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I. INTRODUCCION

I.I.- Revision historica

Las glandulas suprarrenales eran conocidas en la antigua litera- 

tura como cuerpos suprarrenales o capsulas suprarrenales. Parece ser 

que fue BARTOLOMEO EUSTACCHIO el primero en descubrirlas en 1563, d^ 

nominandolas Glandulae Renibus Incumbentes. Sus Tabulae Anatomicae 

no fueron publicadas hasta el afio 1714 por el clînico italiano LANCISI.

Ningun estudio funcional fue publicado durante trescientos aRos 

hasta que THOMAS ADDISON, (1855), describe concisa y elegantemente, 

once casos fatales que el y sus colegas del Hospital GUY, han obser- 

vado durante los anos precedentes, describiendo la enfermedad que 

lleva su nombre como "The leading and characteristic features of the 

morbid state to which I would direct attention are, anaemia, general 

langour and debility, remarkable feebleness of the heart's action 

irritability of the stomach, and a peculiar change of colour in the 

skin, occurring in connection with a diseased condition of the "supra­

renal capsules".

Las correctas deducciones de Addison no fueron aceptadas plena- 

mente por sus contemporaneos. Hay solo una pequefia correlacion entre 

el sîndrome de Addison cronico y el fallecimiento en poco tiempo de 

los animales que han sufrido una adrenalectomia total. La pigmentacion 

descrita en la enfermedad de Addison no puede ser reproducida experi­

ment aiment e .

Al ano siguiente BROWN-SEQUARD (1856) demuestra experimentalmen- 

te que estas glandulas son imprescindibles para la vida, su extirpa- 

cion en conejos, perroB, gatos y monos, desencadena rapidamente la 

muerte, en un tiempo variable ehtre algunas horas y dos dîas como
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mâximo.

La extracciôn de un principle activo del tejido suprarrenal 

no fue posible hasta finales de los aîios 1920, ensayando sobre ani­

males adrenalectomizados y estudiando su supervivencia. HARTMAN y 

Col. (1927) preparan un extracto que alarga la vida de estos anima­

les, pero no por un periodo de tiempo indefinido. ROGOFF y STEWART 

(1928), probablemente llegaron a la misma conclusion, aunque recono^ 

cieron que su preparaciôn era menos efectiva que la soluciôn Ringer. 

Entre 1929 y 1930 SWINGLE y PFIFFNER (1930, 1931) por un lado y 

HARTMANy Col. (1930) por otro, obtienen un extracto liposoluble de 

tejido suprarrenal, de potencia relativamente alta. Ambos grupos 

demostraron que sus preparaciones mantenîan indefinidamente con vi­

da gatos adrenalectomizados, y que jovenes ratas adrenalectomizadas 

y tratadas con estos extractos, llegaban a la madurez y eran capaces 

de fecundar. La primera demostraciôn clînica humana, de la utilidad 

del extracto adrenal de SWINGLE y PFIFFNER fue realizada por los Drs. 

LEONARD ROUNTRE y C. H. GREENE (1930) de la Clînica Mayo, en un en­

ferme de coma Addisoniano, en el que obtuvieron una drâmatica remi- 

siôn.

La clave del posterior progreso fisiolôgico, se encontre media- 

da la dêcada de los 30, con el aislamiento e identificaciôn de nûmerosœ 

esteroides, principios actives del extracto suprarrenal. STEIGER y 

REICHSTEIN (1937) identificaron la 11-desoxi-corticosterona en can- 

tidades muy pequehas formando parte del extracto adrenal y estable- 

cieron la naturaleza esteroidea de los corticosteroides. PFIFFNER 

(1942) y sobre todo KENDALL (1937, 1949) identificaron la mayqria
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de los esteroides adrenales. Poco a poco fueron sintetizados los 

esteroides principales. SARRET (1946) y Col. en los laboratories 

de la MERCK sintetizo la cortisona y mas posteriormente a partir 

de unos trabajos de SIMPSON y TAIT (1955) se logrô sintetizar la al*-- 

dosterona.

Las distintas acciones fisiologicas de los glucocorticoides, 

son sospechados desde primeros del présente siglo. CORI (1927) evi- 

dencia que el azucar en sangre y el glucogeno almacenado, tienen 

niveles bajos (aunque no todas las veces) en la hipofunciôn suprarre^ 

nal. SIDNEY BRITTON (1932) expone que la funciôn prépondérante de la 

corteza adrenal es la influencia sobre el metabolismo de los carbo- 

hidratos. FRY y Col. (1940) establece de una forma convincente, que 

algûn producto secretado por la adrenal es esencial para la normal 

neoglucogenesis a partir de las proteinas y otros aspectos homeos- 

tâticos del metabolismo.

La interconexiôn entre las gonadas y la suprarrenal que sos- 

pechada por WOOLLEY (1902) y VULLOCH y SEQUEIRA (1905)con ocasiôn 

de la observaciôn de distintos sindromes adrenogenitales, aunque 

los modelos expérimentales ensayados en animales no dieron resultado, 

PARKINS y GAUNT (1933) administraron extractos de corteza adrenal a 

ratas inmaduras en un esfuerzo para modificar su desarrollo sexual, 

sin conseguirlo.

INGLE y KENDALL (1937) demuestran la existencia de un sistema 

"Feedback" por el que la estimulaciôn hipofisaria de la adrenal, va 

seguido de un efecto inhibitorio de las hormonas adrenales sobre la 

hipofisis, dejando claro que es,te sistema "Feedback" no debe ser el
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ûnico implicado en la regulaciôn del mécanisme de secrecciôn adrenal.

A partir de 1930, fue haciendose cada vez mas évidente, que 

los animales con deficiencia adrenal eran muy susceptibles a cualquier 

noxa (tôxicos, traumas, drogas, ejercicio extreme, infecciones, etc.) 

SELYE (1946) resume ejemplarmente toda la informaciôn acumulada has­

ta entonces y establece el papel prépondérante de un buen funciona- 

miento adrenal en los fenomenos de adaptaciôn.

PHILIP HENCH (1949), en la Clînica Mayo, habia observado duran 

te cierto tiempo, que las enfermas de Artritis Reumatoide mejoraban 

de su padecimiento durante el embarazo, lo que atribuyo a alguna sub^ 

tancia natural présente en abundancia durante este estado, poco a p£ 

co y en colaboraciôn con E. C. KENDALL, fue sospechando que esta subs^ 

tancia antirreumatica no era otra cosa que una hormona. HENCH,

KENDALL, SLOCUMB y POLLEY (1949). acordaron utilizar cortisona y 

ACTH en 14 enfermos de Artritis reumatoide. El resultado fue un des^ 

cubrimiento de primera magnitud en la terapeutica mêdica.

Un capitulo posterior ha sido el desarrollo de moleculas sin- 

têticas de esteroides (prednisolena, dexametosona, etc, ) de mayor 

potencia y especificidad que las hormonas naturales.

En la actûalidad las distintas acciones fisiologicas y farmaco- 

lôgicas de los glucocorticoides nos son bien conocidas. Su uso far- 

macologico cada vez mas extendido, «specialmente en afecciones crô- 

nicas como, artritis reumatoides, lupus eritematoso, poliarteritis 

nodosa, dermatomiositis, arteritis de celulas gigantes, asma bron- 

quial, bronquitis crônica, sarcoidosis, tuberculosis pulmonar, sin- 

drome nefrotico, glomerulonefritis membranosa, leucemia, oftalmopa-
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tias, etc., hacen cada vez mas frecuentes la aparicion de Cushing y 

atrofias suprarrenales iatrogenicas, siendo por lo tanto imprescin­

dibles las dosificaciones control de glucocorticoides en plasma y 

orina en el seguimiento de estos enfermos cronicos.

Vamos pues a revisar los distintos mêtodos utilizados para la 

dosificacion de glucocorticoides en plasma y orina, con especial re­

ferenda a los mêtodos empleados en las determinaciones de las mues- 

tras obtenidas en los protocolos que constituyen el contenido de es­

ta tesis doctoral.

1.2.- Mêtodos plasmaticos

Aunque exista la posibilidad de cuantificar el cortisol plas­

mâtico por colorimetria (17-OH-CS), no fue hasta la introduccion de 

los procedimientos fluorimetricos, que se logro simplificar el pro­

ceso analitico de forma tal que se pudiera extender su utilizacion 

mas alia de unos pocos centros, dedicados principalmente a la inves­

tigacion.

1.2.1.- Fluorescencia

El cortisol junto con la cortisona tienen la propiedad 

de desarrollar una intensa fluorescencia, cuando se exponen 

a la accion de la luz ultravioleta, en soluciôn de âcido 

sulfurico concentrado. Esta reacciôn tiene la ventaja de su 

simplicidad, sensibilidad y relativa especificidad. Reaccio- 

nan los A^-3 cetoesteriodes, que poseen un grupo hidroxilo 

en el carbono 11, y es lo suficientemente sensible como para 

detectar fracciones del orden de microgramos, en una soluciôn 

pura, sin gran dificultad. El mayor problema para la aplica-
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ciôn del mêtodo a pequeRos volumenes de plasma, reside en 

la apariciôn de substancias fluorescentes, no especîficas.

Los primeros en aplicar la fluorescencia con âcido 

sulfurico, para la determinaciôn de cortisol en plasma fue­

ron SWEAT y FARRELL (1952), Oon este mêtodo SWEAT (1955), 

encontro en sangre humana periferica una concentraciôn me­

dia de 10,8 yigr/100 ml de cortisol y alrededor de 4Jj.gr/100 

ml. de corticosterona.

BLISS y Col. (1953) compararon el mêtodo de Nelson 

y Samuel (Colorimetrîa) con el de SWEAT y FARREL, en una 

serie de 10 muestras de plasma en sujetos estimulados con 

corticotrofina. La media obtenida por el primer mêtodo fue 

de 22,5 yuLgr/lOO ml. y por el segundo de 23,1/^gr/lOO ml. 

con muy poca dispersion en los datos individuales. Estos 

dos mêtodos dependen de dos reacciones quîmicas distintas 

y solo los esteroides adrenales, cortisol, epicortisol, cor­

ticosterona, epicorticosterona y pregneno 11yg-l?Ac ,20y3- 

21 tetraol-3ona, reacciônan en ambos casos.

SILBER y Col. (1958), encontraron que el plasma de ra­

ta contiene gran cantidad de corticosterona, pudiendose eli- 

minar la cromatografîa previa con silica gel y realizar la 

reacciôn a partir del extraçto de plasma. GUILLEMIN y Col. 

(1959) confirmaron un ano despuês este l?allazgo, lo mismo 

que ZENKER y BERNSTEIN (1958).

La corticosterona da una fluorescencia en acido sulfu­

rico mas intensa que el cortisol y el mêtodo simplificado

6.



(sin cromatografîa previa) que es util para el plasma de 

rata, debe ser tambiên investigado con el plasma humano.

DE MOOR y Col. (1960) aplican el mêtodo simplificado al 

plasma humano. Estos autores extraen el plasma primero con 

eter-petroleo para disolver las substancias grasas y a con- 

tinuaciôn con 3-5 volumenes de cloruro de metileno, extraen 

el esteroide. El extracto es lavado brevemente con NaOH,

0,1 N y se le agrega una mezcla de etanol-acido sulfurico.

El material de fluorescencia dentro de la fase de acido 

sulfurico y cloruro de metileno se aspira. La fluorescencia 

en fase âcida es entonces medida como una verdadera fluoro- 

metrîa.

De esta forma se descubriô un mêtodo rapido para la 

determinaciôn del cortisol plâsmatico, con una recuperaciôn 

sobre el cortisol puro ahadido del 96 al 107 %. Pero los 

niveles medios de 11-hidroxicorticoides encontrados en su­

jetos no estresados, son considerablemente mayores que los 

obtenidos por el mêtodo de Porter-Silber y tambiên mas al­

tos que los encontrados por SWEAT por fluorescencia.

Mucho se ha discutido sobre la realidad de los corti­

costeroides plasmâticos, determinados en los mêtodos fluor^ 

metricos, confundiendose eficacia con precision. Una cosa es 

un mêtodo de analisis clînico, util para determinar las alte_ 

raciones de la glândula suprarrenal, refiejadas por el cambio 

de las concentraciones plâsmaticas de los esteroides hormon^ 

les adrenales y otra cosa es disponer de un mêtodo sencillo
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para determinar exclusiva y especificamente cortisol y corti_ 

costerona.

El mêtodo como originalmente fue introducido por DE 

MOOR y Col. fue descrito para medir los 11-hidroxicorticoi­

des libres en plasma, que son ademâs del cortisol y la cor­

ticosterona, el 20- yQ-hidroxicortisol, con actividad igualmea- 

te fluorogena como DE MOOR habia preconizado. La reacciôn 

de fluorescencia esta dada por los ^  -3 ceto-11 hidroxicor 

ticoides y por lo tanto cortisona, tetrahidrocortisol, tetr^ 

hidrocortisona y tetrahidro - S todos dan fluorescencia, 

aunque despreciable, en la reacciôn. Los anâlogos sintêti- 

cos taies como prednisona y prednisolona dan una cierta fluo 

rescencia, pero ademâs como las dosis terapeuticas utiliza- 

das con estos esteroides son relativamente altas, existe 

pues alguna interferencia cuando se determinan los 11-OH-CS 

en plasma en pacientes tratados con prednisona. Con triamci- 

nolona el riesgo de interferencia es menor, porque las dosis 

utilizadas son menores y da menor fluorescencia . Con Dexame_ 

tasona o Betametasona el riesgo de interferencia es despre­

ciable pues se utilizan dosis muy pequenas de ellos. Los 

cuerpos cetonicos que tanto interfieren la reacciôn de Por­

ter y Silber no afectan a los mêtodos fluorimetricos.

El mêtodo original propuesto por DE MOOR y Col. ha 

sufrido varias modificaciones de las cuales la mâs importan 

te ha sido la sugerida por MATTINGLY (1962), que apuntô que 

para propositos clînicos, no era necesario el lavado con



NaOH 0,LN o el lavado con eter-petroleo del extracto. Este 

mêtodo détermina los productos adrenales hormonales en for­

ma de 11-hidroxicorticoides, no es por lo tanto un mêtodo 

especîfico para determinar el cortisol y no esta justifica- 

do cuando se utiliza, referirse a los valores de cortisol 

plasmâtico, Es , dada su rapidez y sencillez, un mêtodo 

ideal de "Screening".

Quizâs la mayor desventaja del mêtodo de MATTINGLY, 

es la no eliminaciôn de la fluorescencia inespecîfica de 

fondo. Es relativamente importante en el caso de concentra­

ciones médias o altas de 11-OH-CS plasmâticas, pero por el 

contrario es una gran fuente de error en el caso de concen­

traciones muy bajas. La magnitud de este fondo de fluorescen^ 

cia inespecîfica es del orden de 2 a 4yUgr/100 ml. Cûando 

en sujetos sospechosos de hipofunciôn adrenal, no se encuen- 

tren concentraciones de 11-OH-CS muy bajas, debe buscarse 

una posible fuente de error, en las impurezas de los reac­

tivos utilizados, o en las superficies de los recipientes 

de vidrio empleados. MATTINGLY, observô que el eter-petroleo 

usado normalmente para lavar los extractos era responsable 

de una gran magnitud de fluorescencia inespecîfica, cuando 

se omite este lavado, el valor medio de los 11-OH-CS obte­

nido en pacientes suprimidos con dexametasona es del orden 

del 2 -6 ^ugr/100 ml. frente a los 4 - 9  gr/lOO ml. que 

encontraba DE MOOR.

No hay duda de la existencia de substancias en el plas
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ma que se conservan en el extracto y dan una fluorescencia 

inespecîfica. Cuando la corteza adrenal esta totalmente sii 

primida por una terapeutica a altas dosis y mantenida duran_ 

te cierto tiempo, no es raro encontrar en el plasma de estos 

pacientes, valores de los 11-OH-CS distintos de cero. Estas 

substancias deben ser pues, no esteroideas. La verdadera 

naturaleza de estas substancias, responsables de la fluo­

rescencia inespecîfica no esta determinada totalmente, ha- 

biendose dedicado al tema mucho tiempo y esfuerzo.

Comparando las conclusiones obtenidas por distintos 

grupos de trabajo, con respecto a este problema de la fluo­

rescencia inespecîfica STAHL y DORNER (1966), sugieren que 

una parte de esta fluorescencia inespecîfica se desarrolla 

muy rapidamente, en los primeros dos o tres minutos y que 

la segunda parte de esta, aparece progrèsivamente en el 

trascurso de varias horas. Entre estas dos fases en el tiem 

po, aparece la fluorescencia debida a los verdaderos 

11-hidroxicorticosteroides, que son en su mayor parte corti­

sol y corticosterona. Este desarrollo de fluorescencia es- 

pecîfica y valorable, tiene un "plateun" mâximo entre los 

8 y 20 minutos, es por lo tanto en este intervalo de tiempo 

cuando debe realizarse la lectura.

JAMES y Col. (1967) reducen la fluorescencia inespe­

cîfica por extracciôn del plasma a un pH alcalino, obtenien 

do rapidamente la verdadera fluorescencia, usando acido muy 

concentrado en los reactivos, por este mêtodo la lectura
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ha de realizarse solo 3 minutos como mâximo, despues de 

la mezcla, lo que hace muy apto su empleo para autoanaliza 

dores. Usando este mêtodo automatizado se han obtenido miy 

buenas correlaciones, con los mêtodos isotopicos de deter- 

minacion del cortisol (TOWNSEND y JAMES, 1968). Pero a es­

ta afirmacion hay que objetar, que tambiên PETERSON y Col. 

(1953), obtenian muy buena correlacion entre los 17-OH-CS 

determinados por colorimetria y el cortisol medido isoto- 

picamente, sin que este hecho mejorase los inconvenientes 

de la utilizacion de la reacciôn colorimêtrica.

Cuando los niveles corticosteroides plasmâticos son 

bajos JAMES y Col. (1967), encuentran con la têcnica de 

MATTINGLY alrededor de un 50 % mâs del cortisol verdadero 

contenido en la muestra. Esta proporcion no es constante, 

dependiendo del grado de actividad adrenal y va disminuyend o 

cuando la actividad de la glândula se aproxima a valores 

normales.

Por el mêtodo râpido automatizado introducido por 

TOWNSEND y JAMES, se obtienen valores del orden de 1 - 4 

y^gr/lOO ml. por encima del cortisol verdadero medido por 

el mêtodo isotopico, este exceso en su mayor parte corres­

ponde a la corticosterona. El mêtodo puede detectar hasta 

valores de l^xgr/100 ml. y despuês de la adrenalectomia 

o supresiôn con dexametasona se obtienen valores de 

lyXgr/100 ml. aproximadamente.
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El mêtodo fluorimetrico fue al principle aplicado 

a extractos cuidadosamente purificados, en los que la 

fracciôn de cortisol fue separada de la corticosterona y 

de impurezas. SWEAT (1955) encontrô concentraciones médias 

de cortisol en plasma humano de 10,8 ̂ gr/100 ml., que coin 

ciden satisfactoriamente con los valores de cortisol que 

se encuentran por mêtodos isotôpicos. Pero los valores 

medios de corticosterona que SWEAT encontrô, eran sensibly 

mente mas altos que los hay admitidos que oscilan alrede­

dor de 1-2 y//gr/100 ml.

Las estimaciones de los 11-OH-CS totales en plasma 

dan una media que depende, de alguna forma, de los deta- 

lles del mêtodo, MATTINGLY encuentra una media de 15 

100 ml. usando practicamente el mismo mêtodo. Estos valo­

res son del orden de un 50 % mayores que los valores de cor 

tisol verdadero, TOWNSEND y JAMES (1968) dan por el mêtodo 

automatizado valores de los 11-OH-CS plasmâticos del orden 

de 11,2 ̂ ^^*gr/100 ml.

