosterona. En la figura (14 ) se 
expresa graficamente la supresion obtenida en cada une 
de los grupos de hiperaldosteronismo secundario y pri­
mero. En la figura (13 ) se compara el efecto de DOCA 
o Fluorinef en los niveles plasmiâticos de aldosterona. 
en enfermos con hiperaldosteronismo primario o secun­
dario.

Nuestros resultados de supresion en los niveles plas­
maticos de aldosterona son sirailares a los obtenidos 
por Biglieri midiendo excreciôn urinaria de aldosterona 
o secrecion en 24 horas. Utilizando DOCA ( 186 ) o Fluo­

rinef ( 272 ), encuentra supresion de la producciôn de 

aldosterona en sujetos normales e hiperaldosteronismos 

secundarios sin observar supresion en los casos prima.rios.

Biglieri encuentra un me]or efecto supresor con DOCA 
que con Fluorinef, lo cual coincide con nuestros resulta­
dos .
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Es évidente la venta]a de nuestra modificacion del test 
de Biglieri ya que en este,ya se trate de DOCA o Fluori­
nef , el estudio necesita un minimo de cuatro dîas , uno pa­

ra el estudio control en orina de 24 horas y otros très 
para la administracion del mineralocorticoide (DOCA 2 0 mgr. 

dîa X 3 o Fluorinef 0.4 mgr, dîa x 3), ademâs de la nece- 

saria hospitalizaciôn para el estudio secretorio, mientras 

que nuestros resultados indican que un solo dîa de adirâni- 
stracion 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 administracion de DOCA en sujetos ambulatories la mani­
obra mas eficaz, esta maniobra puede ser utilizada de una 
manera eficaz en enfermos hipertensivos en régimen amibula- 
torio. En cualquier enferme en que se sospeche hiperal­
dosteronismo primario se puede realizar la maniobra des- 
crita con la simple obtenciôn de dos especimenes de san- 
gre perifêrica sin necesidad de hospitalizaciôn.

La no supresiôn de los niveles- de aldosterona perifêrica 
con 20 mgr. de DOCA indicaria un alto indice de sospecha 
del diagnôstico de hiperaldosteronismo primario, seleccio- 
nande asi los casos que necesiten procedimûentos diagncs- 
ticos mas complicados, como cateterizaciôn 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 ûnico medio diagnôstico capaz de distin- 

guir las dos entidades ha sido el estudio de los niveles



242

de aldosterona en plasma de vena suprarrenal evidenciando 

discrepancia entre ambos lados.

Recientemente Ferriss (273) ha publicado un analisis re- 
trospectivo en 34 casos de hiperaldosteronismo primario en 

los cuales, ir.ediante un analisis mulzidimensional de ocho 
variables (concentraciones plasm.âticas de aldosterona, re­
nina, sodio, potasio y C0_, presiôn arrerial sistôlica, 
presiôn arterial diastolica y edad), consigne separar los 
casos de adenoma e hiperplasia,

Ferriss ( 273 ) y Brown ( 135 ), utilizando un miétodo do­
ble isotôpico, encuentran una media de niveles plasmaticos 
de aldosterona mas elevada en casos de adenoma que de hi­

perplasia, aunque utilizando la media de repetidas obser- 
vacicnes ya que indican la gran variabilidad de dichos ni­
veles en estos enfermos en distintas observaciones ante 
condiciones sim.ilares con observaciones intermit ente s de 
normo aldosteronem.ia como ya hemos comentado y esto sqrîa 
la causa de que en la observaciôn control ûnica en los en- 
ferm.os estudiados por nosotros, no encontremos esta dife- 
rencia.

La ûnica maniobra diagnôstica hasta ahora descrita com­
parable a la nuestra séria la descrita re ci ennemie nte por 
Kem (274), que utiliza la supresiôn de niveles plasmati­

cos de aldosterona miediante la administracion de 2 litros 

de suero salino isotonico, obteni’endo resultados simila- 

res a los nuestros al suprimir los niveles plasmaticos de 

aldosterona en casos de hiperaldosteronismo secundario no 

suprimiêndose en casos primarios.

Es nuestra opiniôn que la administraciôn del suero sali­

no en un periodo de cuatro horas hace esta maniobra de
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utilizaciôn mas dificil que la nuestra en rêgimen ambula­

tor! o .

Es interesante destacar el hallazgo anatomopatologico en 
la enferma I.Z. en que se encontrô hiperplasia bilateral 

mas un adenoma bien definido en la suprarrenal izquierda 

similar a los casos descritos por George (17). En este 

enfermo se planteo la posibilidad de un caso que podrîa 
incluirse en el hipotetico grupo denominado hiperaldoste­
ronismo terciario, en que un estimulo continue produciria 

hiperplasia de la glomerulosa y con la persistencia del 
estimulo un adenoma autonome. En esta enferma la historia 
no indicaba nada que hiciese pensar en dicho mécanisme fi- 
siopatolôgicc ya que sus unices antecedentes fueron el co- 
mienzo de hipertensiôn cinco anos antes de la intervencion 
quirûrgica, con la aparicion de hipokaliemia espontânea 
diez meses antes de los estudios diagnôsticos. Actualmente 
la enferma es normotensa y es tratada ûnicamente con tera- 
pia supletoria suprarrenal.

Los resultados del estudio de niveles de aldosterona en 
plasmia de vena suprarrenal concuerdan con el valor diagnos- 
tico y de localizaciôn indicado por Melby (141) ya que los 

casos de adenoma presentaron niveles de aldosterona signi- 
ficativamente mayores en el lado correspondiente. La esti- 
m.ulaciôn con angiotensina confirma los estudios previos de 

Spark (169), demostrando una gran sensibilidad de los ade­

nomas productores de aldosterona a pequenos aumentos en los 

niveles de angiotensina. En nuestros resultados los adeno­

mas parecen ser igualmente sensibles al estimulo de ACTH en 
contraposiciôn a sus resultados, que indicaban una selectividad
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exclusiva al estimulo de angiotensina del tejido adematoso.

La ventaja de determiner los niveles de aldosterona en 
plasma de vena suprarrenal por medio de nuestro metodo de 

radioinmunoensayo es évidente ya que, con el metodo urili- 

zado por Spark et al., el nivel minimo detectable es de 
0.5 yg%, mientras que con nuestro radioinmunoensayo pueden 

detectarse niveles de hasta 1 ng% o sea niveles 500 veces 
inferiores.

De los siete enfermos estudiados con hiperaldosteronismo 

primario en cinco, el responsable del sîndromÆ era un ade­
noma, estando en los cinco casos situado en la glandule 
suprarrenal izquierda, lo cual concuerda con las observa.- 
ciones de Conn quien encuentra una preponderancia en la 
localizaciôn izquierda ’de los adenomas producrores de 
aldosterona (165-275).
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4 - Regulacion de niveles de Aldosterona en sujetos anéfricos.

En este estudio la depleciôn sodica producida por deple- 
ciôn isonatrêmica de volumen no produjo ningûn aumento sig- 

nificativo en los niveles plasmaticos de aldosterona en i- 

jetos anéfricos, indicando estos resultados que el rinon es 

esencial para la respuesta normal de la secrecion de aldos­
terona a la depleciôn sôdica en el hombre anéfrico. Estos 
resultados estân en acuerdo con los resultados de Boyd (2 7 0  

que, utilizando un mêtodo doble isotôpico, encontrô niveles 
plasmiâticos de aldosterona por debajo de 2 ng% en très en­
fermos anéfricos después de deplecionados de 170-330 mEq Na 
mediante dialisis peritoneal. El ûnico estudio comparable 
al realizado por nosotros ha sido el de Bailey, Blair-V’est 
et al., sometido recientemente a publicaciôn (250). En di­
cho estudio la depleciôn isonatrêmica de volum.en en sujet es 

anéfricos se logrô durante hemodialisis igual que la reali- 
zada por nosotros, aunque efectuando una depleciôn mayor 

équivalente a unos 2 kg. de peso corporal.

Los niveles de aldosterona fueron determinados por un m.ê- 
todo doble isotôpico, encontrando iguales resultados que no­
sotros al no producirse ninguna elevaciôn de niveles de al­
dosterona ante el estimulo utilizado.