Cualquier mêtodo basado en una medida final de la 

fluorescencia es vulnerable a interferencias con un gran 

nûmero de substancias orgânicas. Este hecho esta plenamente 

aceptado en los mêtodos fluorimêtricos de determinaciôn de 

los 11-OH-CS. Algunas de las fuentes de interferencia tod£ 

vaîa son desconocidas.

Algunas de las substancias en las que se ha estudiado 

esta interferencia, son las siguientes;



- Bilirrubina: Es una causa apreciable de fluorescencia 

inespecîfica, tanto mas importante cuanto menor sea la con 

centracion de 11-OH-CS plasmâticos, interfiere tanto en for 

ma libre como conjugada y es muy manifiesta si su concentra 

ciôn se acerca a los 4 mgr/100 ml, El lavado de extracto de 

clururo de metileno con hidroxido sôdico 0,1 N. élimina 

esta interferencia (DENNIS, 1963).

- Triparanol: produce una fluorescencia inespecîfica muy 

marcada (MATTINGLY, 1962). Es muy raramente usado en la 

actualidad.

- Carotenos y tetraciclinas: dan un intenso color amarillo 

pero no interfieren en la fluorescencia (DENNIS, 1963).

- La hipercolesterolemia no es causa de interferencia 

(MATTINGLY, 1962).

- Los antibioticos como penicilina, estreptomicina y cloro 

micetina no dan interferencia (DENNIS, 1963).

- Espirolactona: SEIDENSTICKER y Col. (1967) han demostrado 

que la aldactona produce una fluorescencia de la misma Ion 

gitud de onda que el cortisol y las lecturas altas en plas^ 

ma permanecen elevadas hasta 10 dîas despues de haber inge^ 

rido la droga. LURIE (1970), ha confirmado esta interferen 

cia y sefiala que despuês de 48 horas con espirolactona, un 

plasma de un rango normal de 11-OH-CS de 11 a 22 yk/gr/100 

ml. tomaba unos valores de 46 a 144 ^/^gr/lOO ml. mientras 

que la reacciôn urinaria de 17-cetosteroides y 17-cetoge­

nicos permanecîa inalterada.



- Heparina: WERK y Col. (1967) encuentran que las disolu- 

ciones de heparina causan una seria interferencia. La cau 

sa reside, al parecer, en las trazas de alcohol benzilico 

que se utilizan para conservar la soluciôn, el error puede 

llegar a ser del orden de 10 y/gr/lOO ml. Pero KENDALL y 

Col. (1968) encuentran que esta interferencia ocurre solo 

cuando el cloruro de metileno contiene impurezas, de aquî 

se deduce, la necesidad de purificar este reactivo cuando 

se aplica la tecnica de Mattingly.

- Cetosis: KRUGER y Col. (1965) encuentran que al contrario 

de lo que sucede con el mêtodo de Porter-Silber, el aumen 

to de cuerpos cetônicos, no interfiere en la determinaciôn 

de los 11-OH-CS por fluorimetrîa.

- Fenotiazinas: No son causa de interferencia 

(SEIDENSTICKER y Col. 1967).

- Barbituricos: No son causa de interferencia (DENNIS,

1963).

- Digital y Quimidina: No son causa de interferencia 

(DENNIS, 1963)

I.2.2.- Metodos de desplazamiento competitive

Los mêtodos de desplazamiento competitive C.P.B. o 

R.I.A. se basan en la competencia de dos substancias iden 

ticas, una marcada y otra no, o una exogena y otra endoge^ 

na, para unirse a un mismo substrate, una proteina en C.P.B. 

o un anticuerpo especîfico en R.I.A.

El primer mêtodo para la determinaciôn de cortisol 

plasmâtico por C.P.B. fue desarrollado por MURPHY y PATTE 
(1964).
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La extracciôn del plasma se realiza con un volumen doble 

de etanol y la reparaciôn de las dos fases por centri.fu- 

gaciôn. Un volumen conocido de este extracto se évapora a 

sequedad y al residue se le agrega una soluciôn de plasma 

de mujer embarazada, diluido al 2,5 % en agua, que se uti­

liza como fuente de globulina. Una pequefia cantidad de cor­

tisol o corticosterona tritiada se agrega tambiên al sist^ 

ma. Despuês de calentar ligeramente la mezcla se verifies 

la competiciôn entre el cortisol tritiado, agregado y el 

cortisol endogeno présente en el extracto, por el limitado 

nûmero de lugares de uniôn con la transcortina présente en 

el sistema. Conseguido el equilibrio, la relaciôn entre el 

cortisol tritiado libre y unido, nos détermina la cantidad 

de cortisol endôgeno al referirlo a una curva "standard" cons 

truida previamente con cantidades de cortisol no marcado 

conocidas.

Se han usado varios mêtodos para separar la fracciôn 

libre de la fracciôn ligada. El mêtodo original empleaba 

una dialisis a travês de "Cellopane", pero posteriormente 

fue reemplazado por una filtraciôn a travês de columns de 

"Sephadex" (MURPHY y PATTE, 1964) y mas recientemente el 

mismo autor recomienda agregar "Florisil" a la mezcla 

(MURPHT, 1967).

Este mêtodo détermina cantidades de 0,03y6lgr de cor­

tisol o menos y puede ser estimado el cortisol en menos de 

1 ml. de plasma. Es un mêtodo reproducible y de valores 

comparable con otros y da como valor medio en personas norma
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les de cortisol plasmâtico 16y^gr/100 ml. NUGENT y MAYES 

(1966) han demostrado que los resultados obtenidos por el, 

se correlacionan bastante bien con mêtodos mas especîficos 

que incluyen cromatografîa en capa fina y un control iso­

topico interno. La recuperaciôn que se obteiene es del 

orden del 94 %. IZURZAETA y Col. (1970) han proprobado 

sus resultados con los mâs sofisticados de doble diluciôn 

isotôpica. FRASER y JAMES (1968), encontrô un coeficiente 

de correlaciôn entre ambos de r = 0,95 y y las medidas di- 

fieren con ambos mêtodos en solo 2,24 ^gr/100 ml. como 

mâximo, no siendo esta diferencia estadisticamente signi- 
ficativa. No obstante, se encuentran grandes diferencias 

en circunstancias en que existe una concentracion anormal- 

mente grande de esteroides en plasma, como por ejemplo, en 

plasma de cordon umbilical, en el recien nacido, y en suje­

tos con hiperplasia adrenal congenita. Estas discrepancias 

pueden ser eliminadas mediante una cromatografîa preliminar 

tal como recomiendan BEITLINS y Col. (1970). Pero la intro- 

ducciôn de esta etapa previa aumenta la complejidad del mê­

todo y reduce sus posibilidades de aplicaciôn clînica.

El mêtodo détermina fundamentalmente, cortisol, 

11-desûxicortisol y corticosterona que compiten por los 

mismos lugares de uniôn. Una inicial purificaciôn y repa­

raciôn pueden hacerlo completamente especîfico.

Para la determinaciôn del cortisol por C.P.B. han 

sido utilizados distintas fuentes de macromoleculas capa
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ces de unir la molecula del esteroide. En su descripciôn or^ 

ginal MURPHY utiliza como fuente de transcortina plasma huma^ 

no y posteriormente plasma de varias especies animales, con 

el fin de conseguir una tecnica mas especifica (MURPHY 1967). 

Otros autores han utilizado plasma de embarazada (POKOLY, 

1973) de mujeres tratadas con anovulatorios (LIPSETT, 1970) 

de pacientes sometidas a tratamiento crônico con estrôgenos 

(BROWN, 1971) etc.

En esta tesis présentâmes un mêtodo convencional por 

C.P.B. para medida de corticosteroides en plasma y orina, que 

utiliza como fuente de C.B.G., plasma de mujer ovariectomiza^ 

da tratada cronicamente con estrôgenos y dexametasona.

I.3.- Mêtodos Urinarios

Fueron los primeros utilizados para valorar analiticamente la 

funciôn suprarrenal. Describimos los mêtodos que determinan los 

17-cetoesteroides (17-KS) y los esteroides 17-cetogenicos (17-KGS).

1.3.1. 17-cetoesteroides (17-KS):

Forman un gran grupo de compuestos esteroides que tier- 

nen en comün, como su nombre indica, un grupo cetona en el 

carbono 17. Pese a su denominaciôn son hormonalmente inacti­

ves, salve la androsterona y la dèbidroepiandrosterona que, 

tienen una cierta actividad andrôgenica. En general represen 

tan la ultima etapa en la degradaciôn metabôlica de una gran 

variedad de esteroides con actividad hormonal y que sinteti- 

zan en el testicule o en la corteza adrenal.
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Este grupo es bien conocido en la clînica gracias a 

una reacciôn quimica relativamente simple desarrollada por 

CALLOW y Col. (1938), para su determinaciôn. El mêtodo esté 

basado en la reacciôn colorimetrica de ZIMMERMAN (1935), con 

el m. dinitrobenceno y una soluciôn alcoholica de hidroxido 

potâsico. Se ha utilizado y se utiliza como un test de funciôn 

adrenal y se ha observado desde hace bastante tiempo que ind_i 

viduos con un hipoadrenalismo daban valores muy bajos de 

17-KS en orina, mientras que individuos con carcinoma adrenal 

daban valores muy altos. Mientras no se dispuso de otro mê­

todo fue el ûnico medio de evaluar la actividad adrenal.

Este mêtodo ha sido cada vez mas desplazado, por otros 

mas sensibles y especîficos. Sin embargo utilizando una cro- 

matografîa previa, es un mêtodo de gran valor, sobre todo pa 

ra valorar ciertos defectos enzimaticos, como los que se dan 

en las distintas variedades de la hiperplasia adrenal conge­

nita .

Los 17-cetoesteroides, lo mismo que otros compuestos 

présentes en la orina en pequehas cantidades son relativamen 

te insolubles en agua. Para hacerlos solubles en êsta y poder 

ser eliminados por el rifion, son conjugados en el higado con 

ion sulfato o âcido glucuronido. Probablemente todos los ce- 

toesteroides neutros son excretados por la orina en esta for 

ma, volviendose insolubles en disolventes lipidos ordinarios. 

La androsterona ha sido aislada de ambas formas (VENNING y 

Col., 1942). La dehidroepiandrosterona ha sido aislada como
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sulfato (MUNSON y Col. , 1944) y otros muchos incluyendo la 

etiocolanolona en forma de glucuronidato (WEST y Col., 1951), 

Pese a que todos los 17-cetoesteroides dan un color 

con los reactivos en la reacciôn de ZIMMERMAN, la intensidad 

de este color difiere con los distintos esteroides individu^ 

les. La relativa intensidad cromôgena viene dada en la tabla 

1 que ha sido tomada de WILSON (1954) y SOBEL y Col. (1958).

Esteroide

T A B L A

Color relativo por mol

WILSON SOBEL

Androsterone (standard) 100
Aetiocholanolone 112

Dehydroepiandrosterone 100
11-Ketoaetiocholanolone 123
ll-yS-Hydroxyaetiocholanolone 96
11-^-Hydroxyandrosterone 65
Progesterone 42
Testosterone 36
11-Desoxycorticosterone 26
Cortisone 25
Cortisol (hydrocortisone) 19
Pregnane-3 oC-ol-20-one 17
Corticosterone -
Compound-S
17-Hydroxyprogesterone 
Tetrahydrocortisone 
Tetrahydrocortisol

100

144
185
100
74

0
3
0

0
2

10
8
0
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Aunque esta diferente cromogenidad es una desventaja 

teorica, no tiene gran significado en la practica, pues cu^ 

tro de los seis primeros esteroides de la tabla tienen una 

similar intensidad de color y uno de ellos, la 11-cetoetico 

lanolona compensa con su alta reactividad, la 11-hidroxian- 
drosterona que tiene una produccion de color menor. En la 

practica, el valor total de los 17-cetoesteroides es esti- 

mado por los seis primeros componentes de la tabla,1 , que 

constituyen el 74 % del total en hombres y el 83 % de las 

mujeres aproximadamente. Despuês de la administraciôn de 

testosterone el 75 % de la misma es excretada en forma de 

estos seis primeros componentes.

1.3.2. Esteroides 17-cetogenicos (17-KGS)

Los 17-cetoesteroides que encontramos en la orina, son 

productos terminales, en el metabolismo de los andrôgenos, 

producidos por la suprarrenal y en su mayor parte por el tes_ 

tlculo, por lo tanto, sus variaciones indican fundamentalmen 

te alteraciones en el funcionamiento de este ûltirao.

Los glucocorticoides y muchos de sus metaboîitos tienen 

21 atomos de carbono, gracias a la cadena lateral que se en- 
laza con la estructura principal a travês del carbono 17.

Un ingenioso mêtodo para estimar estos ûltimos, fue 

desarrollado por NORYMBERSKY (1960). obteniendo un verdadero 

Indice de actividad cortico-adrenal en el hombre, Este mêto­

do consiste en una oxidaciôn selective para eliminar la cade^ 

na lateral del carbono 17 y transformarlo en un grupo cetona
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con lo cual se pueden determinar mediants la reacciôn de 

ZIMMERMAN. Tales esteroides capaces de producir mediants 

una oxidaciôn selectiva 17-cetoesteroides, se denominan 

17-cetogenicos. Todas las hormonas glucocorticoides son 

esteroides de este tipo y tambiên muchos de sus metaboli­

tes .

Los metabolites, de las hormonas esteroideas poseen 

distintas cadenas latérales en C-17 y este les hace variar 

considerablemente en su capacidad de oxidaciôn a 17-cetoes 

teroides. Las reacciones que pueden ocurrir para estos di- 

ferentes tipos, pueden ser esquematizados en la forma si- 

quiente (Tabla 2).

T A B L A  2

21 CH3 CHgOH C"3 CHgOH 0 OH

Carbono 20 CO CO CHOH CHOH

17 C. .OH c. .OH C. .OH C. .OH 17-KS 17-OHS

TIPO A B C D

El producto de la oxidaciôn depende del agente oxidan 

te empleado, como puede observarse en la tabla 3. tomada de 

C. L. COPE (1972).
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T A B L A

TIPO A B C D 17-KS 17-OHS

An’ idrido crômico 17-KS 17-KS 17-KS 17-KS 17-KS 17-KS

Acido periodico A 17-KS C 17-KS 17-KS 17-OHS

Bismutato sôdico A 17-KS 17-KS 17-KS 17-KS 17-OHS

Borohidrato sôdico B B D D 17-OHS 17-OHS

Borohidrato + 
Bismutato sôdico 17-KS 17-KS 17-KS 17-KS 17-OHS 17-OHS

Todos los metaboîitos pueden ser oxidados por el anhi- 

drido crômico a 17-cetoesteroides, el uso de este oxidante ha 

sido estudiado en profundidad por WILSON y FAIRBANKS (1955), 

pero no se ha extendido su adopciôn para propositos clînicos. 

El âcido periodico, transforma las cadenas B y D en 17-cetos, 

pero no afecta a las cadenas A y C, con grupo hidroxi, en el 

carbono 21. El bismutato sôdico, oxida très de las cuatro c^ 

denas, dejando inalterable la del tipo A, pero las cantidades 

de metaboîitos présentes en la orina de este ultimo tipo es 

muy pequeha, con lo cual el bismutato puede ser usado con 

propositos ciinicos. En definitive el bismutato sôdico es ca_ 

paz de convertir practicamente todos los C-21 metaboîitos 

de las hormonas glucocorticoides en 17-cetoesteroides cromo_ 

gênicos.

Es de senalar que los 17-cetoesteroides inicialmente 

présentes en la orina no se ven afectados por esta oxidaciôn
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y persister! como taies. Esta es la base del mêtodo analîtico 

se determinan primero los 17-cetoesteroides présentes en la 

orina, a continuacion un duplicado de la muestra se somete 

a la acciôn del bismutato sôdico, repitiendose de nuevo la 

determinaciôn de los 17-cetoesteroides, la diferencia entre 

ambas medidas nos darâ los cuerpos de cadenas B C y D pré­

sentes que se denominan esteroides 17-cetogenicos. Este fue 

el principio del mêtodo desarrollado por BROOKS y NORYMBERSKY 

(1953).

APPLEBY y Col. (1955) modifican el mêtodo, reduciendo- 

primero la orina con borohidrato sôdico y posteriormente tra 

tandola con el bismutato. Esta preliminar reducciôn tiene dos 

efectos: 1°) transformer todos los 17-cetoesteroides origin^ 
les en 17-hidroxiesteroides que no forman cromôgenos con el 

reactivo de Zimmerman.- 29 Transformer la cadena A resisten 

te a la acciôn del bismutato, en cadena B, con lo que poste­

riormente en la oxidaciôn se determinan todos los grupos, al 

convertirlos en 17-cetoesteroides. Como resultado de esto, 

solo es necesario una reacciôn con el reactivo de Zimmerman 

para determinar 17-hidroxicorticoides totales contenidos en 

la muestra. La reducciôn previa con borohidrato, produce 

sencillamente una rotura de la uniôn con el radical glucu- 

sonido, no necesitandose posteriormente una hidrolisis muy 

intensa para hacer solubles los cetoesteroides formados en 

disolventes orgânicos. Appleby y Col. al referirse a los es­

teroides medidos por su mêtodo les denominan 17-hidroxicorti 

co.rdes totales (T-17-0HS), esta denominaciôn puede inducir a
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confusion, con la determinaciôn todaMia en use, de los 

17-hidroxicorticoides estimados por el mêtodo de Porter y 

Silber. Es preferible utilizar para los esteroides medidos 

por el mêtodo de Appleby, la denominaciôn de esteroides ce- 

togênicos totales (T-17-KGS).

Clinicamente ambos mêtodos, el original de Norymberski 

y el posterior de Appleby pueden ser utilizados, ambos tie­

nen un razonable grado de precisiôn y de reproductibilidad, 

son bastante especîficos, aunque existen distintos tipos de 

medicamentos que pueden producir interferencia.

APPLEBY y Col. (1955) demostraron que metaboîitos del 

cortisol agregados a las muestras de orina, son recuperados 

con un porcentaje que varia del 80 al 98 %. NORYMBERSKI 

(1960) recuerda que la eficacia del mêtodo, debe ser regu- 

larmente controlada en cada serie de determinaciones de 

rutina, determinaciôn de la recuperaciôn del pregnantriol o 

tetrahidro-ll-desoxicortisol anadido a las muestras. Este 

control es imprescindible cuando se renuevan los reactivos.

La precisiôn del mêtodo fue bien establecida por 

BIRKE y Col. (1958) en una serie de 688 muestras por dupli­
cado encontrando una excreciôn diaria de 10 a 80 mgr/dîa, 

con un coeficiente de variaciôn menor del 10 % y en niveles 
patologicos (hipofunciôn), una eliminaciôn diaria menor de 

5 mgr/dîa.

El uso del bismutato como agente oxidante tiene una 

serie de desventajas, DICZFALUSY y Col.(1958), demuestran
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que estas se deben en su mayor parte a la impureza de los 

reactivos. Ademâs el hecho de que los productos finales sean 

una mezcla de 11-hidroxi y 11-cetos, 17-cetoesteroides de 

diferente nivel colorimetrico puede influir aleatoriamente 

sobre los resultados.

Para eliminar este inconveniente FEW (1961) recomien- 

da utilizar como oxidante, periodato en lugar de bismutato 

obteniendose en los productos finales de la oxidaciôn una 

cantidad minima de 11-cetoetiocolanolona. Las diferencias 

entre duplicados que encuentra Few son superiores al 10 % 

y los valores medios encontrados en la eliminaciôn de 24 h. 

son de 10,7 mgr. para los ll-hidroxi-17cetos. y de 2,5 

mgr/dîa para los ll-ceto-17-cetos.

Una serie de ensayos para la validez del mêtodo ha 

sido realizado por MOXHAM y NABARRO (1956), en pacientes 

adrenalectomizados con terapeutica oral de hidrodocortisona 

y cortisona han determinado la excrecciôn urinaria de este­

roides 17-cetogenicos, obteniendo una buena relaciôn lineal 

entre las dosis dadas y los 17-KGS recuperados. Para dosis 

de 20 a 60 mgr. de acetato de cortisona, la recuperaciôn 
obtenida ha sido de un 40 % aproximadamente. Es razonable 

suponer que los 17-esteroides cetogenicos urinarios, repre- 

sentan alrededor del 40 % del total de la secreciôn diaria 

de cortisol.

COPE y BLACK (1958) compararon la tasa de secreciôn 

diaria de cortisol determinada por mêtodos isotôpicos con
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la excreciôn diaria de esteroides 17-cetogenicos, demostran^ 

dô que estos ultimos representan aproximadamente el 50 % de 

la secreciôn total de cortisol.

1.3.3.- Cortisol libre urinario

La cantidad de cortisol libre présente en la orina 

es muy pequeha y por lo tanto ha sido relativamente dificil 

su determinaciôn. En 1955 COPE y HARRISON, describieron un 

caso de inhibiciôn adrenal que se puso de manifiesto por un 

fallo en la excreciôn urinaria de cortisol libre y no por 

la excrecciôn de 17-oxogenicos esteroides. En 1956 COPE,

sehala el valor de el cortisol libre urinario como indice

de respuesta en la hiperplasia o en el carcinoma suprarre­

nal a los test de supresion y en 1959 COPE y BLACK manifies^ 

tan la gran sensibilidad del cortisol libre urinario para 

revelar los cambios de la actividad adrenal. El mêtodo ana 

litico utilizado por estos autores fue el desarrollado por 

COPE y HURLOCK (1952) que tiene una exactitud de solo el 

20 % aproximadamente.
El rango de la concentraciôn de cortisol libre urina^ 

rio en enfermos convalecientes de enfermedades no endocri- 

nas varia desde 0 a 100 ̂ ugr/dîa. En la Fig. 1 pueden obser_

varse los datos de BEARDWELL y Col. (1968).

En sujetos normales pueden encontrarse valores cerca 

nos a cero, lo que invalida este mêtodo para'el diagnostico 

de casos de hipofunciôn. Con los modernos mêtodos mucho mâs 

sensibles, esta anterior afirmaciôn puede no ser valida.
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HSU y BLEDSOE (1970), por ejemplo, utilizando tecnicas de 

saturacion (C.P.B.) obtienen un mêtodo lo suficientemente 

sensible como para distinguir, los hipoadrenalismos de los 

sujetos normales. En 54 sujetos normales estos autores en- 

cuentran valores de 16 a 71 y&Lgr/dia, mientras que en suje­

tos con hipofunciôn adrenal, el rango varia de 0 a 14 

^gr/dia. En las series estudiadas no existian superposiciôn 

entre los dos grupos.

En los estados de hiperfuncion adrenal, la excrecciôn 

de cortisol libre esta invariablemente por encima de 90 

yiAgr/dîa, la superposiciôn con el rango normal (< 100y*gr/dia) 
es muy pequena y de todas formas es mejor indice que la ex­

crecciôn de esteroides 17-cetogenicos, en donde el grado de 

superposiciôn entre normales e hiperadrenalismos es mucho 

mayor. Cuando en el caso de un Sindrome de Gushing se miden 

diferentes paramétrés y los resultados se expresan, no en 

yt^gr/dîa, sino en porcentaje respecte a la media normales, la 

excrecciôn urinaria de cortisol libre, résulta ser el mejor 

indicador. COPE y BLACK (1959) estudiaron una serie de 12 câ  

SOS de Sindrome de Cushing, en los cuales, el nivel medio 

en la excrecciôn de cortisol libre urinario fue de ocho 

veces el valor medio en sujetos normales, mientras que la 

excreciôn de los esteroides 17-cetogenicos, respecto al va­

lor normal, fue solo de una a cuatro veces mayor. Los niveles 

de excreciôn de tetrahidrocortisona y tetrahidrocortisol 

fueron considerablemente menores.
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Esta alta sensibilidad del cortisol urinario como 

un indice del incremento de la actividad adrenal es proba­

blement e debida a una saturacion de la transcortina en plas_ 

ma, pues un aumento de cinco veces la concentraciôn normal 

de cortisol en plasma, incrementa de 15 a 20 veces la cant^ 

dad de cortisol no ligado a transcortina y ëste ultimo co_ 

mo es sabido es eliminado por la orina en la filtraciôn glo_ 

merular.

Un aumento de la cantidad de cortisol libre urinario 

puede aparecer en aquellos sujetos, no afectos de sindrome 

de cushing, que sufran enfermedades crônicas consuntivas 

que cursen con marcada hipoproteinemia. MANCHE^O y Col. 

(1976), estudiando distintos tipos de cancerosos en grado 

avanzado y descartando el sindrome de ACTH ectopico, demues^ 

tran un aumento de cortisol libre urinario, que unicamente 

puede ser atribuido a deficit de transcortina.

Las conclusiones générales de COPE y BLACK (1959) 

respecto al indice diagnostico del cortisol libre urinario 

en casos de hiperfunciôn han sido confirmados por otros 

autores FRANKEN y ZIMMERMAN (1962) y tambien ROSS (1960).

ROSNER y Col. (1963) han desarrollado un buen mêtodo 

para su estimaciôn basado en una previa cromatografia en 

columna y han confirmado tambien la pequena superposiciôn 

en los valores correspondientes a sujetos normales y en su 

jetos con sindrome de Cushing.

El desarrollo de un mêtodo relativamente simple para
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estimar el cortisol libre urinario, mediante una tecnica de

saturacion (C.P.B.) ha conseguido que este indice pueda ser

utilizado de rutina. El mêtodo usado por MURPHY (1967) para 

estimar el cortisol plasmâtico es igualmente aplicable a la

orina y ha sido descrito por MURPHY (1968) y por BEARDWELL

y Col. (1968). Este ultimo grupo encuentra un valor medio 

normal de 43 y^gr/dia, el mismo que encontraron COPE y BLACK 

en 1959 y la estimaciôn puede ser realizada en una muestra 

no mayor de 5 ml.

En esta tesis utilizamos el mêtodo descrito por 

MANCHENO y Col. (1975) para la estimaciôn del cortisol libre 

urinario que no utiliza una separaciôn cromatogrâfica previa,

I.4.- Pruebas râpidas de funciôn adrenal

Vamos a describir las denominadas pruebas râpidas de funciôn 

adrenal, porque pueden ser realizadas en 24 horas y no requieren la 

hospitalizaciôn de los sujetos objetos de las mismas. Estas pruebas 

son cuatro: a) Valores basales .- b) Estimulaciôn con corticotropina 

c) Estudio del ritmo espontaneo y d) Supresiôn del eje hipotâlamo 

hipofisis-suprarrenal con un corticoïde de alta potencia sintêtico 

(tipo dexametasona). El indice utilizado para valorarlas es la con­

centraciôn plasmâtica de glucocorticoides, habitualmente cortisol 

(C.P.B.), o 11-OH-CS plasmâticos (fluorimetrîa). Son pruebas para 

utilizar de rutina en una gran cantidad de sujetos a modo de 

"screennig" y los diagnôsticos de sospecha encontrados suelen ser 

habitualmente confirmados utilizando pruebas mas especîficas.
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I.4.1.- Prueba de estimulaciôn con (3̂  corticotropina

La estimulaciôn con corticotropina, midiendo la res­

puesta de los 11-OH-CS plasmâticos se emplea como una prue­

ba rapida de funciôn adrenal. W. R. GREIG y Col. (1967) 

han desarrollado en profundidad el tema y standarizado la 

aplicaciôn de esta prueba, segûn resumimos a continuaciôn.

El Nuvacthen ( corticotropina) tiene las ven­

ta j as de su excelente solubilidad en agua y ser un compues 

to quimicamente puro y por lo tanto la apariciôn de reaccio_ 

nes inmunologicas, es mucho mas rara que usando la cortico­

tropina natural (BELL y Col. (1956), FLEISCHER y Col.

(1965), JENNY y Col (1963), LANDON y Col (1964)).

Estos autores realizan la prueba disolviendo la
1-24(i corticotropina en 0,5 ô 1 ml. de suero salino y ad- 

ministrandolo intramuscularmente en musculo gluteo o del­

toïdes. El cortisol pJasmatico lo miden como 11-OH-CS, me­

diante el mêtodo de MATTINGLY (1962) modificado.

En sus estudios preliminares encuentran coincidiendo

con LANDON y Col. (1964), WOOD y Col. (1965), etc. que la
1-24respuesta adrenal al corticotropina es équivalente

a la encontrada con la corticotropina natural, GREIG y

Col (1966). En sujetos sin enfermedades endocrinas, los

11-OH-CS plasmaticos se incrementan ostensiblemente a los
1-2430’ de la administraciôn i.m. de 250 mgr de /3> corti­

cotropina. La mâxima concentraciôn plasmâtica de los 11-OH-CS 

se obtiene a los 60’ y retorna a los niveles basales des-
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pues de 180 a 240 minutes. El incremento de los 11-OH-CS 

encuentran que es mas reproducible a los 30’ que a los 60’ 

y la respuesta no estâ alterada significativamente por una 

actividad moderada.

En otro estudio encuentran que esta respuesta no se 

modifica significativamente al aumentar la dosis de cortico_ 

trofina sintêtica (500 mgr), como puede observarse en la 

Fig. 2.

La Fig. 3 demuestra que el incremento de los 11-OH-CS 

plasmâticos producido por la corticotrofina sintêtica, es 

analogo al que se produce despues de una infusion durante 

30’ de 10 u.i. de corticotrofina soluble porcina, ambas

pruebas se realizaron en los mismos sujetos.
1-24En otro estudio la respuesta al p corticotrofina

fue medida en très diferentes momentos del dîa (maflana, tar_

de y noche), en sujetos sin alteraciones endocrinas y con

un ritmo circadiano normal de cortisol. En la Fig. 4 puede
1-24observarse que la respuesta al p corticotrofina si se 

compara con la concentraciôn de 11-OH-CS antes de la prueba 

es analoga.

El estudio se compléta estableciendo sus criterios de 

valoraciôn de esta prueba en distintas situaciones cllnicas 

En 45 sujetos normales (sin endocrinopatîas), aplicaron la 

prueba de estimulaciôn como se ha descrito anteriormente, 

estos sujetos no estaban sometidos a terapeutica con corti- 

coides siendo normales las pruebas de funciôn renal y hepâ- 

tica. El test fue practicado entre las 8 y 10 a.m. no estan
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do los sujetos acostados. Antes de la administraciôn de

corticotrofina los valores de 11-OH-CS plasmâticos 

encontrados fueron de 7,2 a 25,8 ^u^gr/lOO ml (x = 15,5 

^ g r  %). Treinta minutos despuês de la administraciôn 

los valores que encontraron fueron de 21,5 a 44 yu.gr %

(x = 32,25 %), el incremento obtenido en cada suje-

to variaba de 7,7 a 26,1 y^gr/lOO ml. (x = 16,4 y^gr %).

Estos très valores basai, final e incremento son indepen- 

dientes, por esta razôn los criterios que aplican para 

définir una respuesta normal son:

a) El nivel basai de 11-OH-CS plasmâticos a las 9 a.m.

de un sujeto normal, no debe ser inferior a 6 yUgr/100 ml
b) A los 30’ de la aplicaciôn intramuscular de 0,25 mgr

1-24de ^ corticotrofina el nivel de 11-OH-CS plasmât_i 

COS, no puede ser inferior a 18 yU^/100 ml.

c) El incremento absoluto encontrado, no puede ser menor 

de 7 /iAgr/100 ml.

Estos très criterios pueden observarse en la Fig. 5 

tomada de estos autores.

1.4.2.- Estudio del ritmo espontaneo de secrecciôn

Como otros organos de la economîa, la corteza adre_ 

nal tiene una variaciôn ritmica regular de su actividad a lo 

largo de las 24 horas. A este tipo de ritmos HALBERG (1950) 

los denominô circadianos. Este tipo de variaciôn, indepen 

dientemente de otras variaciones aleatorias, fue descubier^ 

to por primera vez en la adrenal por BLISS y Col. (1953) 

y confirmado por GEMZELL (1955) y ENGEL y Col. (1955),
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sin embargo el primero en sospechar su existencia fue 

PINCUS (1943).

En circunstancias normales el valor mas alto de cor­

tisol en plasma se encuentra alrededor de las 8 a.m. y 
su valor mînimo entre las 9 p.m. y medianoche. Durante la 

noche existe un pico de secreciôn hacia las 5 a.m. mientras 

el sujeto esta durmiendo (Fig. 6). Este ritmo circadiano 

de cortisol estâ provocado por un ritmo en la secrecciôn 

de A.C.T.H. hipofisario, NEY y Col (1963), pues estos cam­

bios no pueden ser atribuidos a variaciones en la tasa de 

metabolizaciôn del cortisol, como comprobaron manteniendo 

una infusiôn constante de cortisol en pacientes Addisonia- 

nos, no detectandose ningun cambio en la concentraciôn de 

17-OH-CS plasmâticos.

Mas recientemente KRIEGER y KRIEGER (1971), han de­

terminado en 4 sujetos normales los niveles de 11-OH-CS 

plasmâticos por fluorimetrîa y A.C.T.H. por R.I.A., toman_ 

do muestras cada media hora, observaron el ritmo circadiano 

de cortisol como una consecuencia del ritmo circadiano de 

A.C.T.H. (Fig. 7).

HELLMAN y Col. (1971) han realizado un estudio analo_ 

go en seis sujetos normales aclimatados, tomando muestras 

cada 20’ durante veinticuatro horas, en la Fig. 8 tomada 

de este trabajo puede tambien observarse el ritmo circa­

diano de cortisol plasmâtico.

El estudio del ritmo espontaneo de secrecciôn, toman 

do una muestra a las 8 a.m. y otra a las 6 p.m. o preferen
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temente a media noche se ha convertido en una prueba cli- 

nica en el estudio de los hipercorticismos, los valores 

aceptados generalmente son, a las 6 p.m. los valores de

11-OH-CS plasmâticos ban de ser menores de 15 y^gr/lOO ml. 

y a media noche inferiores a los 8 yt^gr/ 100 ml.

I.4.3.- Supresion del eje hipotalamo-hipofisis-suprarrenal

Desde 1952 se sabe que la administracion de cortiso^ 

na inhibe la excesiva actividad adrenal asociada a la hi- 

perplasia suprarrenal congenita. JAILER y Cols. (1953) en_ 

cuentran que la administracion de cortisona desciende la 

excreccion de 17-KS en el sindrome de Cushing. La primera 

demostracion dada en esta inhibiciôn fue obtenida por 

COPE y HARRISON (1955) aunque la sensibilidad del eje fue 

relativamente baja y solo revelada por el descenso en la 

excreccion de cortisol libre urinario. A1 ano siguiente 

COPE (1956) extiende estas observaciones a cinco nuevos 

casos, de los cuales cuatro eran hiperplasias y el quinto 

carcinoma suprarrenal. El glucocorticoide usado fue 

9 oc -fluorocortisol y el indice para medir el grado de su­

presion el cortisol libre urinario.

Poco a poco se va imponiendo el criterio de supresion 

como una prueba mas, en el diagnostico de los hipercorticis 

mos y LIDDLE (1960) sugiere que la prueba de supresiôn con 

dexametasona (16 ûc-metil-9oc-fluoro-cortisol) debe ser la 

base de los tests diagnosticos del sindrome de Cushing. 

LIDDLE, administra 1& dexametasona en dosis de 0,5 mgr.
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cada 6 horas, durante 48 horas y la respuesta adrenal la 

détermina midiendo la excrecciôn diaria de 17-OH-CS en 

orina. En estas circunstancias encuentra que la excrecciôn 

al segundo dîa de 17-OH-CS en sujetos normales ha de ser 

menor de 2 mgr, con un valor medio de 1,1 mgr. En 65 enfer 

mos SQspechosos de hiperadrenalismo, pero con excreccion 

normal de 17-OH-CS la aplicaciôn de esta prueba dio al se­

gundo dîa una excrecciôn menor de 2 mgr., en 55 de ellos y 

entre 2 y 4 mgr. en los otros 10. En enfermos con sindrome 

de Cushing diagnosticado, con tasas altas de excreccion de 

17-OH-CS urinarios y con hiperplasia bilateral confirmada 

todos tienen una resistencia a la supresion. En 27 enfermos 

de estas caracteristicas, ninguno dio al segundo dîa valo­

res de 17-OH-CS inferiores a 4 mgr. y en 16 casos de estos 

27, no se manifesté ninguna reducciôn en la excrecciôn de 

17-OH-CS. La segunda etapa del test fue la administraciôn 

de 2 mgr de dexametasona cada 6 horas durante 3 dîas a los 

16 sujetos que con dosis menor no habîan sufrido ningûn 

cambio en su excrecciôn urinaria de 17-OH-CS, obteniendose 

en todos los casos una reducciôn al tercer dîa de alrede- 

dor del 50 % respecte a sus valores basales. Por ultimo 

fue estudiado otro grupo de 8 pacientes con claro sindro_ 

me de Cushing y en los que se sospechaba un carcinoma adre_ 

nal. En ninguno de ellos, ni utilizando dosis altas 

(8 mgr/dîa) se obtuvo ninguna reducciôn en la cifra de los 

17-OH-CS excretados al tercer dîa.

Como resultado de estos estudios LIDDLE propugiio 

esta prueba como diagnostica del sindrome de Cushing y
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valida para separar dentro de este ûltimo, los casos debi- 

dos a hiperplasia de los debidos a tumor suprarrenal.

La aplicaciôn del test de LIDDLE ha sufrido distintas 

transformaciones, NICHOLS y Col. (1965), demuestran que 

la dexametasona dada por la noche provoca un mas largo pe- 

riodo inhibitorio, que administrada a igual dosis por la 

mafiana. NUGENT y Col. (1965) al igual que BRICAIRE y Col. 

(1967) y SEIDENSTICKER y Col. (1967) administran 1 mgr. 

de dexametasona a media noche y determinan la concentraciôn 

plasmâtica de cortisol a las 8 a.m. del dîa siguiente.
En esta tesis hemos aplicado el test de supresiôn 

con dexametasona, en la forma aconsejada por NUGENT, es de- 

cir administrando 1 mgr. a las 23 h. y midiendo la concen­

traciôn de 11-OH-CS plasmâticos a las 9 a.m. del dîa siguien_ 

te. El valor comunmente aceptado, es que esta determinaciôn 

debe ser inferior en cualquier caso (normal) de 7ykgr/100 ml,
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II.- OBJETIVOS Y DISERO EXPERIMENTAL

La valoracion analitica de la funeion suprarenal es en 

Medicina, tema de extraordinaria importancia, no solo en aquellos 

casos en los que el diagnostico clinico es dudoso sino tambiên en 

aquellos enfermos cuyo tratamiento prolongado e intensivo con cor­

ticoïdes de sîntesis ponen en peligro la integridad funcional de 

las glandulas suprarenales.

La dificultad practica de la recogida de la diuresis com-, 

pleta nos hace, especialmente en enfermos ambulatorios, inclinarnos 

hacia las pruebas plasmaticas. En nuestra experiencia personal hemos 

observado la no existencia de criterios claros para evaluar los re- 

sultados que se obtienen en las distintas pruebas y es esto uno de 

los objetivos fundamentales que justifican este trabajo.

El contenido de esta tesis se puede separar en très obje­

tivos que han requerido de disehos especificos para cada uno:

1°.- Control plasmatico como indice de funciôn suprarenal y su 

utilizaciôn para la valoraciôn clînica de un polipêptido 

corticotrôfico de sîntesis.