En el enfermo K.W. un descenso en los niveles plasmiâticos 
de potasio de 7.4 a 5.0 mEq/L.- mediante hemodialisis se 

acompanô de un descenso en los niveles de aldosterona de 

5.0 a 1.9 ng%. Esta variaciôn parece estar de acuerdo con 

los resultados obtenidos por Bayard C267), quien encuentra 

una relaciôn directa entre niveles plasmâticos de potasio 

y aldosterona en -sujetos anéfricos, sugiriendo que el esti­

mulo regulador primario de la secreciôn de aldosterona en
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ausencia del rinon seria la concentracion plasmatica de 

potasio. Un efecto similar de los niveles de potasio ha 
sido observado en cordero hipofisectomizado y nefrecto- 

mizado por Blair-West (249 ).

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 discusion de resultados del m.étodo. Este 
hallazgo esta ce acuerdo con los estudios realizados por 
otros autores en sujetos nefrectomizados (2 50-2 57-2 70). ■

Gleadle a descrito niveles elevados de aldosterona en 
très sujetos hipertensos que disminuyeron acusadamente 
después de nefrectomia bilateral (276 ). Como ya hemos 
indicado en la introduccion, en el perro y cordero de­
plecionados de sodio e hipofisectomizados, la nefrecto­
mia bilateral reduce la secrecion de aldosterona a ni­
veles basales ( 247-248-249-277 ),indicando el papal
esencial del rinon en el control de la secrecion de al­
dosterona, mientras que en la rata la nefrectomia no 
causa un descenso en la secrecion de aldosterona y la 
depleciôn sôdica en el animal nefrectomâzado produce un. 

elevaciôn normal de aldosterona ( 223 ).

En nuestro estudio postural, con la ûnica excepciôn dtl 

enfermo E.M., no hemos observado-cam.bio en los valores la- 

sales de aldosterona mediante el estîm.ulo postural. En 

la figura (16 ) se evidencia la disparidad entre la res­

puesta observada en once sujetos normales y los seis su­
jetos anéfricos utilizando el mismo estimulo postural.
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Esta falta de estimulaciôn coincide con las observaciones 

de los dos ûnicos estudios sim.ilares realizados por Bayard 

( 267 ) y Bailey - Blair-West ( 250 ).

Balikian ( 212 ) ha encontrado la misma falta de estimu­

laciôn en un sujeto anéfrico mediante el estudio de con­

centracion de aldosterona en plasma de vena adrenal y uti­
lizando una tabla de balanceo.

Estos resultados sugieren que la respuesta de la secre­

ciôn de aldosterona ante el estimulo postural seria media- 
da por el sistem.a renina angiotensina.

Los niveles de renina plasmatica desaparecen râpidamente 
después de nefrectomia bilateral, siguiendo una curva de 
dos componentes, indicando la posibilidad de producciôn 
extrarenal de renina ( 278-279 ).

La presencia de actividad de renina de origen extra 

adrenal observada en dos pacientes en nuestro estudio ha 
sido observada anteriormente (2 50-2 80-2 81-2 82), 
siendo su origen probable el utero en m.ujeres, 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 administracion intermitente de heparina en los perîo- 

dos de hemodialisis.

Heparina es un inhibidor de la producciôn de aldos­

terona, lo cual es conocido desde las observaciones de 

hipoaldosteronism.o en pacientes sometidos a tratamiento 
crônico con heparina ( 2 83 ) y la supresiôn de la res­

puesta a la secreciôn de aldosterona en sujetos someti-
4»

dos a depleciôn•sôdica (284).
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La reduccion en la producciôn de aldosterona por heparina 

seria causada por un bloqueo en su bio-sintesis segûn han 
indicado Casparie (285) y Conn (286). Por otra parte,

Sealey (287) ha indicado que heparina produce una inhibi- 

ciôn en la reacciôn renina-renina substrate, aunque Bailey 
(284) ha indicado que el efecto de heparina seria fundamen- 

talmente en el proceso de sintesis sin encontrar cambios en 
la concentraciôn de renina o su substrato con la administra­

ciôn de heparina.