2°.- Valoraciôn de las pruebas funcionales de estimulaciôn su­

presiôn del eje hipotâlamo-hipofiso-suprarenal y del man- 

tenimiento de su ritmo espontâneo a travês de los niveles 

de cortisol plasmatico en una poblaciôn ambulatoria sin 

patologîa endocrino-metabôlica o renal 

3°.- Cuantificaciôn del cortisol libre urinario por dos mêtodos
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de principle distintos, tales corao fluorometria y desplaza- 

miento competitive o anâlisis por saturaciôn.
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III.- MATERIAL Y METODOS

III.l.- ESTUDIOS SOBRE LA VALORACION CLINICA DE LA CINETICA DE LA RESPUES­

TA A UN OCTADECAPEPTIDO DE SINTESIS

111.1.1.- Sujetos expérimentales.-

Se han utilizado como sujetos expérimentales para 

la valoraciôn de las pruebas de estimulaciôn con el te- 

tracosâctido y el octadecapeptido, 17 varones sanos vo­

luntaries remunerados, cuyas edades estaban comprendidas 

entre los 21 y 33 afîos. Todos ellos eran normales y con 

un peso que caia dentro de la normalidad: altura 1,75 ^  

2,9 cms y peso 75 _+ 5 Kgs. (media +. errer standard).

111.1.2.- Diseno experimental

En el estudio comparative, el tetracosâctido y el 

octadecapeptido fueron suministrados por CIBA en forma 

de ampollas esteriles listas para su inyecciôn. La ad­

ministraciôn se realizô en todos los casos entre las 

8,30 y las 9,30 de la mahana tomândose muestras de san- 

gre, antes y a 1/2, 1, 2, 4, 8, 12, 24, y 48 horas de 

la inyecciôn. Entre dos administraciones a un mismo su- 

jeto, se dejaron pasar un minime de 7 dîas y en cada ca­

so el orden de administraciôn se randomizô para minimizar 

la influencia de un experimento sobre el siguiente.

111.1.3.- Mêtodos de Laboratôrio.

La sangre recogida en tubes heparinizados fue cen-
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trifugada inmediatamente y los plasmas congelados a 

-16°C hasta el momento de su anâlisis. La orina de 24 

horas fue mandada recoger y guardar en nevera hasta el 

momento de su entrega al laboratorio.

A continuaciôn describimos el metodo fluorimêtrico 

de MATINGLY y el metodo de APLEBY tal como se realiza 

en el laboratorio de Hormonas del Hospital Clinico de 

SanCarlos y el metodo del desplazamiento competitive 

tal como lo realizamos en la câtedra de Endocrinologîa 

Experimental, de la Facultad de Medicina, Univ. Compluten 

se.

1) Metodo de Matingly; Se trata de un metodo fluorimêtrico 

basado en la fluorescencia emitida por los esteroides 

11 hidroxilados en medio âcido. Este metodo mide el cor­

tisol y la corticosterona del plasma, (ll-hidroxicorti- 

coides) pero como la concentraciôn plâsmatica de corti­

costerona, no sobrepasa de 1^/100 ml. se acostumbra 

simplemente a referirse al cortisol plasmâtico.

a) Reactivos:

-Dicloruro de metileno RP Carlo Erba (debe controlar- 

se la fluorescencia base por cada nueva remesa de 

réactive, siguiendo la têcniça fluorimêtrica mâs 

abajo descrita).

-Acido sulfûrico concentrado RP Carlo Erba.

-Etanol absolute Merck (para anâlisis).
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b) Reactivo de fluorescencia:

- Acido sulfûrico: Etanol (75:25) afiadir lentamente 

7,5 volumenes de SO4H2 concentrado frio sobre 2,5 
volumenes de Etanol absoluto en bafio maria de hielo.

- Evitar desarrollo de calor y si la solucion toma 

color pardo, purificar el etanol o emplear otro.

Una vez preparado el reactivo estable, en frasco de 

vidrio bien tapado y en nevera hasta un mes.

- Hidfoxido sodico 1 Normal.

- Cortisol (Fĵ ) o hidrocortisona Sigma H-4001

- Solucion madre de cortisol 2,5mg/ml, en etanol.

- Solucion standard de cortisol 2 5 ^ /ml en agua des- 

tilada hasta 100 ml. Estas soluciones son astables 

en refrigerador hasta un aAo.

- Solucion de trabajo de cortisol: 0,25^/ml. en 

agua destilada 1 ml de la solucion standard diluida 
hasta 100 ml con agua destilada.

c) Extraccion:

- Extraef 10 ml. de sangre heparinizada (utilizar he- 

parina libre de alcohol bencilico). Centrifugar y 

separar el plasma tan pronto como sea posible.

Las muestras se conservan en nevera hasta una 

semana y en congelador varios meses.

d) Tecnica:

- Anadir en un tubo con tapon esperilado, 15 ml. de 

cloruro de metileno y 2 ml. de plasma.
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- Tapar bien con tapon de polietilino y extraer 

10' en agitador rotativo a 33 r.p.m.

- Separar el plasma por aspiracion y lavar una vez 

con hidroxido sôdico. 0,1 Normal y una vez con 2 

ml. de agua destilada.

- Procesar en cada serie en bianco de reactivos, 

un patron de cortisol (2 ml. de la soluciôn de 

trabajo (0,5 /A g) y un plasma de control de cal_i 

dad. 10 ml. de cloruro de metileno se trasvasa a 
tubos limpios para la fluorimetria.

- En el tiempo cero anadir 3 ml. del reactivo de 

fluorescencia sobre los 10 ml. de cloruro de me_ 
tileno, agirar vigorosamente durante 20 ".

- Separar la capa organica por aspiracion y trans- 

ferir la capa acida a la cubeta del fluorimetro. 

La lectura debe hacerse entre los 12 y 15 ' deŝ  

pues de haber agitado los extractos con el reac 

tivo de fluorescencia.

e) Condiciones de trabajo con el:

- Fluorimetro Perkin-Elmer MBF - 2A

- Longitud de onda de excitacion 470 m.

- Longitud de onda de emision 520 m.

f) Calcules:

^  Cortisol/100 ml.= x 25
Fluor stand.- Fluor.bianco

en y^r/100 ml
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2) Metodo de Apleby: La reacciôn de Zimmerman, ha sido aplicada 

a la formaciôn y cuantificaciôn de cromogenos de esteroides 

poseedores de una funciôn cetônica en el carbono-17 (17-KS), 

durante casi cincuenta afios (Zimmerman, 1935).

Desde hace dos dêcadas se extendiô su aplicaciôn clîni­

ca a la medida de aquellos esteroides urinarios que por po- 

seer una fucniôn hidroxilo en posiciôn 17 (17-OHS), podrîan 

ser oxidantes a 17-KS, por lo que se denominan tambiên este­

roides 17-cetogênicos y pueden ser cuantificados asimismo por 

la reacciôn de Zimmerman (Rorymberski y col., 1953; Apleby y 

col., 1955; Gray y col., 1969).

a) Reactivos;

- Aldehido fôrmico al 40% en vol RP Carlo Erba

- Alcohol octilico p.s. Merck.

- Borhidruro potâsico Sigma num. P-4129. Preparar una so­

luciôn al 15 por ciento de borhidruro potâsico en NaOH 

0,1 N. (Preparaciôn extemporânea).

- Dicloruro de metileno RPE. Carlo Erba.

- Etanol 95 por ciento Uvasol Merk para espectrofotome- 

trla.

- Hidroxido potâsico 4,5 N.

- Clorhidrato de bencetonio o Hiamina-1622 Sigma, num. 

B-8879. Preparar soluciôn acuosa de H-1622 al 2,5 por 

ciento P/V con el 0,2 por cieiito de m-dinitrobenceno. 

Disolver con ayuda de agitador magnêtico, filtrar, com-
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Ipletar el lumen con agua destilada y guardar en fras­

co topacio.

- Meta-dinitro benceno Sigma grado V, num. D-6379. Pre­

parar solucion de m-DNB al 1 por ciento P/V en etanol 95 

por ciento (Preparacion extemporânea).

- Metoxido de bencil trimetil amonio al 40 por ciento 

en metanol. Sigma num. B-9878.

- Etanol al 50 por ciento en agua destilada.

- Dehidro-epi-androsterona (DHEA) Sigma, num D-4000. 

Preparar soluciôn stock de DHEA 1 mg/ml en etanol

95 por ciento. A partir de este, preparar la soluciôn 

de trabajo de DHEA 50 meg/ml. en etanol 95 por ciento. 

Estas soluciones son estables en refrigerador varios 

meses. 

b) Material utilizado:

- Tubos con tapon esmerilado de 30 ml. de capacidad,

Pobel.

- Pipetas automâticas y dispensadores tipo Oxford de 

distintos volumenes.

- Agitador rotativo para tubos, con 30 r.p.m. de velo- 

cidad minima, tipo Heidolph.

- Espectrofotômetro tipo Coleman Junior II

- Autoanalizador Technicon AA II, compuesto de:

a) Muestreador con capacidad para 40 muestras simulta- 

neas.

b) Bomba dosificadora.

c) Bano de aceite con doble serpentin de 40 pies de
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longitud y 1,6 mm. de diâmetro interno y temperatura 
regulable hasta 140°C.

d) Colorimetro SCIC con cubeta tubular para flujo con­

tinue de 15 mm. y filtres de 520 mm.

e) Registrador.

c) Mêtodos;

La metodologîa usada, comûn para la cuantificaciôn 

manual o automatizada de los 17-KS 17-OHS, totales urina­

rios sigue en sus pasos a hidrolisis, extracciôn y pu- 

rificaciôn del extracto, bâsicamente el mêtodo descrito 

por Gray y col. en 1969, el cual incorpora la modifica- 

ciôn de Few (1961) a la têcnica original de Appleby y 

col. (1955) y que consiste en sustituir el bismutato 

sôdico por metaperiodato para la oxidaciôn de los 17-OHS 

Su descripciôn diagramâtica se halla representada en la 

tabla 4.

Para la reacciôn de Zimmermann, en el mêtodo ma­

nual utilizamos metôxido de bencil trimetil amonio al 

40 por ciento en metanol, como base organica, segûn in- 

trodujo Bongiovanni y col. (1957). Los distintos pasos 

se hallan descritos en la tabla 5.

La automatizaciôn de la reacciôn de Zimmermann 

la hemos realizado basândonos en el sistema de flujo 

continuo descrito por Zak y col. (1965) pero utilizan­

do etanol 95 por ciento de calidad espectrofotomêtrica 

en lugar de metanol para disolver los extractos urina­

rios y la modificaciôn de Epstein, E. (1962) consis-
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ESQUEMA DEL PROCEDIMIENTO 

Filtrar 5 ml. de la orina

METODO 17-KS
- Afiadir 1 ml. CLH conc. y 0,5 
ml. aldehido fôrmico

- Hidrolis 10’ a 100 °C

- Enfriar y extraer con 10 ml. 
CHgCLg 10’ en agitador rota 
tivo a 33 r.p.m.

UTILIZADO 

de 24 h.

Separar fase acuosa por asp^ 
raciôn y  lavar 1 v. con 3 ml, 
de agua, 1 v. con 3 ml. NaOH 
3N y 3 V. con 3 ml. de agua.

METODO T-17-0HS
- Ajustar Ph a 7 con ac. acetico 

al 25 por ciento. Afiadir 1 go- 
ta alcohol octilico y 0,5 ml. 
de la sol. de borhidruro potâ­
sico

- Poner en BM a 50-60 °C 45’ en 
la oscuridad.

- AAadir 0,5 ml. ac. acêtico, 25 
por ciento y dejar 15’ en tem. 
ambiente.

- Afladir 2 ml. sol. metaperiodato 
ajustar Ph a 6-7 y poner en BM 
a 37 °C durante 60’.

- Enfriar, afiadir 0,5 ml. NaOH 5N 
y extraer con 10 ml. Cl^CH^ 10’ 
en agitador rotativo a 33 r.p.m.

- Separar fase acuosa por aspira- 
ciôn y lavar 3 v. con 3 ml. de 
agua.

- Separar fase acuosa por aspiraciôn 
y transferir el ClgCHg a tubo lim- 
pio para colorimetrla y evaporar a 
sequedad (50 ®G).

TABLA 4.- Descripciôn diagramâtica del mêtodo previo para valorar 

los 17-KS y T-17-0HS.
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R. ZIMMERMANN

Metodo Automatizado Metodo Manual

Disolver residuo en 1 ml. 
etanol y transferir a copa 
del autoanalizador.

Disolver residuo en 0,2 ml. 
etanol, 0,2 ml. m-BTA. Man_ 
tener en la oscuridad 90’ 
a 25°C.

Diluir con 2 ml. de etanol 
al 50 por ciento, extraer con 
2 ml. de ClgCHg, transferir 
a cubeta de colorimetro y leer 
a 520 milimicras.

TABLA 5.- Reacciôn de Zimmerman para la valoraciôn de los 17-KS 

por el mêtodo manual y semiautomatizado.
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tente en incluir Hiamina-1622 para solubilizar los este­

roides y el m-dinitrobenceno en medio acuoso.

El extracto estemide, disuelto en un ml. de eta­

nol 95 por ciento, es aspirado, fraccionado mediante 

burbujas de aire y mezclado con el reactivo H-1622, 2,5 

por ciento + 0,2 por ciento de m-DNB en agua. Esta solù- 

ciôn es mezclada con el reactivo KOH 4,5 N antes de pa­

sar a travês del bano de reacciôn a 50®C, en cuyo reco- 

rrido invierte alrededor de 8 minutos. A continuaciôn 
la soluciôn es desburbujeada mediante un debulador ti­

po C 5 y se hace pasar a travês de la cubeta del colo­

rimetro. La lectura se hace a 520 milimicras.

Al principle los reactivos son colocados en sus 

respectives lineas de flujo, se pone en funcionamiento 

la bomba y se dejan correr unos 30 min. para que se 

équilibré el sistema. A continuaciôn en nuestro labora­

torio acostumbramos a correr una muestra continua de 

80 meg (ml de DHEA para equilibrar mejor el sistema 

y lograr una linea de base estable. En cada serie pone- 

iços una orina control, de nuestro control de calidad 

interno y dos patrones de DHEA de 50 mcg/ml. cada 8 o 

10 muestras y dos copas con etanol 95 por ciento para 

comprobar la linea base. Al final lavamos el sistema 

con agua destilada y dejamos correr aire a continuaciôn 

hasta vaciarlo completamente.

56



III.2.- ANALISIS DE LOS VALORES DE CORTISOL PLASMATICO (11-OH-CS) EN 

UNA POBLACION "CONTROL" HOSPITALARIA.

III.2.1 Diseno experimental.-

Se analizaron 611 muestras de plasma tomadas a las 

9 h. de la mafiana de sujetos que acudian a los servicios 

hospitalarios, de ambos sexos y de edades comprendidas 

entre los 2 y 72 anos, no sospechosos de padecer endo- 

crinopatîa, metabolopatîa o nefropatîa alguna y no es- 

tando sometidos a terapeûtica con corticoïdes.

Se realizaron 149 pruebas de estimulaciôn con 

0,25 mgs. de tetracosactido sintêtico (Nuvacthen) deter- 

minandose la cifra de 11-OH-CS antes y a los 6o ’ de la 
inyecciôn.

Se analizaron los valores de 11-OH-CS a las 20 

horas comparandolos con los correspondientes basales 

para estudiar el ritmo de secreciôn en 145 casos.

En 70 casos se determinaron las concentraciones de 

los 11-OH-CS a las 9 de la mafiana del dîa siguiente des- 

puês de haber ingerido a las 23 h., 1 mgr de dexametaso­

na (prueba de Nugent).

II1.2.2. Mêtodos de Laboratorio.-

Todas las muestras fueron analizadas por el mêtodo 

fluorimêtrico de Matingly, determinando los 11-OH-CS to_ 

taies. Este mêtodo se describiô anteriormente. (III.1.3) 

En algunos casos se recogieron orinas de 24 horas
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para la determinaciôn de los 17-cetosteroides y de los 

17-hidroxiesteroides cetogênicos totales por el mêtodo 

de APPLEBY modificado y semiautomatizado (descrito en 

III.1.3).

III. 3. CUANTIFICACION DE CORTISOL LIBRE URINARIO

III.3.1.Reactivos.-

Todos los solventes (Merk, reactivo anâlisis), 

fueron utilizados sin purificaciôn previa. Cortisol 1,

2,4, 6-H^ (F-H^) con actividad especîfica de 120 ci/mol 
fue obtenido de Radiochemical Center, Amersham, Inglate^ 

rra. Su pureza, comprobada mediante cromatografîa en 

capa fina (tolueno: etanol 85:15), fue de 97,5 % y fue 

utilizado sin purificaciôn previa. Los esteroides no 

radioactivos utilizados: cortisol, cortisona, progestero_ 

na, 17- hidroxiprogesterona, 11-deoxicortisol, corticos^ 

terona y deoxicorticosterona, fueron obtenidos de 

Ikhafarm.

Carbôn activado (Aktiwhole), PO^HNag. y PO^HgK

fueron obtenidos de Merck. Dextran-70, fue obtenido de 

Pharmacia. PPO (2,5-Diphenyloxazole) y Dimethyl-POPOP 

(p-bis (2(4 methyl-5-phenyloxazolyl))-benzene), fueron 

obtenidos de Amersham-Searle.

III.3.3. Soluciones.-

Tampon fosfato, pH 7,5. Fue preparado anadiendo
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13,1 ml. de una solucion 0,5 M de PO^HgK a 66,9 ml. de 

una solucion 0,5 M de PO^HNag y diluyendo hasta un vol^ 

men final de 1000 ml. con agua destilada.

Suspension de carbon-Dextrano. La suspension de 

carbon (0,5 %) - dextrano (0,05 %) en tampon fosfato, es 

mantenida a 2-4 °C en agitacion continua (agitador magn£ 

tido) durante al menos 60 minutos antes de su uso.

Mezcla para centelleo liquido.- 4,0,grs de PPO y 

0,2 grs de dimethyl-POPOP, diluidos en 1000 ml. de to­

lueno .
3Solucion CBG-H -F . La fuente de CBG es plasma de

un paciente ovariectomizada tratada cronicamente con es-

trogenos y très dîas (previamente a la obtencion del pla^

ma) con dexametasona. El plasma, diluido en glicerol v/v

y conservado a -20 °C hasta el momento de su uso, es uti^

lizado a una dilucion de 0,2 % en tampon fosfato conte-
3 3niendo aproximadamente 60.000 dpm de F-H /ml. (CBG-H -F). 

Dicha solucion, conservada a 4°C puede ser en general ut^ 

lizada sin perdida sensible de actividad durante al menos 

dos sémanas.

III.3.3. Proceso de anâlisis.-

a) Plasma ; La tabla 6 muestra el procedimiento seguido 

para la extraccion y cuantificaciôn de corticosteroi- 

des en plasma. A 0,1 ml. de plasma se anadje 0,5 ml.
3de agua destilada y 1000 dpm aproximadamente de F-H 

para correcciôn final de las posibles perdidas duran-
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0.1 ml P L A S M A .
+

0.5 ml. AGUA DESTILADA

1000 dpm. H - F

C.RB.

EXTRACCION CON i m l .  CH2 C I j  M X )

O.A ml. EXTRACTO 

-EVAPORACION DEL SOLVENTE  

- a RADIR 500 / I I .  CBG - H^F

- INCUBACION ;

10 M IN .  37 '  C

30 MIN.  0 - 2 ' C

- A N A D I R  200 yH I . DE CARBON - DEXTRANO 

- ICUB AR 10 M IN .  0 - 2 * C  

-C E N T R IF U G A R  A 3000 RPM. 5 MI N,  

-DECAN TAR SOBRENADANTE

TABLA 6.- Descripciôn diagramatica del metodo para dosificar cortisol 
por C.P.B. en plasma.

60.



te el proceso de extracciôn con 4,0 ml. de diclorome- 

tano (extracciôn realizada mediante rotaciôn mecâni- 

ca a 30 r.p.m. durante 10 minutos, en tubos de vidrio) 

adecuados).

Para la realizaciôn del anâlisis cuantitativo 

por CPB, se toman por duplicado, alicuetas de 1/10 

del extracto que se evaporan a sequedad bajo corrlen­

te de aire a 37°C. Una curva standard se prépara afia- 

diendo a una serie de tubos de vidrio de 10 x 75 mm. 

en duplicado, los volumenes adecuados en cada caso 

de soluciones de cortisol en etanol de 10 y 80 mg
(ml. para obyener 0, 0,25, 0,50, 1, 2,0, 4,0 y 8,0

ng/tubo, y el solvente, evaporado bajo corriente de 

aire a 37°C. Se afiade a cada uno de los tubos (curva 

standard y muestras problems) 0,5 ml. de la soluciôn
3CBG-H -F y, despues de agitar en el vortex por unos 

segundos, se incuban durante 10 minutos a 37°C y lue_ 

go por 30 minutos adicionales a 2 - 4®C. La separaciôn

de las fracciones de cortisol libre y ligado a CBG se

consigne afiadiendo 0,2 ml/tubo de la suspension de 
carbon-dextrano (excepto a dos tubos, preservados 

para determinar con exactitud la actividad total de
3F-H anadida, a los cuales se les aftade 0,2 ml. de 

tampôn fosfato) y, tras agitar en el vortex unos segun­

dos se mantienen 10 minutos a 2-4° C para centrifugar 

a continuaciôn durante 5 minutos a 3000 r.p.m. mante-
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niendo la temperatura por debajo de 4 °C durante el 

proceso. El sobrenadante, que contiene la fraccion de 

esteroides ligada, se decanta en viales de centelleo 

que contienen 1,0 ml. de dioxano. Se anaden despuês 

a cada uno de los viales 10 ml. de dioxano. Se afiaden 

despuês a cada uno de los viales 10 ml. de la mezcla 
de centelleo, se agitan y se détermina la radiactivi- 

dad présente en un espectrômetro de centelleo lîquido 

acumulando un numéro de cuentas para cada muestra 

suficientes para que el error de contaje sea inferior 

a 1,0 %. Este procedimiento permite extraer el este- 

roide de la fase acuosa inicial con la mezcla de cen­

telleo (tolueno) y la radiactividad puede de este mo-
3do ser medida con una eficiencia de contaje para H

superior al 40 %. Es, por otra parte, mâs econômico

que la utilizaciôn de soluciones de centelleo adecua-

das para muestras acuosas.

La cantidad de "cortisol" presents en cada una

de las muestras problems, se détermina sobre la curva

standard construida utilizando la relaciôn U/U (frac-o
ciôn de F-H^ ligado (U)/fracciôn de F-H^ ligado en el 

punto 0 (U^), frente a los correspondientes standards 

utilizados (Fig. 9).

b) Orina : A 0,5 - 1,0 ml. de orina (o bien una alicuota 

1/1500 - 1/2000 de la diuresis de 24 horas), se aîia-
3den 2000 dpm de F-H y se extraen con 7 volumenes de
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diclorometano. Una vez retirada la fase superior, 

acuosa, el solvente es lavado sucesivamente con 0,5 

- 1,0 ml. de NaOH 0,1 N y 1,0 ml. de agua destilada 

La confeccion de la curva standard y el anâlisis de 

las muestras es igual a lo descrito en el apartado an­

terior para las muestras de plasma. Una alicuota del 

extracto final es directamente popeteada en viales 

de centelleo, el solvente evaporado a sequedad y su 

radiactividad determinada para correcciôn de las per­

didas haUidas en el proceso de extraccion.

La correcciôn oara ’’quenching" fue realizada 

mediante relaciôn de canales para el standard externo

III.4. METODOS ESTADISTICOS

III.4.1. Estadistica parametrica.-

Se emplearon los mêtodos clasicos que no describi­

mos por considerarlo innecesario y que resumiendo fueron: 

19- Test de ajuste: Se empleô preferentemente el mêtodo
-V 2 como test de ajuste a una poblaciôn normal, en 

determinadas ocasiones empleamos tambiên el mêtodo 

de Kolmogorov-Smirnov que describiremos complète mâs 

adelante.

29- Prueba "t" de Student: Ha sido el test mâs utilizado 

para comparaciôn de médias, estudiando directamente 

las muestras o cuando fue posible evaluando las di- 

ferencias frente a cero, tomando el sujeto como pro- 

pio control, evitando asî la variabilidad individual.
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3°.- Test F de Fisher: Esta prueba se ha aplicado de dos 

formas: a) como paso previo antes de aplicar la "t" 

de Student para demostrar que las variaciones de las 

distintas muestras podrîan considerarse estadisticamen- 

te iguales, es decir, que provenîan de una misma po­

blaciôn normal.- b) al efectuar el anâlisis de varian- 

za para un sistema de bloques aleatorizados con dos 

factores, la variaciôn en la prueba de respuesta adre­

nal con el octadecapeptido para distintas vias de ad­

ministraciôn y distintas dosis.

4°.- Estudio de la correlaciôn y câlculo de rectas de re- 

gresiôn (estadîstica de dos variables).

59- Mêtodo de Kolmogorov-Smirnov: Sea F(x) la funciôn de 

distribuciôn de X , que sospechamos continua y sea

(x^; Xg, ..... x^) una muestra aleatoria simple y F^(x)

la distribuciôn empîrica de esta muestra.

Denominando = sup F^(x) - F(x)

se define una nueva funciôn (de Kolmogorov) K^(z)

como limite de la expresiôn 0^(z) = Pr^yn Dn ̂  z^

cuando n

K(z) = lim 0^ (z) 
n-> QO

esta funciôn K(z) se encuentra tabulada en la tabla 

del apêndice.

Utilizaciôn del mêtodo .- Se fija el nivel de signifi- 

caciôn y hecha la hipôtesis de que la distribuciôn bâ- 

sica es K(x). En la tabla II estadîstica, buscamos
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que valor z corresponde tal que K(z) =*6 y que 

verifica:

p(Vn <  Z j = K (z) = oc

entonces si Dn(--- se acepta la hipôtesis al nivel 

de significaciôn oc , y si no se rechaza.

La forma de procéder aparece esquematizada en 

la tabla 7. En la columna (1) se anotan las frecuencias 

acumuladas relatives de los extremos derechos de las 

clases. En la columna (2) se escriben los valores de 

la funciôn de distribuciôn acumulada teôrica (en el 

ejemplo, los valores de la funciôn de distribuciôn 

normal acumulada, F (z^) para los extremos derechos 

de las clases. Los extremos tipificados se han obteni­

do en la columna (3) de la Tabla 7. Finalmente, en la 

columna (3), se calculan los môdulos de las diferen- 

cias de los valores correspondientes de las columnas 

(1) y (2).
El mâximo de las diferencias en valor absoluto, 

que en el ejemplo es 0,0271, se compara con el valor 

crîtico de D dado en la Tabla II estadîstica, para el 

tamano de muestra correspondiente y el nivel de signi­

ficaciôn elegido. En el ejemplo , n = 150 y = 0,05.

El valor crîtico de las tablas es 1,36
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1) Al /

(■„ 0 ,0000 0.0023 0 0 0 2 ’

(  , 0 ,0133 0.0102 0  0031

0,0466 0.0.367 0.01)99

6 3 0,1000 0.103% 0.003X

(\ 0,2066 : 0 .2296 0.02.30

c\ 0,3933 : (I.4I6K 0.027"

0.6400 i 0 625< 9  0 )4 -'

C - 0,8266 0.799-^ O.02’ '

c * 0,9066 0.9147 0.00'' 1

0,9666 0.9706 0 0040

C ,o 0.9933 0.9922 O.OOl 1

(  I , l.OCXMl 0 '^9X4 0 .()0 )0

1,0000 1 0000 11 00110

TABLA 7.- Ejemplo de aplicaciôn del mêtodo de Kolmogorov de ajuste a

una poblaciôn normal. Tabla superior: distribuciôn de frecuen 

cias de la muestra. Tabla inferior: Calculo de diferencias.

(Tomada de J.A. Viedma. Met. Estad. Ed. del Castillo, Madrid 1972)
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Como el mâximo calculado 0,0271 es menor que el 

valor critico 0,11 se acepta la hipotesis de normal!- 

dad con un nivel de confianza del 95 % o lo que es 

igual con un nivel de significacion del 5 %.

III.4.2 Estadîstica no parametrica.-

Pasamos a describir los metodos estadisticos no para- 

metricos o de distribuciôn libre (Free) utilizados en la ex- 

plotaciôn de los resultados en los distintos experimentos 

fundamento de esta tesis doctoral. Estos mêtodos no paramê- 

tricos, son en la mayorîa de los casos preferibles a los 

mêtodos clâsicos (paramêtricos) para el experimentador bio- 

lôgico y por eso los describimos con detalle en esta tesis, 

citando sus ventajas e inconvenientes.

a) Calculo del rango de una poblaciôn

- Descripciôn mêtodo de Wilks

- Problèmes de los extremos

b) Comparéeiôn de dos muestras

- Willcoxon

- Mann-Witney

a) Mêtodos para calculer el rango normal de una poblaciôn;

1.- Mêtodos paramêtricos:

Mêtodo PE: Para una distribuciôn gaussiana, de media y/ 

y de desviaciôn standard ̂  . Los 2,5 y 97,5 percentiles 

de esta distribuciôn son los valores jLA - 1,96 y

1,96 Ç* . Los valoresyL y ̂  se reemplazan por sus 

estimaciones a partir de la muestra X y s, obfeniendo
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pues como rango normal para el 95 % de la poblaciôn 

X +_ 1,96 s. Naturalmente para aplicar este resultado, 

la muestra ha de ser suficientemente grande y constater 

previamente, mediante un test de ajuste, el caracter 

gaussiano de la distribuciôn. Este es el denominado 

mêtodo PE.

Mêtodo TI: Para P = 0,95 y lT= 0,90. Un 95-90 TI es un 

par de numéros L y U, tel que el 95% o mâs de los valo­

res de la poblaciôn son mayores que L y menores que U, 

y esta afirmaciôn es verdadera con una probabilidad 

del 90%. Un mêtodo para calculer TI cuando los datos 

tienen una distribuciôn gaussiana fue presentado por 

Wald y Wolfawitz (1946). Determinando una constante K, 

que depende del tamaho de la muestra n, tel que
\
= ̂

' /J / \ 2 \
Pr , Ç  -yzccz—  exp.

Jh Ÿ  2 n . ■ li'W.dx p
J

donde L = X - K S  y U = X + KS

Las tablas para determiner el valor de K, pueden encon- 

trarse en HENRY, R. J. (1964) para n y  100, P = 0,95 y

para Y* = 0,75, 0,90 y 0,95. El mêtodo TI se llama tam-

bien "mêtodo del factor K".

2.- Mêtodos no paramêtricos:

Mêtodo de Wilks: Este autor publicô un mêtodo Wilks, S .

S. (1941) basado en la distribuciôn binomial. Los n

elementos de la muestra se ordenan de menor a mayor 

x^, Xg, .... x^ y tratamos de hallar el mayor valor
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r y el menor n - s + 1 tal que

( J  0 , 95] 0 , 0 5 " " ^  V
n-s+1 /n

donde V  es la probabilidad de que el 95 % de la pobla­

ciôn se encuentre en el intervalo hallado. Los valores

X y X T son los extremos del rango normal estima- r n-s+1
do por este mêtodo.

Las tablas ban sido publicadas en Somerville 

P. N. (1958) , tabulando m = r + s para valores de 

^  = 0,5, 0,75, 0,90, 0,95 y 0,99, y para un tamafio 

de la muestra comprendido entre 50 y 1000, cuando 

el rango normal estimado es del 95 % de la poblacion.

Los valores de r y s se toman iguales si m es 

par, o se diferencian en 1 si m es impar.

Si y  = 0,9 y estimamos el 95 % de la poblaciôn 
el mêtodo se denomina 95 - 90 TI.

Mêtodo PE (no parametrico); Otro procedimiento para 

estimar el 95 % de la poblaciôn es el mêtodo de per­

centiles "PE’S Method". Tambiên esta basado en la or- 

denaciôn de la muestra de menor a mayor, x^ x^ ....

.... x^. Se estima el percentil 2,5 de la poblacion 

a partir del 2,5 percentil de la muestra estudiada.

El valor r - 1 correspondiente viene dado por 1 = 0,025 

(n + 1) en donde n es el tamano de la muestra. Si el 

valor 1 no es entero, existirâ un m tal m-^l^m + 1 

interpolandose el valor correspondiente en el x^ y el
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si estos son distintos. Analogamente aplicado 

L = 0,975 (n + 1) se obtendrla el percentil 97,5.

El mêtodo PE nos da numéros sencillos como es- 

timadores de los limites normales de la poblaciôn. 

Tambiên es posible derivar a un intervalo de confian­

za (estimador de intervalo) para cada limite normal. 

Un intervalo de confianza es un intervalo continuo 

que contiene el verdadero valor del extremo del rango 

normal con una probabilidad especificada, tal como 

0,90. Un intervalo de confianza del 90 % para el ex­

tremo inferior del rango normal (95 %), se obtiene 

encontrando los valores de a y b taies que

b-1

j=a
 ̂̂ j 0,025] 0,975*"]0,90

En donde a y b son numéros naturales y (x^, x^) 

comprenden con un 90 % de probabilidad, el verdadero 

valor correspondiente al 2,5 percentil de la poblaciôn 

La tabla 8 da los valores de a y b para varios valores 

de n y un nivel de confianza del 90 %. Esta tabla ha 

sido construida a partir de la tabla de probabilidades 

de la distribuciôn normal, aproximada por la distri­

buciôn de POISSON y en algunos casos por la distri­

buciôn de Gauss con la correcciôn de continuidad.
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T A B L A

Tamano de la muestra Rango

De a a b

120 131 1 7
132 159 1 8
160 187 1 9
188 189 1 10
190 216 2 10
217 246 2 11
247 251 2 12
252 276 3 12
277 307 3 13
308 310 3 14
311 338 4 14
339 366 4 15
367 369 5 15

Si n <[120, no es posible obtener los interva-

los de confianza al 90 % por el percentil 2,5 y 97,5,

Una alternative es reducir el nivel de confianza por

ejemplo, al 70 % como hacemos en la tabla 9, siendo

necesario no obstante que n ̂ 75.

B_L_A___9

Intervalo ide confianza al 70 % correspondiente al percentil 2,5

Tamano de la muestra Rango

De a a b

75 82 1 4
83 111 1 5

112 134 1 6135 142 2 6143 173 2 7
174 188 2 8
189 206 3 8
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b) Coïïiparacion de dos muestras

Muestras relacionadas Test de Wilcoxon

El test de rangos debido a Wilcoxon (1945), estu- 

dia la diferencia entre dos muestras asociadas por 

pares, y tiene en cuenta no solo la diferencia de signo 

sino tambiên sus rangos. La realizaciôn de este test, 

necesita el calculo de las diferencias observadas entre 

pares de individuos, la determinaciôn del rango de estas 

diferencias, haciendo abstracciôn de sus signes y el cal­

cule de la suma de rangos de las diferencias positivas 

(Y+) y la suma de los rangos de las diferencias negati­

ves (Y_) . La suma total debe ser Y+ + Y_ = n(n + l)/2.

Si la hipôtesis de identidad es verdadera, los valores 

obtenidos para cada suma deben fluctuer alrededor de

----------- . El test tiene por principio verificar si4
el valor realmente observado no es estadîsticamente dî  

ferente del valor esperado.

Realizaciôn prâctica.-

- Se determine para cada sujeto la diferencia entre los 

dos tratamientos.

Se ordenan estas diferencias en valor absoluto

- Se asigna a cada diferencia un valor, de acuerdo con 

la ordenaciôn, cuando existan varias diferencias igua 

les, se promedian los valores correspondientes

- Se anade a cada rango el signo (+ 6 -) de la diferen 

cia que représenta.
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- Se détermina T la suma de los rangos de igual signo 

menor.

- Se détermina el numéro N de diferencias distintas 

de cero.

- Si N 25 la tabla (III) contiene los valores criti_ 

COS de T para diferentes valores de N y un nivel de 

significacion determinado.

- Si N es mayor de 25, la suma de los rangos T esta 

prâcticamente distribuida de forma normal, estudian- 

dose la variable normal reducida.

„ _ T - n (n + 1)/ 4
n(n_+_l)(2n_+ 1) 

24

Prueba de U Mann-Whitney: Supongamos que tenemos muestras 

de dos poblaciones A y B. La hipôtesis de nulidad supondrâ 

que A y B tienen la misma distribuciôn. La hipôtesis alter 

na , trente a la cual probamos es que A es estadîsti­

camente mayor que B. Si A' es una observaciôn de la pobla­

ciôn A y B' es una observaciôn de la poblaciôn B, es que 

P(a>b) > 1/2. Podrîamos tambiên predecir que B es estadis- 

ticamente mayor que A. Entonces séria que P(a<b)_>- 1/2. 

La realizaciôn prâctica de la prueba U la veremos a conti- 

nuaciôn:

Sea n^ el numéro de casos del mâs pequeno de los gru 

pos independientes y n^ el numéro de casos del mas grande. 

Para aplicar la prueba U se empieza por combinar los resul 

tados de ambos grupos ordenandolos algebraicamente (tenien
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do en cuenta el signo) de menor a mayor.

A continuacion se estudia uno de los grupos, por 

ejemplo, el grupo con n^ casos. El valor de U, esta dado 

por el numéro de veces que eh la clasificacion, un valor 

del grupo n^ casos precede a un valor del grupo con n^ ca_

SOS .

La distribuciôn muestral de U conforme a H es co-o
nocida y por lo tanto podemos determinar la probabilidad 

asociada con la ocurrencia conforme a de cualquier va

lor de U tan extremo como su valor obtenido.

Con respecto al tamano de las muestras pueden ocurrir 

tres casos:

1°.- Muestras muy pequenas (n^ y n^ < 8).- Basta buscar 

el valor observado de U en la tabla (IV) para deter 

minar exactamente la probabilidad asociada con la 

ocurrencia de Las probabilidades dadas en la tabla

(IV) son de una cola. Para una prueba de dos colas, 

el valor de p dado en la tabla debe duplicarse. (n^ 

es el numéro de casos del mas pequeno de los grupos, 

n^ es mayor y U el valor del estadistico). Si el va­

lor U obtenido no aparece en la tabla, observaremos 

entonces el U ' = n^n^ - U.