En nuestro estudio los enfermos recibieron una media de 
100 mgr. de heparina en cada sesiôn de hemodialisis o sea 

unos 300 mgr. por sémana, dosis mucho menor que la indicada 
por Bailey (284), de m.âs de 300 mgr./dia como inhibidora 
de la sintesis de aldosterona y ademâs administrada en 
forma continua durante largo tiempo. Por otra parte, les 
estudios de aldosterona en vena suprarrenal realizados por 
nosotros en sujetos anéfricos indican una marcada respuesta 
de la producciôn de aldosrercna a la infusion ce ACTH en 
très enfermos y una respuesta también positiva a la infu- 
siôn de angiotensina en un enferm.o. Como estos enfermes 
anéfricos estaban sometidos al mismo tratamiento de hepa­
rina que el primer grupo, estos resultados indican que en 

las condiciones del estudio, aûn en el caso de que hubiese 
algûn bloqueo en la producciôn de aldosterona, este bloqueo 

no seria suficiente como para suprimir la respuesta a un 

estimulo. Por ûltimo, recientem.ente 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 plasmâticos de aldosterona 
eran mâs elevados al final de la infusiôn que al principio.
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Estos resultados, junto a los ya comentados de nuestro es­
tudio de cateterizaciôn, indican que los bajos niveles de 
aldosterona encontrados y su falta de respuesta al estimu­

lo postural y al de depleciôn isonatrêmica de volumen, no 

son causados por la heparina administrada.

El estudio comentado sugiere pues que el rinon parece 

ser esencial en el control de la respuesta secretoria de 
aldosterona a la depleciôn sôdica en el hombre,.aunque sin 
dilucidar si el papel jugado por el sistema renina angio­
tensina es directe o permisivo en dicha respuesta.

También el estudio sugiere que el rinon es esencial en 
la respuesta secretoria de aldosterona al cambio postural 
y que en el hombre anéfrico existe una disminuciôn de la 
secreciôn de aldosterona con respuesta disminùida a los 
estimulos fisiolcgicos.
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Ha sido objeto del presente trabajo, el desarrollo.de un 

metodo analitico de determinaciôn de concentraciones de Al­
dosterona en plasma periférico. El mêtodo desarrollado, es 

un sistema de radioinmunoensayo, en el que hemos utilizado 

como ligando anticuerpos especificos obtenidos por la in- 

yecciôn en cordero de D-aldosterona-18,21-dihemisuccinato.
En el curso del desarrollo del mêtodo, hemos estudiado la 
especificidad de los distintos antisueros obtenidos y los 
distintos sistemas de extracciôn, particion y cromatogra- 

fia, hasta encontrar los mâs idôneos que son descritos en 
el protocole definitive, al igual que las condiciones de 
equilibrio y separaciôn del mêtodo de radioinmunoensayo.

Hemos analizado la precision y exactitud del mêtodo, me­

diante coraprobaciôn "in vitro", demostrando que dicha pre­
cision y exactitud es satisfactoria. Hemos comparado los 
valores obtenidos con nuestro mêtodo de radioinm.unoensayo, 
con los previamente obtenidos con têcnicas de doble diluciôn 
isotôpica, comprobando su concordancia. ^

Semejante concordancia ha sido encontrada al determiner 
niveles de aldosterona en plasma de vena suprarrenal, con 
nuestro mêtodo de radioinmunoensayo y con el mêtodo de Tait.

La têcnica de radioinmunoensayo para determinaciôn de ni­

veles de Aldosterona en plasma periférico, gracias a su sen- 

cillez y exactitud, permite la generalizaciôn de dicha deter­

minaciôn hasta ahora restringida a los pocos departamentos 

de investigaciôn, con los medios suficientes para el uso de



têcnicas doble isotôpicas. Por otra parte, la extreraada 

complicaciôn y dificultad de estas têcnicas, no han permi- 

tido las numérosas determinaciones necesarias en el estu­
dio sistemâtico de niveles de Aldosterona, tanto en suje­

tos normales como en distintas situaciones clînicas.