2°,- np entre 9 y 20; Si n^ ( el tamaho de la mayor de

las muestras independientes es 9<n2<20. La tabla 

(IV) no puede utilizarse y usaremos la tabla (V) que 

cambia los valores criticos de U en los niveles de 

significacion, 0,001, 0,01, 0, 0,25, 0,05 para una 

prueba de una cola.
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3°.- Muestras grandes (n? > 20) Mann-Whitney demostraron 

en 1947 que cuando n^ y n^ aumentan de tamano la dis­

tribuciôn muestral U se acerca râpidamente a la dis-
ni n2tribuciôn normal de media /'*-  ------- y desviaciôn

2

n n (n. + n„ + 1) 
standard = > = ----------------------

12

estudiandose entonces la variable normal reducida 

(Tabla I)
Z  = - y . r - C .
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CURVA NORMAL TiPIFICADA  
TABLA DE AREAS DE LAS «COLAS DERECHAS» 

PARA VALORES DE DE CENTESIMA EN CENTESIMA

r ■M2 ctz —  OL

0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0.05 0.06 0,07 0,08 0.09

0,0 0,5000 0,4960 0,4920 0,4880 0,4840 0,4801 0,4761 0,4721 0,4681 0.4641
0,1 0,4602 0,4562 0,4522 0,4483 0,4443 0,4404 0,4364 0.4325 0,4286 0.4247
0,2 0,4207 0,4168 0,4129 0,4090 0,4052 0,4013 0.3974 0,3936 0,3897 0,3859
0,3 0,3821 0,3783 0,3745 0,3707 0,3669 0,3632 0.3594 0,3557 0,3520 0.3483
0,4 0,3446 0,3409 0,3372 0,3336 0,3300 0,3264 0,3228 0,3192 0.3156 0.3121
0,5 0,3085 0,3050 0,3015 0,2981 0,2946 0,2912 0,2877 0,2843 0,2810 0,2776
0,6 0,2743 0,2709 0,2676 0,2643 0,2611 0,2578 0,2546 0,2514 0,2483 0.2451
0,7 0,2420 0,2389 0,2358 0,2327 0,2296 0,2266 0,2236 0,2206 0.2177 0.2148
0,8 0,2119 0,2090 0,2061 0,2033 0,2005 0,1977 0.1949 0.1922 0,1894 0.186'
0,9 0,1841 0,1814 0,1788 0,1762 0,1736 0,1711 0.168< 0.1660 0.1635 0.161 1
1,0 0,1587 0,1562 0,1539 0,1515 0,1492 0,1469 0.1446 0,1423 0.1401 0.1 3"’9
1.1 0,1357 0,1335 0,1314 0,1292 0,1271 0.1251 0,1230 0,1210 0.1 190 0.1 ro
1,2 0,1151 0,1131 0,1112 0,1093 0,1075 0,1056 0.1038 0,1020 0,1003 0.0985
1,3 0,0968 0,0951 0,0934 0,0918 0,0901 0,0885 0,0869 0,0853 0.0838 0.0823
1,4 0,0808 0,0793 0,0778 0,0764 0,0749 0,0735 0,0721 0.0708 0.0694 0.0681
1.5 0,0668 0,0655 0,0643 0,0630 0,0618 0,0606 0,0594 0,0582 0.0571 0.0559
1,6 0,0548 0,0537 0,0526 0,0516 0.0505 0,0495 0.0485 0,0475 0.0465 0.0455
1,7 0,0446 0,0436 0,0427 0,0418 0,0409 0,0401 0,0392 0,0384 0,0375 0.0367
1,8 0,0359 0,0351 0,0344 0,0336 0,0329 0,0322 0,0314 0,0307 0.0301 0.0294
1,9 0,0287 0,0281 0,0274 0,0268 0,0262 0,0256 0.02SO 0.0244 0,0239 0.0233
2,0 0,0228 0,0222 0,0217 0,0212 0,0207 0,0202 0,0197 0,0192 0.0188 0.0183
2,1 0,0179 0,0174 0,0170 0.0166 0,0162 0.0158 0,0154 0,0150 0.0146 0.0143
2.2, 0,0139 0,0136 0.0132 0,0129 0,0125 0,0122 0,01 19 0,0116 0,0113 0.0110
2,3 0,0107 0,0104 0.0102 0,00990 0,00964 0,00939 0,00914 0,00889 0,00866 0.00842
2,4 0,00820 0,00798 0,00776 0,00755 0,00734 0,00714 0.00695 0,(K)676 0.00657 0,00639
2,5 0,00621 0,00604 0,00587 0,00570 0,00554 • 0,00539 0,00523 0,00508 0.00494 0.00480
2,6 i0,00466 0,00453 0,00440 0,00427 0,00415 0.00402 0,00391 0,00379 0,00.368 0.00357
2,7 i0,00347 0,00336 0,00326 0,00317 0,00307 0.00298 0,00289 0.00280 0.00272 0.00264
2,8 :0,00256 0,00248 0,00240 0,00233 0,00226 0.00219 0,00212 0,00205 0,00199 0.00193
2,9 i0,00187 0,00181 0,00175 0,00169 0.00164 0.00159 0,00154 0,00149 0.00144 0.0013V

\ 0,0[0.00135 1 0,0̂ 317 
I  0,0”287 I  0,0‘"987

0,1

0,0’968 
0,0*201 
0,0” 170 
0,0*530

0,2

OO-’ôS? 
0,0̂ 133 
0,0" 996 
0,0*282

0,3
0,0’483 
0,0̂ 854 
0,0" 579 
0,0*149

0,4
0,0’337 
0,0'541 
0,0" 333 
0,0'"777

0,5
0,0’233 
0,0'340 
0,0" 190

0,6
0,0̂ 159 
0,0'211 
0,0" 107

0,7
0,0’108 
0,0'130 
0,0*599

0,8
0,0* m  
0,0” 793
0,0*332

0.9
O.OMHl
0.0*479
0,0*182

0,0'"402 0,0'"206 0,0'"104 0,0" 523 0.0' '260

Tabla estadîstica I.- (Tomada de J. A. Viedma.- Metodos estadisticos.-
Ed. del Castillo.- Madrid, 1972.)
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PUNTOS CRITICOS DE D EN LA PRUEBA DE KOLMOGOROV-SMIRNOV

Tamafio 
de la

muestra
(n)

Nivel de significacion para D == mâximo

0,20 0,15 0,10 0,05 0,01

1 0,900 0,925 0,950 0,975 0,995
1 0,684 0,726 0,776 0,842 0,929
3 0,565 0,597 0,642 0,708 0,828
4 0,494 0,525 0,564 0,624 0,733
5 0,446 0,474 0,510 0,565 0,669

6 0,410 0,436 0,470 0,521 0,618
7 0,381 0,405 0,438 0,486 0,577
8 0,358 0,381 0,411 0,457 0,543
9 0,339 0,360 0,388 0,432 0,514

10 0,322 0,342 0,368 0,410 0,490

11 0,307 0,326 0,352 0,391 0,468
12 0,295 0,313 0,338 0,375 0,450
13 0,284 0,302 0,325 0,361 0,433
14 0,274 0,292 0,314 0,349 0,418
15 0,266 0,283 0,304 0,338 0,404

16 0,258 0,274 0,295 0,328 0,392
17 0,250 0,266 0,286 0,318 0,381
18 0,244 0,259 0,278 0,309 0,371
19 0,237 0,252 0,272 0,301 0,363
20 0,231 0,246 0,264 0,294 0,356

25 0,21 0,22 0,24 0,27 0,32
30 0,19 0,20 0,22 0,24 0,29
35 0,18 0,19 0,21 0,23 0,27

1,07 1,14 ^ 1,22 1,36 1,63
vliis de 35

sA xA A A

Tabla estadîstica II.- (Tomada de J. A. Viedma.- Metodos estadisticos
Ed. del Castillo.- Madrid, 1972).
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Tabla de valores criticos de T en la prueba de los rangos senalados 
de pares igualados de Wilcoxon*

Nivel de significaciôn para 
prueba de una cola

AT
.025 .01 .005

Nivel de significacién para 
prueba de dos colas

.05 .02 .01

6 0
7 2 0 —

8 4 2 0
9 6 3 2

10 8 5 3
11 11 7 5
12 14 10 7
13 17 13 10
14 21 16 13
15 25 20 16

16 30 24 20
17 35 28 23
18 40 33 28
10 46 38 32
20 52 43 38

21 59 49 43
22 66 56 49
23 73 62 55
24 81 69 61
25 89 77 68

Tabla estadîstica III.- (Tomada de SIDNEY SIEGEL, Estadîstica
no parametrica. Ed. Trillas, Mexico, 1972.
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t .il>la ill |i( iif>aliiliii;iilf> i>(M lailiii I’oii \.ilor<-*- tan p« «;n« nns i inm 
lo i \alor«'i «>l»i«Tv ailo i ilc I  r ii la priii-ba il# M an ii-\\ liiln«-> *

n j -  3 Til =  4

X 1 2 3
\  «1 

f /  X
1 2  3 4

0 250 100 050 0 .2 0 0  007 .02 8  .014
1 .500 200 .100 1 .4 0 0  .133 .057 029
2 .750 400 .200 2 .6 0 0  .267 .114  .05 7
3 .GOO .350 3 400 200 .1 0 0
4 500 4 .600 314 .171
5 650 5 .429  243

6 .571 .343
7 .443
8 .567

f i t n ,

X v  ni 

[ /
1 2 3 4 5

X .  n i
1 2 3 4 5  6

0 .167  .0 4 7  .0 1 8  .0 0 8  .0 0 4 0 .14 3  .036  .0 1 2  .00 5  .00 2  .001
1 333 .09 5  .0 3 6  .016  .0 0 8 1 .28 6  .071 .0 2 4  .01 0  .00 4  .002
2 .5 0 0  .190  .071 .03 2  .016 2 .4 2 8  .143 .0 4 8  .01 9  009 .00 4
3 667 .286  .1 2 5  .0 5 6  .0 2 8 3 .571 .214  .08 3  .0 3 3  .015  .008
4 .429  .19 6  .09 5  .04 8 4 .321 .131 .0 5 7  .02 6  .013
5 .571 .28 6  .143 .07 5 5 .429 .19 0  .0 8 6  .041 .021
6 .39 3  .20 6  .111 6 .571 .2 7 4  .1 2 9  .063  .03 2
7 .5 0 0  .27 8  .15 5 7 .3 5 7  .1 7 6  .08 9  .047
8 .60 7  .3 6 5  .21 0 8 .45 2  .2 3 8  .123 .066
9 .4 5 2  .27 4 9 .5 4 8  .30 5  .1 6 5  .0 9 0
10 .5 4 8  .3 4 5 10 .381  .21 4  .1 2 0
11 .421 11 .4 5 7  .2 6 8  .155
12 .50 0 12 .54 5  .331 .197
13 .579 13 .3 9 6  .24 2

14 .4 6 5  .29 4
15 .53 5  .35 0
16 .409
17 .469
18 .531

Tabla estadîstica IV.- Tomada de SIDNEY SIEGEL.- Estadîstica no
parametrica.- Ed. Trillas, Mexico, 1972.

80



1 2 3 1 5 6 7
V

0 125 028 008 (103 001 001 .000
1 250 056 017 006 003 (101 .001
2 375 1 1 1 033 012 005 002 001
0 .500 167 05< 021 000 .001 002
1 . 625 250 002 036 0 1 5 .007 003
,S 333 133 055 02 1 01 1 006
t) 1 11 102 OS'2 037 017 000

556 258 1 15 053 .026 013
S 333 158 071 .037 (110
:» •117 206 10! 05! 027

!ù . 500 , 26 t , 131 .060 036
11 . 583 321 172 000 040
V2 30 1 216 . 117 064
IX , 461 265 . 147 082
1 l . 538 310 . 183 104
15 378 .223 .130
16 .438 267 .159
17 .500 314 191
18 562 .365 .228
l'.t .418 .267
20 .473 .310
21 .527 .355
22 .402
23 .451
24 .500
25 .549

N o r m a l

0 ! 111 022 006 002 001 000 000 000 3 .3 0 8 .001
i ! 222 04 1 012 00 1 002 O O ! 000 000 3 203 OUI
2 j 333 080 024 008 0O.3 001 001 ooo 3 098 001.1 j 144 133 042 01 l Oo5 002 001 001 2 993 00.11 ! 556 200 067 024 000 004 002 001 2 888 002

i 267 007 036 015 006 003 .001 2 783 003
6 356 130 055 023 010 005 002 2 678 004

444 188 .077 033 015 007 .003 2 .5 7 3 . 005
8 j 556 218 107 047 021 010 .005 2 .4 6 8 . 007
0 315 141 064 030 014 007 2 363 009

10 . 387 184 .085 011 020 .010 2 .2 5 8 012
1 1 461 230 111 054 .027 .014 2 153 016
12 539 . 285 142 071 036 .019 2 048 .020
13 .341 . 177 .091 047 025 1 .9 43 026
14 ,404 217 114 060 032 1 838 .033
15 .467 262 141 .07 6 041 1 .7 33 .041
16 .533 311 . 172 .0 9 5 052 1 .6 2 8 .052
17 362 .207 .116 065 1 523 .064
18 .416 .245 . 140 .080 1 .4 1 8 .078
19 .472 .286 . 168 .097 1 .313 .094
20 .52 8 331 . 198 .117 1 .2 0 8 .113
21 .377 .232 .139 1 .1 0 2 .135
22 426 .26 8 .164 .99 8 .159
23 .475 306 .191 .893 .185
24 .525 .347 .221 .788 .215
25 .38 9 .253 .683 .247
26 .433 .287 .578 .28 2
27 .47 8 .323 .473 .318
28 .5 2 2 .366 .368 .356
29 .399 .263 .39 6
30 .439 .158 .437
31 .480 .052 .481
32 .520



V n lo rcs  rr ilio o s  d«- V p a ra  iin a  p ru e b a  do un a  co la on <» =  0.(K"> 
o p a ra  un a  p ru e b a  de do» eulas en  a — 0 .1 0

ni

nt  \
9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

1 0 0
2 1 1 1 2 2 2 3 3 3 4 4 1
3 3 1 5 5 6 8 9 9 10 11
4 6 7 8 9 10 11 12 14 15 16 17 IS
5 9 11 12 13 15 16 18 19 20 22 23 25
6 12 14 16 17 19 21 23 25 26 28 30 32
7 15 17 19 21 24 26 28 30 33 35 37 39
8 18 20 23 26 28 31 33 36 39 41 44 •l7
9 21 21 27 30 33 36 39 42 45 48 51 51
10 24 27 31 34 37 41 44 48 51 55 58 62
11 27 31 34 38 42 46 50 54 57 61 65 69
12 30 34 38 42 47 51 55 60 64 68 72
13 33 37 42 47 51 56 61 65 70 75 80 84
14 36 41 46 51 56 61 66 71 77 82 87 92
15 39 44 50 55 61 66 72 77 83 88 94 100
16 42 48 54 60 65 71 83 89 95 101 107
17 45 51 57 64 70 77 83 89 96 102 109 115
18 48 55 61 68 75 82 88 95 102 109 116 123
19 51 58 65 72 80 87 94 101 109 116 123 130
20 54 62 69 77 84 92 100 107 115 123 130 138

T A B L A Kii. V a lo re s  erilieos de I ! p a ra  una p ru e b a  de una cola en a ^  0 . 0 1
o para una arueba de dos colas en a — 0.02

n,
9 10 11 12 13 I t 15 16 17 18 19 20

Ml \

1
2 0 0 0 0 0 0 1 1
3 1 1 1 2 2 2 3 3 4 4 4 5
4 3 3 4 5 5 6 7 7 8 9 9 10
5 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

6 7 8 9 11 12 13 15 16 18 19 20 22
7 9 11 12 14 16 17 . 19 21 23 24 26 28
8 11 13 15 17 20 22 24 26 28 30 32 34

9 14 16 18 21 23 26 28 31 33 36 38 40

10 16 19 22 24 27 30 33 36 38 41 44 47

11 18 22 25 28 31 34 37 41 44 47 50 53

12 21 24 28 31 35 38 42 46 49 53 56 60

13 23 27 31 35 39 43 47 51 55 59 63 67
14 26 30 34 38 43 47 51 56 60 65 69 73

15 28 33 37 42 47 51 56 61 66 70 75 80
16 31 36 41 46 51 56 61 66 71 76 82 87

17 33 38 44 49 55 60 66 71 77 82 88 93

18 36 41 47 53 59 65 70 76 82 88 94 100
19 38 44 50 56 63 69 75 82 88 94 101 107

20 40 47 53 60 67 73 80 87 93 100 107 114

Tabla Estadîstica V.- (Tomada de SIDNEY SIEGEL.- Estadîstica no
parametrica*.- Ed. Trillas, Mexico, 1972).
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IV. RESULTADOS

IV.1. ESTUDIOS SOBRE LA VALORACION CLINICA DE LA CINETICA DE LA RESPUE£

TA A UN OCTODECAPEPTIDO DE SINTESIS

IV.1.1. Niveles basales de la poblacion experimental utilizada 

En la tabla 10 se recogen los valores obtenidos a 

las 8 A. M. de los sujetos estudiados en condiciones ba­

sales, puede observarse la variabilidad de cada sujeto, 

asi como, la variacion de todo el grupo en cada prueba. 

Observese como los coeficientes de variacion de cada su­

jeto (filas) asi como del conjunto de estos, en diversos 

dîas (columnas), son de una magnitud semejante. Hay que 

hacer notar que las columnas no se refieren a dîas suce- 

sivos, sino a dlas distintos, ya que el intervalo de tiem 

po de una determinaciôn a otra para un mismo sujeto, fue 

como minimo de seis dîas.

IV.1.2. Respuesta maxima al /3^ ^^-ACTH

La respuesta a la administraciôn de 0,25 mgs. y 1 

mgs. del tetracosâctido (NUVACTHEN) por via intravenosa 

pueden verse en las Tablas 11 y 12. La figura 10 demues- 

tra que no se obtienen diferencias significativas en nin_ 

guno de los puntos estudiados (30, 60, 120 y 240 minutes) 

por alcanzar ya la dosis de 0,25 mgs. del tetracosâctido 

una respuesta adrenal maxima. Los resultados obtenidos al 

administrar 0,25 mgs. por dos distintas vias (intravenosa 

e intramuscular) se auestran en las tablas 11 y 13. En
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la figura 11 se pone de manifiesto que no existen diferen 

cias entre ambas vîas a los 30, 60 y 120 minutos, pero si 

a los 240 minutos, donde esta diferencia es altamente sig_ 

nificativa (p < 0,01), segun se deduce de los datos de la 

tabla 14.

IV.1.3. Respuesta comparativa entre ^^-ACTH y D-Ser^-Lys^^

La estructura del octodecapêptido (C-41795-Ba) y su 

diferencia con el tetracosâctido (NUVACTHEN) se rauestran 

en la figura 12.

Inyectamos 1 mgs. de ambos productos por via in­

travenosa, los resultados estân expresados en las tablas 

12 y 15. En la figura 13, puede observarse que si bien 

durante las dos primeras horas no hay diferencia entre 

ambos, a partir de este momento las concentraciones de

11-OH-CS conseguidas con la inyecciôn de 1 mgs. intrave- 
1-24noso del ^  -ACTH son decrecientes, mientras que las

conseguidas con el D-Ser^-Lys^*^ ^^ACTH son crecien^

tes, siendo en todos los puntos estudiados (4 horas, 8 ho

ras) las diferencias altamente significativas. Es claro
1—24que el estimulo de 1 mgs. intravenoso del /3 -ACTH 

no consigne una concentraciôn mâxima de los 11-OH-CS plas^ 

maticos, aunque al ser una magnitud no fisiolôgica, sino 

farmacolôgica, la respuesta adrenal deberîa ser mâxima. 

Este hecho aparentemente paradôjico, lo analizaremos con 

detalle en la discudïôn.
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IV.1.4, Efecto de las vias de administraciôn del D-Ser^-Lys^^

- ^^-ACTH sobre la cinética del cortisol plasmâtico 

Las respuestas a la administraciôn de 1 mgs. del 

D-Ser^-Lys^^ ^^-ACTH por las tres vias se en-

cuentran en las tablas 15, 16 y 17. En la figura 14 pue­

de observarse como los valores mâximos de cortisol plas­

mâtico se obtienen por via intravenosa. De todas formas 

quisimos confirmer esta observaciôn mediante el anâlisis 

de varianza (Test de Fisher) de un sistema de bloques. 

Teniendo en cuenta que cada valor tiene una dependencia 

con respecto al sujeto a que pertenece y al valor que le 

precede y que, asimismo, condiciona en cierta medida el 

siguiente, debemos analizar con mayor rigor la significa- 

ciôn de las diferencias entre grupos, cuando ya un anâli­

sis simple mediante la "t" de Student, nos indicaba que 

los valores a las 12 h. y a las 24 h. eran distintos, en 

el caso de la administraciôn endovenosa. El resumen de es 

te anâlisis de varianza se encuentra en la tabla 18, donde 

podemos observer que la variacion entre vias de adminis­

traciôn es significativamente distinta de la variaciôn 

residual o error de muestreo, es decir, la distinta via 

de administraciôn introduce una diferencia, que no nos per 

mite aceptar la hipôtesis (con un coeficiente de riesgo 

p < 0,01) de estar en presencia de distintas muestras de 

la misma poblaciôn.
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IV. 1.5. Efecto de dosis decrecientes del D-Ser^-Lys^*^

-ACTH sobre la cinética del cortisol plasmâtico.

La respuesta del cortisol plasmâtico a la adminis­

traciôn por via intramuscular de distintas dosis del oc- 

tadecapéptido (0,125, 0,250, 0,500 y 1 mgr.), se encuen- 

tran en las tablas 19, 20, 21, 16. En la figura 15, pue­

de observarse que la disminuciôn de la dosis administrada 

por via intramuscular, no disminuye significativamente 

los valores de cortisol plâsmatico alcanzados a las dos 

horas de la administraciôn, pero si, la duraciôn de las 

respuestas. El anâlisis estadistico de estos grupos 

(Test U de Mann-Whitney) dâ una significaciôn estadisti- 

ca entre los resultados hallados con dosis de 0,125 o 

0,500, asi como 0,25 y mgr. del octodecapêptido, el re­

sumen de este estudio estadistico puede observarse en la 

tabla 22.

IV.1.6. Medida de las respuestas adrenales por la excrecciôn 

urinaria de los 17 KS y 17-OH-CS

En las tablas 23 y 24 se encuentran recogidas los 

17-OH-CS totales y 17-KS urinarios de los sujetos a los 

que se administrô 0,25 mgr. y 1 mgr. del tetracosâctido 

( ^^-ACTH) por via intravenosa. No existen diferencias 

significativas entre los valores correspondientes a los 

tres dias estudiados (basai, dia de la administraciôn y 

dia siguiente a la administraciôn), este hecho queda me-
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jor refiejado en la figura 16, la grâfica superior son 

los valores de los 11-OH-CS plasmâticos correspondientes 

a la inyecciôn de 0,25 mgr. del tetracosâctido por via 

endovenosa, en la parte inferior se observan los 17-KS y 

17-OH-CS urinarios correspondientes sin diferencias sig­

nificativas en los tres dîas.

Las tablas 25, 26 y 27, recogen los valores de los 

17-KS y 17-OH-CS (totales) urinarios correspondientes a 

la inyecciôn de 1 mgr. de C-41795-Ba por las tres vîas 

(intravenosa, intramuscular y subcutanea). En la figura 

17 puede observarse como existen diferencias altamente 

significativas entre los valores basales y los corres­

pondientes al dîa de la administraciôn para las tres vîas. 

El dîa siguiente al de la administraciôn los valores co­

rrespondientes a la via intravenosa, continuaban siendo 

estadîsticamente mayores que los correspondientes basa­

les, no ocurriendo lo mismo para las otras dos vîas (in­

tramuscular y subcutânea). Los valores de los 17-KS pueden 

seguir una fluctuaciôn en paralelo pero las diferencias 

encontradas no son significativas (participaciôn de la 

funciôn gonadal).

IV.1.7. Correlaciôn entre valores basales de 11-OH-CS plasmâti­

cos y de 17-OH-CS (totales) urinarios

Disponiendo de 57 valores basales tanto de 11-OH-CS 

plasmâticos a las 9 A.M. como de los 17-OH-CS en la orina
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de 24 horas, correspondientes al mismo dîa (tabla 28), hê  

mos estudiado la correlaciôn entre ambos grupos, suponien^ 

do poblaciones distribuidas normalmente, representando en 

abcisas (X) los 11-OH-CS plasmâticos en ^^4gr/100 ml. y en 

ordenadas (Y) los 17-OH-CS (totales) utinarios en mgr/24 

horas, obteniendo una recta de mînimos cuadrados:

Y = 0,11X + 12,053 

con un coeficiente de correlaciôn r = 0,017, que no es 

distinto de cero (estadîsticamente).

No existe pues correlaciôn entre ambas variables.

IV.1.8. Correlaciôn entre la secreciôn adrenal y los 17-OH-CS 

(Totales) urinarios

Siendo el ârea bajo la curva que reparte las con­

centraciones de los 11-OH-CS plasmâticos, una medida 

aproximada de la secrecciôn adrenal, hemos intentado 

un nuevo estudio bidimensional entre estas âreas, cal- 

culados como expresamos a continuaciôn y los valores de 

los 17-OH-CS (totales) urinarios, los valores que inten­

tâmes correlacionar se encuentran en la tabla 29 en don­

de ;

S = -23 y^ + 2 y^ + 3 y2 + 4 y^ + 8 y^ + 6 y^, 

siendo:
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concentraciôn basal a los 11-OH-CS plasmâticos

" a las 2 h. " Il II

y;
M tr " 4 h. " Il II

^3
tt II " 8 h. " Il II

Il II " 12 h. " M  II

Il II M 24 h. " Il II

se ha representado en el eje de ordenadas (Y) en 

^gr/100 ml X hora y sobre el eje de abcisas (X) 

los 17-OH-CS (totales) urinarios en mgr/24 horas. 

Obteniendose una recta de mînimos cuadrados de ecuaciôn 

Y = 7,311 X + 77,026 con un coeficiente de correlaciôn 

r = 0,566 distinto de cero a p <  0,01. Existiendo pues 

una correlaciôn positiva entre ambas series.

La representaciôn de la recta de regresiôn obtenida 

puede sbservarse en la figura 18.
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fhOhCS BASM.e s  /^ r  % mi.

1 ? 3 4 ’5 6 9
1 ERA 17 15 10 18 15,0 3,56 24 ;

2 MAS. 30 31 30 26 27 23 27,8 3,06 11

3 I.S A 16 17 17 15 16,2 0,96 6

4 dB H 14 18 11 20 20 20 > 17,1 3,82 22

5 EDM 13 15 23 19 20 24 15 15 14 17,5 4,07 23,2

6 QRM 7 10 17 11 8 16 11,5 4,14 36

7 G.N.L 31 29 14 16 18 14 20,3 7,66 37,7

8 RME. 19 14 21 20 20 22 19,3 2,80 14,5

9 SNZ 25 21 14 28 18 23 21,5 5,01 23,3

10 ERE. 11 11 21 12 17 14 14 ,3 3 ,98 27,7

11 N.v.a 10 21 22 22 20 24 19,8 5,00 25,2

12 MAC. 15 21 18 15 l/,2 2,87 16,6

13 MSM 20 16 20

14 J.M.R 19 18 21

15 U .N . 22 21 16

16 JA.R. 17 19 21

17 V.M.T. 21 17 Î

X 17,3 18,5 18,1 18,5 18.6 20 19 17,6 17,9

D.S. 7,7 6,4 5 ,6 5,1 4,93 4,21 2,6 2,16 3,19

CX 44 34 30,9 27,5 26,5 21 13,7 12,2 18

TABLA 10
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TABLA 13.- Valores obtenidos tras la administraciôn de 0,25 mgr. de 

NUVACTHEN por via intramuscular.

92.



a) Valores observados

VIA

I.V. 26 37 35 26 29 23 21 20 35 17 19 21

I.M. 25 7 11 11 22 14 13 10 11

b) Ordenaciôn

M M M M M M M V V V V V M V M V V

7 10 11 11 11 13 14 17 19 20 21 21 22 23 25 26 26

V V V V

29 35 35 37

c) Calcule de U

U = 0 + 0 + 0 + 0 + 0 + 0 + 0 + 5 + 6 =  11

d) Nivel de significaciôn:

^12,9,0,01 ^obs^ ^12,9,0,01

diferencia altamente significative.

TABLA 14.- Diferencias encontradas entre les valores de 11-OH-CS a
1-24les 240' de la administraciôn de 0,25 mgr de cor

ticotrofina por via intravenosa (V) e intramuscular (M), 
Prueba de Mann-Witney\
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Ŝ=4 3 1—4

1—4ooCM %1-4 g
e n

4*1
3CM

CM i
t

CMro CM unro unro ro a 1—4 ro
ro1-4 e n1-4

cri1 CM

C4
à? sro a sCM CM

05CMro 8 8CM § roroCM
o o1-4*0“ g

COroen 81—44>l %
§
t R CMun UDun M"un enun roen a S s $ 05un

e nunun
09CM1-4 + 1

05
e n

xs i g a
V—4roCM S3CM ssCM o RCM -̂4CMun 8CM s 81-4 o o05CM O1—4+ 1 %

GO i ro un f-Hun 05 05 un 05 ro s un 8
^4
COun

ro054-1
o oCM

JS
5ro sCM CMCM sCM 5CM 8CM CM05en SCM i § 8n- S1-4

^405CM §
1— 44-1

CM
^ 4ro

1
t ro ÎS V—4 UD S OO unun un o n- OO r—un

en
oô

0505OÔ4-1
r-CM

JS
à? SCM un

c oCM or>
OO
CjD1— 4 iS1— 4

V—4CM 8CM en
e n Sro sCM Rro roun

1— 1 8CM
e n

84-1 CM
C M 1

î CM unro unro ro OOro r -ro 1— 4 unro unun CM
n -

1 ^ e n OOoô
e n

4*-
r-Z4-1

CMCM

mmJ

35
à ?

O
S § s o

s i g S1— 4
o
o s1— 4 i o

o^-4
o
o1— 4

1 g

1 o
«-H

o o
T—4

CMCM roCM r -
1— 4 < *"1— 4 CM ^-4

^ 4CM 1 -4
^ 4

05ro o o
^ 4 %

+ 1

r - ;

< < o O Z cr ÜJ N LU Z CO E
ù:
IL

co <
z

>
z

Q
u:

cr
o

Z
o

S
CL

Z
CO

CL
IL

00 
—)

<
S

IX ,

1

b G)
CA

TABLA 15.- Valores de los 11-OH-CS plasmâticos obtenidos al administrar
1 mgr. de C-U1795-Ba, por via intravenosa.

97.



CNI

CQ

I— ^ — « OO

I— ^ — I

CM

3 =O SsC3
u n

CDCD

FIG. 13.- Comparacion de las respuestas de los 11-OH-CS plasmâticos al 
administrar por via endovenosa 1 mgr. de NUVACTHEN y 1 mgr. 
de C—41795—Ba.

98.



S 8
v-H

t s o o S %
*-4

v-4
OO g S S %

9=4 8

e o r o
|N«
9-4
• f l

CNJ
l# i

9 ;

t

< o
^"4

OO CO
1-H

OO
f* 4

UO
*—4

r o
•—4

o o r o
CNI

r o
v=4

v*4
CNJ

r o
CNI

u o

9—4

r o
r d
+1

8
^ 4

JS

vO
CNJ S

r o
r o 3 S

CNJ
CNI
CO
f-H

CO
CD
*=4

oo
o o S

«—4
UO
c o

9—4
c o

r * — 
o o  1

u o
v-4
UO
+1

CJD
t/Ô
9—4

V
CM i

î

LO CNJ
«-H u o o o CNI

^ —4
CNI
CNJ %

CD
CNI

u o
CNI

CNI
^-4

o
9—4

CO
9-4
u ô
9—4

r o
r# :
+1

CM
CNJ

S
^ —4 S

S
CNJ

r o
c o

CO
r o
CNJ

O
O
4 T

S
CNI S

^-4
K
CNI

^»4

S

u o
CD
9—4

J S
9-4

o o
CNJ , 
CNI 1

c o

o o
+1

î ^ l

CM
i

i
CNJ r o

v-H
r o 9 g r —

9—4 9-4
CSI

c o
9—4 ! CNI

S '
+1

r o

Æ Z

t o
c o

o
o o
CNI

c o
CNJ
CNJ C )

f—4

IN .
CNJ

s
CNJ

UO
o
CNJ

u o
CNI
CNJ r o

u o
c o
^ 4

o
e
CNJ

^  1 
CNJ 1

r o
a i
r —
+1

OO
i

t

CNI CNJ
4:»"

OO V—4 r o
c o

4 r o
r o

CNI
UO

r o  
r r î  1

CD
c i
+1

CNJ

j f
à ? CNJ

CO
c o
r o

r o
r o
CNI

UO
CO
V—1

c o
r o
CNI

OO
r o

r o
r o

O

CNJ
u o
r * ^
CNJ n

u o
o
CNJ

g
CNI

c o  1
CNI i

+1

c o
c i

i

t

OO
r o

u o u o
r o

r o
45f

u o CNJ r o
u o 9 3

^ —4 CNI
UO

o >
CCI { 
^  i

o o
CD 

+  #

CNJ
r d

L f)
o
CNJ

c o
c o
CNJ

r o

CNJ
c o
u o

CD
CD
CNI

o o

r o

o o
^ —4
r o

O
^"4
CNI

v—4
CNI
CNI

9-H
C30
CNJ

CD
CO
9—4

CO
CO

c o
CNJ
CNI 1 5

CM
i

1
r o

o CNI
r o

r o
r o

OO
r o

u o
r o

T—4
u o

CNI
4 :f

CNJ
CO

UO
r o %

•5*“
ë l

UO
o d
+1

CNI

&
CD

o
o

o
s

S
o
o g

O
S

O
O
v^4

O
o

o
CD

CD
O

CD
O
9—4

c o

g i

E

OO
v H

u o
3

CNJ
CNJ 2

V—4 
v-4

c o
4

&
CNJ

o o
CNJ

CNJ9-4 o
CNI

co
CNI

UO
o d

9-4
u ô
+1

UO

<
cr
ü_

•<
en

o

<
Z

d

>
z

z

Q

u :

u :

cr
o

__1
Z
O

LU

S
q :

N

Z
CO

LU

cr
LU

ÛÛ
=J

en
<
Z

b E
c
C/9

TABLA 16.- Valores de los 11-OH-CS plasmâticos obtenidos al administrar
1 mgr. de C-41795-Ba por via intramuscular. «b

<r> A s>̂•*' ^  * .«v ^



s S v-4CO a « RT=4 #DCO %<g«4 uoGQ UOv=4
COv=4 CO i (D 1

9 if CM«-H *—4 CO*—4 —̂4 COn̂ 4 CMv-4 csCM 0t-4 00v4 ff*4i904 00CM

JC
CM00 COo>

GCÔ4
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ANALISIS DE VARIANZA

S. C. D. G L C. M.

V ias administ. Q ,=  2788.32 2 S? =  1394.16

C In e t Ic a Q j=  37651.91 6 82= 6275.31
In te rac c lo n Q ;=  7877. 15 12 $3 =  656.42

Residual Q4= 17471.58 231 S Î =  75.63

T o ta l Q =  65788.96 251

F , = 1 | = 1 8 . 4 3
S4

82.77 F , - M - 8.679
' " s r

TABLA 18.- Valores de F, (Analisis de varianza), al comparar entre si 
las distintas vias de administraciôn.
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Comparaciôn de dosis 2h. 4h. 8h. 12h. 24h.

0.125 vc 0.250 - - P< 0.05 - -

0.125 vs 0.500 - p< 0.01 p ^  0.01 p< 0.01 -

0.125 vs 1.000 - 0.01 p< 0.01 p<’ 0.01 -

0.250 vs 0.500 - - p< 0.05 - -

0.250 vs 1.000 - - p < 0.01 p^O.Ol -

0.500 vs 1.000 - - - p <  0.05 -

TABLA 22.-
Valor do la probabilidad (p) estadîctica do que las diferencias de concen- 
traciones de 11-0HC3 en las distintas dosis i . m. de G-41795-Ba se deban 

al azar.
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FIG. 16.- Valores de 11-OH-CS plasmâticos y de 17-KS y T-17-0HS urinarios,

obtenidos al administrar 0,25 mgr. de NUVACTHEN por via intrave­
nosa .
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11-OH 17-OH 1 11-OH 17-OH 11-ori 17-OH 11-OH
----- n------
17-OH 11 11-OHIIII

17-OH

F.R.A. 17 14,3 1 - 15 15,6 10
IIII

14,811 18II 24,8

I.S.A. 16 13,8 î - 17 10,6 17 4,711 15 8,6

M.A.S. 30 10.7 1 27 15,1 31 12,2 30
II

10,611 6 II 15,4

J.B.M. 14 8,9 1 20 6,3 28 7,2 11 4,1 II 20 12,7

F.D.N. 13 7,4 1 20 13,3 15 10,4 23 11,4 II 19 6,9

C.R.R. 7 20 1 8 8,7 10 13,6 17
II

13,5 11 20 14,8

G . N . L . 31 15,4 1 18 11 29 12,2 14 19,2 II 16 7

R.M.E. 19 11,9 1 20 15,9 14 13,3 21
il

9,8 11 20 14,8

S.N.Z. 21 12,2 1 18 8,7 21 15,1 14
II

15 ,4 11 28 18

F.R.E. 11 14,6 1 17 9,8 11 14,3 21 11,4 II 12 9,8

N.V.O. 10 10,6 1 20 11,7 21 9,8 22
II

7,9 II 22 12,7

M.A.C. 15 13,3 î 21 17 21 17 18
II

9,9 II 15
IIII

8,1

TABLA 28.- Valores basales (9 a.m.) de 11-OH-CS plasmâticos en gr/100 ml 

y 17-OH-CS urinarios en mgr (24 horas), correspondientes al 

mismo dîa.

114.



Intravenosa Intramuscular

17-OH-CS S 17-OH-CS S 17-OH-CS S

F.R.A. 46 560 46,8 140 33,9 -11

I.S.A. 26 665 29,5 406 39,2 381

M.A.C. 52 517 30,7 238 19,6 147

N.V.O. 52 634 40,8 193 32,4 269

F.D.N. 53,2 559 19,9 394 42,4 437

C.R.R. 106,4 729 69,2 619 61,4 575

G.N.L. 91,2 945 78,4 613 58,6 119

R.M.E. 50,4 582 34,6 292 32,8 356

S.N.Z. 76,4 1400 74,4 729 80,8 651

F.R.E. 63,2 571 28,7 490 40,9 336

J.B.M. _ - 51,8 153 55,2 148

M.A.S.

___________

53,4 

L___________

497 85,2 318 279 98

Subcutanea

TABLA 29.- Valores basales de 17-OH-CS en mg/24 h. el dîa de 

la administraciôn de 1 mgr. de C-41795-Ba por las 

tres vias y valores del area encerrada entre la cur 

va de concentraciones plasmâticas de 11-OH-CS y la 

ordenada correspqndiente al valor basal (S), para 

el mismo dîa.
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FIG. 17.- Coraparacion de las respuestas obtenidas de los 17-KS y 
T-17-0HS urinarios al administrar 1 mgr. de C-M-1795-Ba 
por las très vias. ,
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IV.2. ANALISIS DE LOS VALORES DE 11-OH-CS PLASMATICOS EN UNA POBLACI0N

’’CONTROL” AMBÜLATORIA HOSPITALARIA.-

IV.2.1. Basales y distribucion por sexos y edades

En las 611 muestras de plasma tomadas a las 9 A.M. los 

valores de 11-OH-CS obtenidos son 16,40 +_ 5,70 (D.S.). Para 

establecer el rango de esta poblacion, se realize un test de 

ajuste a una poblaciôn gaussiana ( resultando negative, 

siendo necesarie emplear per le tante unes tests ne paramê- 

tricos, hemos utilizade el test de Wilks y ebtenemos un ran­

go para la poblaciôn estudiada desde 6 a 29/gr/lOO ml. 

a p <  0,05. Estos dates pueden ebservarse en la tabla 30.