Por ser la primera vez que se determinan niveles plasmâ­
ticos de Aldosterona, por medio de radioinmunoensayo, solo 
hemos podido comparer nuestro mêtodo con los otros dos ûni­
cos sistemas de radioinmunoensayo que han sido desarrolla- 
dos simultâneamente al nuestro en otros dos laboratorios, 
siendo nuestra opinion que la utilizaciôn de una ûnica cro- 
matografia en capa fina en el proceso de purificaciôn, hace 
nuestro mêtodo el mâs sencillo de los très hasta ahora exi^ 
tentes.

En la segunda parte del trabajo, hemos descrito los tra- 

bajos clînicos realizados como aplicaciôn del mêtodo y ûl- 
tiraa ccmprobaciôn de su utilidad clinica.

En primer lugar, hemos determinado los valores normales 
en condiciones basales y ante distintos estimulos, como can- 
bio postural y depleciôn salina, e inhibiciones como sobre- 

carga salina o supresiôn con mineralocorticoides.

Los resultados obtenidos en estos estudios control estân 
en concordancia con los estudios hasta ahora realizados ccn 

têcnicas de estudio de tasa de secreciôn o con mêtodos do­

ble isotôpicos.

Como aplicaciôn clinica inmediata del mêtodo, hemos idea- 

do un test râpido de 24 horas para el diagnôstico dg hiper­

aldosteronismo primario, utilizando la determinaciôn de ni­

veles plasmâticos de Aldosterona,antes y después de la adirL-
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nistraciôn de 20 mgr. de DOCA en 24 horas, comprobando 

que dicha maniobra produce supresion de los niveles plas­

mâticos de Aldosterona en sujetos normales y en casos de 
hiperaldosteronismo secundario, sin producir supresion en 

pacientes con hiperaldosteronismo primario.

Creemos que esta maniobra supone un gran avance en los 

estudios diagnôsticos de hiperaldosteronismo primario 
pues al haber adaptado las condiciones del estudio a las 
existantes en regimen ambulatorio, es posible realizar 
estudios de despistaje en elevado numéro de enfermos am- 
bulatorios, con la simple mediciôn de niveles de Aldoste­
rona en plasma periférico, que gracias a nuestro mêtodo 
de radioinmunoensayo puede hacerse de manera râpida y - 
prâctica.

De esta manera, se simplifica grandemente el estudio 
diagnôstico de estos enfermos, ya que las maniobras de 
supresiôn con mineralocorticoides hasta ahora -utilizadas, 
necesitaban el estudio en regimen interno, durando el es­
tudio un minimo de cinco dîas, evitandose ademâs la nece­
sidad de la administraciôn de hormona radioactive para 
las determinaciones de tasa de secreciôn.

En nuestro estudio de maniobras de supresiôn, hemos com­

parado los mineralocorticoides DOCA y 9-oi-Fluorocortisol, 

comprobando la mayor efectividad de DOCA en la supresiôn 

de niveles plasmâticos de Aldosterona.

Otro estudio cllnico realizado utilizando el mêtodo de 

radioinmunoensayo, ha sido el de la regulaciôn de nive­

les de Aldosterona plasmâtica en sujetos anéfricos, com­

probando que en el hombre, el sistema Renina-Angiotensina 

parece ser esencial para la respuesta de secreciôn de -
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Aldosterona ante el estimulo de depleciôn salina, comproban­
do por primera vez que el mécanisme regulador de secrecion 
de Aldosterona es, en estas condiciones, similar en el hom­
bre al de cordero y perro, en contraposiciôn a la rata, en 
que ante el estimulo de depleciôn salina, aûn en ausencia 
del sistema renina Angiotensina, existe una respuesta de - 
aumento de secreciôn de Aldosterona. Los niveles de Aldos­
terona perifêrica encontrados en estos sujetos anéfricos, 
son inferiores a los de sujetos normales, existiendo en su­
jetos anéfricos una falta de respuesta de secreciôn de Al­
dosterona ante el estimulo postural. Estas observaciones 
indican un deficit en la respuesta fisiolcgica del sistema 
regulador de la secreciôn de Aldosterona, bajo las condi­
ciones clinicas descritas.
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