Distribuciôn per sexes: Se agruparen les dates ebteni- 

des para varones y hembras, come puede ebservarse en la fi­

gura 19, no encentrandese diferencias entre ambes grupes.

Distribuciôn per edades: La clasificaciôn del grupe 

total segûn la edad (fig. 20 y la aplicaciôn de la prueba 

U demestrô que ne habia diferencias entre estes grupes.

1-2UIV.2.2. Estimulaciôn cen el /B -ACTH

Les valores obtenidos 60 minutes despuês de la adminis- 

traciôn a 149 sujetes de 0,25 mgr. del tetracesâctide per via 

intramuscular, se reflejan en la tabla 31.

El câlcule de las diferencias respecte al cerrespendien_ 

te valer basai se realizô estudiande el incremente relative.

f’pN - 
—  — — — — — — — — —  X  1 0 0

"b
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en donde Fp^ son los 11-OH-CS plaSttStioos a los 60’ de la 
administraclôn y Fg valor basal. La media obtenida fue 

Fpjj = 2,25 X Fg. El rango de estas diferencias por el mismo 

aêtodo no paramêtrico para p <  0,05 résulté ser (1,3 Fg- 

- 4,17 Fg). Estos resultados expresan que para poder aceptar 

la prueba como positiva, el valor basal ha de incrementarse 

como mînimo en un 30 % despuês de la inyecciôn de tetraco- 
sâctido é

Es évidente que el valor obtenido a los 60’ de la ad- 

ministraciôn de 0,25 mgr. de Nuvacthen, depende del corres- 
pondiente valor basal y mediante el mêtodo anterior (incre- 
feoento relativo) se ha anulado esta dependencia.

Para estudiar el incremento en funciôn de la cifra ba­
sai hemos clasificado los datos en dos grupos: 1°) aquellos 
cuya cifra de 11-OH-CS basai es inferior a la media (16,4/gr 
/lOO ml.) y 2°) aquellos cuya cifra de 11-OH-CS basai es su­
perior a la media.

El estudio estadîstico demostrô (test de Mann-Whitney) 
que el incremento era mayor para el primer grupo que para el 

segundo (p < 0,01).
La representaciôn llevando en abcisas el valor basal 

(B) y en ordenadas el incremento absolute ( A  = Fp^- Fg) y 
el câlculo de la recta de regresiôn, puede verse en la figura 

21. El coeficiente de correlaciôn obtenido es r = 0,46, dis- 

tinto de cero a p < 0,01.
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IV.2.3. Estudio del ritmo espontâneo de secrecion

Los valores obtenidos en las muestras correspondientes 

a las 20 h. se reflejan en la tablé"-32»

-El câlculo de las diferencias se realizô, igual que 

en el caso anterior, primero estudiando los incrementos rela- 

tivos (para disminuir el efecto de la concentraciôn basai) 

aplicando la fôrmula:

F. - F 
Ar = —  ----  X 100

siendo Fg la concentraciôn de los 11-OH-CS a las 9 h., Fg 

concentraciones de los 11-OH-CS a las 20 h. La media obteni 

da fue Fg = 0,42 Fg y el rango correspondiente para p <  0,05 

calculando tambiên por el mêtodo de los percentiles (0,75 Fg- 

- 0,12 Fg), es decir, para poder asegurar ia existencia de 

ritmo de secreciôn, el mâximo valor obtenido a las 20 h. de- 

be ser inferior al 75 % del correspondiente valor basal. 

Entendiendo que el descenso es tanto mayor cuanto mas grande 

es el valor basal, hemos clasificado los incrementos en dos 

grupos: Grupo I : valor basal menor que la media (16,4y#gr/100 ml) 

y grupo II: valor basal mayor que la media. Los decrementos 

obtenidos para el primer grupo son X = 6,93 ^  2,45 (O.S.) 

yi&gr/lOO ml para n = 67 y X = 13,85 ^  4,22 (D.S.) ^gr/100 ml 

para n = 78, en ambos casos se trata de los decrementos abso- 

lutos (Fg - Fg). Las diferencias entre estos grupos son alta- 

mente significatives (p <  0,01).
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El estudio de la recta de regresiôn y el coeficiente 

de correlaciôn correspondiente se muestran en la figura 22.

IV.2.4. Inhibiciôn con Dexametasona

Los resultados obtenidos a las 9 A.M. despuês de tomar 

a las 23 h. del dîa anterior 1 mgr. de dexametasona se en- 

cuentran en la tabla 33.

Como en los casos anteriores calculamos los incremen­

tos er tanto por ciento de la basai, de acrerdo con la for­

mula:

—  -----?--- X 100

en donde Fg = concentraciôn de 11-OH-CS a las 9 A.M. y

FL u = Xa concentraciôn de los 11-OH-CS a las 9 A.M., delDxM
dîa siguiente, despuês de ingerir la dexametasona la noche an_ 

terior. El valor medio obtenido fue = 0,27 Fg, con unos

limites de variaciôn (0,60 Fg a 0,1 Fg) a p <  0,05, es decir 

para poder asegurar que exista supresiôn, el valor obtenido 

debe ser como mâximo inferior en un 40 % del correspondiente 

valor basal.

Tambiên hemos clasificado, los decerementos en dos gru­

pos, de acuerdo con el valor basal, obteniendose para el pr_̂  

mer grupo X = 9,4 _+ 2,65 (DS)ywgr/100 ml, n = 34 y, para el

segundo X = 16,42 ^  4,87 (DS) y 4.gr/lOO ml., n = 36. Las dife­

rencias son altamente significativas p <  0,01 y en ambos ca­
sos se trata de los decrementos absolutos (Fg -
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El estudio de las rectas de regresiôn y el valor del 

coeficiente de correlaciôn para este caso, se encuentra en 

la figura 23.

122.



n = 611 

X = 16.4 jugr/lOOml. 

DS = 5.7 

s.e.m'.= 0.23 

rango;(6-29) yigr/IOÜmL 

P<Ü.05

tabla 30 Valores basales de los 11-OH-CS plasmaticos obtenidos de 
una poblaciôn "control" hospitalaria.

/ i g r / lO O m L
2 2 
2 0 
1 S 
1 6 
1 L 
1 2  
1 G 
8 
6 
U 2

X+2DS

I

Ç  16,36 i  5,7 

(517,61 î5,6

Iil

n=331 n=27C

fig.19 .- Representaciôn de los valores basales de los 11-OH-CS 
plasroâticos por sexos.
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FIG. 20.- Histograaa por edades^^ los valorçe.basales de los 11-OH-CS 
plasm&ticos
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n=149

x = 34.84 > jg r/100m l, 

DS=743

s.e.m = 0.60

rango:(24-51) > igr/100mt. 

P<0.05

tdblâ 31 Valores de los 11-OH-CS plasmaticos obtenidos a los 60’
de la administraclôn intravenosa de 0,25 mgr. de NUVACTHEN,

3 v s P N -B

fig 21 Rw&t* ëe regresiôn y coeficiente de correlaciôn entre el incremento 
ab#<)li#o de la cifra.de los 11-OH-CS plasmaticos despues de admini£ 
trar ^ 2 5  mgr. de NUVACTHEF y el correspondiente valor basal.
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n=K5 

x=722 jugr/IOOml. 

DS=3.54 

s.e.m.= 0.29 

rango:(3-14) / jg r/IO O m l 

p< 0.0 5

tabla 32

Bvs R

N= 145
y= 0,77^-3.08 
r= 0,71 p<0,01

3 0 -

2 0 -

4
15

— h 
10

4-
20

-f-

5
-4-
25 3C

FIG. 22.- Recta de regresiôn y coeficiente de correlaciôn entre los decrementos 
(Basal-Ritmo) y el correspondiente valor basal.
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n=70 

x=4.11 / jgr/IOOml 

DS=2.a4 
s.G.m.= 0.33

tabla 3 3 .- Valores de los 11-OR-CS plasmaticos a las 9 a.m. despues de 
ingerir a las 23 h. del dia anterior 1 mgr. de dexametasona.

Bvs PDyM

N=7G
y=0,77-0,35 
r=063 p < 0,01

3 5 --

3 0 -

2 5 -

20 -

FIG. 23.- Recta de regresiôn y coeficiente de correlaciôn entre decremento
absoluto tras la ingestion de 1 mgr. de dexametasona y el corres- 
poadiente valor basal.
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IV.3.- CORTISOL LIBRE EK ORINA
IV.3.1. Va»iaci6|i del mêtodo por C.P.B.

La determinaciôn de la estabilidad de la soluciôn 

CB6-H -F es de interês prâctico y quedô establecida en un 

tiempo generalmente superior a 15 dîas, durante los cuales 

obteneaos valores para curvas standard, superponibles (Fig. 
2%), aunque por su importancia, es conveniente la compro- 
baciôn regular de la misma, y obviamente, debe realizarse 
una curva standard con cada serie de muestras problems.

Recuperaciôn.- La recuperaciôn a travês del proceso
3de extracciôn de F-H afiadido a muestras de plasma fue de 

98 ^  3 % (DS. En consecuencia, no payece necesario contro- 

lar rutinariamente este extremo mediante un standard inter 
no (F-H ). En cmabio, para las muestras de orina, la recu­
peraciôn fue de 82 +^6 % (DS).

Sénaibilidad.- La técnlca utilisada permite determinar 
0,20 ng/tubo, lo que équivale a concentraciones de cortisol 
en plasma de 2,0yAg/100 ml.

Blanco.- El valor del bianco, obtenido a partir de 0,6 

ml. de agua destilada, équivale a 1,28 + 0,43 (DS)ytg/100 ml. 
cifra que no es estadîsticamente diferente de cero. El pos£ 

Ble efecto del solvents sobre la curva standard fue estudia_ 

do afiadiendo 0,4 ml/tubo de diclorometano a los standards.
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sin que se observera efecto significativo sobre dicha curva 

standard (Fig. 25).

Especificidad.- La habilidad de la CBG para unir otros

esteroides distintos de cortisol ha sido estudiada a travês

de la capacidad de estos esteroides, utilizados a distintas
3concentraciones, para desplazar el F-H de su union con la 

CBG. En la tabla 34 y Fig. 26, se recogen la potencia rela­

tive de algunos corticosteroides para competir frente al cor 

tisol en el anâlisis descrito, claculada segûn la formula 

dada por Abraham.

Precision.- Cortisol, a concentraciones de 4, 10, 20 

y 50 ̂ g / 1 0 0 ml. fue afiadido a muestras de un pool de plas­

ma humano y procesadas segûn la têcnica descrita, Los valo­

res encontrados coinciden razonablemente con las cifras 

teoricas en cada caso, tal como se muestra en la Fig. 27.

En dicha grâfica, la ordenada en el origen représenta la 

cifra de corticosteroides del pool utilizado para las de- 

terminaciones.

Comparaciôn con un mêtodo fluorimêtrico,- Las figuras 

28 y 29 muestran, respectivamente, el grado de correlaciôn 

existante entre las cifras de corticosteroides plasmaticos 

y corticosteroides libres en orina determinados mediante la 

têcnica descrita y las correspondientes cifras de 11-hidroxi 

corticoides hallados mediante la fecnica fluorimêtrica de 

Mattingly. La correlaciôn entre ambos mêtodos para los valo-

129.



res plasmaticos es excelente (r = 0,92), tal como se evi- 

dencia de la Fig. 28. Por el contrario, dicha correlaciôn 

no es tan marcada (r = 0,77) para las determinaciones uri- 

narias, siendo los valores obtenidos por CPB muy inferio- 

res a los fluorimetricos, con los que présenta una notable 

dispersion. Fig. 29.

IV.3.2. Basales y post-estimulaciôn con ^^-ACTH, en individuos

normales obtenido con el mêtodo por C.P.B.

La tabla 35 recoge los cambios en la concentraciôn

plajçilfat'îca de corticosteroides que siguen a la administra-
1-24 'ciôn de 0,25 mg i.v. de r  -ACTH a 10 sujetos normales, 

obteniendose la conocida respuesta fisiolôgica de aumento 

en la concentraciôn plasmâtica a los 60 y 120 minutos de 

la inyecciôn.

IV.3.3. Estudio de cinco casos de hipercorticalismo

La tabla 36 recoge los distintos valores de cortisol 

"\plasmatico obtenidos en la prueba rapida de funciôn suprarre_ 

nal, asî como los'valores de cortisol libre urinario en con 

diciones basales de cinco enfermos diagnosticados de sindr£ 

me de Cushing por, hiperplasia, adenoma o carcinoma.
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FIG. 24.- Estabilidad de la solucion CBG-H -F: Curvas standard obtenidas 
utilizando una misma solucion recientemente preparada (•** •), 14 
dias (o.-o) y 30 dias despues de su preparaciôn.
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FIG. 25.- Efecto del solvente (dicloroTnetano) utilizado en la extrac­
ciôn sobre la curva standard: (•••••) s in solvente. (0'--o) 
despues de afîadir 0,M- ml. de diclorometano a cada uno de los 
standard.
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Esteroide Pot.Rel. (%)

Cortisol 100

Cort icosterona 210

11-Deoxicortisol 112

Deoxicorticosterona (DOC) 85

17 -OH-Progesterona 42,5

Progesterona 27,4

Cortisona <9

TABLA 34.- Potencia relativa de algunos corticosteroides para competir 
con el cortisol.
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FIG. 27.- Correlaciôn entre cortisol anadido a un pool de plasma 
( /U. g/100 ml) y corticosteroides determinados mediante 
CPB. La intersecciôn de la recta de regresiôn con el eje 
de ordenadas corresponde a la concentraciôn teôrica de 
corticosteroides présentes en el pool de plasma. Cada punto 
représenta el valor medio 1 sem de très determinaciones.
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FIG. 26.- Potencia relativa de seis esteroides diferentes para com­
petir frente a cortisol en el analisis por CPB. F = cortisol, 
E = cortisona ; P = progesterona ; ,17-OH P = 17 -hidroxi- 
progesterona; B = corticosterona ; DOC = deoxicorticosterona; 
S = 11-deoxicortisol.
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Correlacion entre 11-hidroxicorticoides y corticosteroides 
libres en orina determinados mediante las tëcnicas antes 
mencionadas (^g/24 horas).
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NOMBRE

Cortisol en plasma, g/100 ml •

Basai 
(9.00 hr.)

Post - ACTH

30 min. 60 min. 120 min. 240 min

L B D 13 31 35 34 24,5
J A S 20 31 39 60 37
F D D 11 32 36 32 29
J L G 23 33 41 36 17
A J M 10 24 34 - 18
G R R 14 23 35 32 20
L E V 9 32 48 40,5 25

‘ S C P 16 30 39 45 22
L M R 7 20 36 40 28
J M R 10 28 38 40 -

Media 13,3 28,6 38,1 39,9 24,5

D S
*=#--====-=--

5,07 4,11 4,12 8,7 6,26

TABLA 35.- Valores de cortisol plasmâtico basales y tras el estîmulo
con 0,25 mgr. de NUVACTHEN en 10 sujetos normales observados 
por el mêtodo de CPB.
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TABLA 36.- Valores de cortisol en plasma-basai es y en las diferentes
pruebas y de cortisol libre en.-.«rina, medidoa por C.P.B. en 
5 sujetos afectos de sindrome de Cushing.
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V.- Discusion de los resultados obtenidos

V.I.- Estudios sobre la valoraciôn clînica de la cinêtica de la 

respuesta a un octadecapeptido de sintesis.

V.1.1.- Niveles basales de la poblacion experimental utilizada 

Los valores basales de 11-OH-CS del conjunto de in 

dividuos en los distintos dîas (tabla 10, columnas), mu­

estran unos valores medios (x) e indices de dispersion 

(C.V) semejantes. Parecen existir patrones individuales, 

pues el sujeto C.H.O. présenta sistematicamente los valo_ 

res basales mas bajos y el sujeto M.A.E. los mâs altos.

1-24V.I.2.- Respuesta mâxima al /S A.C.T.H.

Se ha afirmado que 250 yttgr de tetracosactido sinté- 

tico son capaces de inducir una respuesta adrenal mâxima 

GREIG y Col. (1968). Se toma en los test de funciôn adre 

nal, segûn los grupos britânicos mas prestigiosos, la res^ 

puesta a los 30’ de la administraclôn del tetracosactido, 

como indice de la respuesta adrenal, por el intervalo de 

tiempo para el que esta respuesta es mas reproducible. 

Estos datos no coinciden exactamente con los aqui aporta- 

dos (tabla 11), en donde la respuesta mâxima se consigne 

a los 60’. Si bien es verdad que la desviaciôn standard 

en los valores observados, es ligeramente menor a los 30’

(^ = 6,6) que a los 60’ (• ̂  = 8,2), las diferencias entre 

los valores encontrados son a veces notables y dignas de 

ser tenidas en cuenta (sujetos 5 y 9).
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Hay que destacar que nosotros administrâmes el te- 

tracosactido endovenosamente, mientras que los britinicos 

lo hacen intramuscular y si este polipeptido tiene una di- 

nâmica similar al del C-41795-Ba, que discutiremos tbâs ade_ 

lante, la acciôn sobre la suprarrenal puede prolongarse per 

esta primera via.

De acuerdo con GREIG y Col. (1968) mayores dosis del 

tetracosactido (NUVACTHEN) no consiguen incrementar la re^ 

puesta adrenal (Fig. 10) y si bien el efecto al administrer 

lo por via i.v. es mâs sostenido que por via i.m. (diferen 

cias significativas a los 240', tabla 14), los incrementos 

mâximos obtenidos por ambas vias son del mismo rango, obser 

vandose menor dispersiôn en las respuestas por via i.m. 

(tablas 11 y 13).

V.I.3.- Respuesta comparada entre ACTH y D-Ser^-Lys^^

- ACTH

Pese a estar utilizandose dosis farmacologicas y no 

fisiologicas tanto del NUVACTHEN con» del C-41795-Ba, con 

el NUVACTHEN, no se consiguen estimulos mâximos de la glân 

dula adrenal, en contraposiciôn con lo aportado por GREIG 

y Col. (1968). Parece ser que el estimulo con NUVACTHEN 

tiene un limite de saturaciôn, por lo que dosis mayores 

de 0,25 mgr de este producto no consiguen una mayor respues 

ta adrenal.

La molêcula de D-Ser^-Lys^^ ^^-ACTH capaz de

unirse a los receptores adrenales y estimular su funciôn
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esteroidea, quedarâ protegida parcialmente de las enzimas
1-24que en la adrenal inactivan la molecula de /4 ACTH.

Por otra parte el hecho de que esta acciôn, sea no solo 

mas prolongada, sino tambien creciente, en relacion con 

la acciôn del tetracosactido (Fig. 13) parece indicar no 

solo una mas lenta degradaciôn "in situ" sino tambien una 

mayor persistencia del octadecapeptido en el compartimento 

plasmâtico (es decir con tiempo de vida media mayor) , y 

es por lo tanto, capaz de tener estimulada la glandule 

suprarrenal por encima de los valores mâximos que se alcan 

zan con 1 mgr. de NUVACTHEN durante mas de 24 horas.

V.I.4.- Efecto de la via de administraciôn del polipeptido
17-18 1-18_ ACTHD-Ser^-Lys^^"^®- A

La via intravenosa consigne un efecto estimulante 

mas prolongado sobre la glandula adrenal que la intramus^ 

cular o subcutanea (Fig. 14). Este hecho unicamente puede 

interpretarse en relaciôn con la degradaciôn que las dife^ 

rentes enzimas tisulares realizan en el producto adminis^ 

trado, de forma que pese a administrar en los tres casos 

1 mgr. de octadecapeptido, presumiblemente al compartimen^ 

to plasmâtico llegan 1 mgr. por la primera via (i.v.) y 

cantidades menores por las otras dos vias (i.m. e i.v.) por 

lo tanto parte del compuesto ha sido anactivado entre el punto 

de administraciôn y su ingreso en el compartimente plasmâtico.
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V.I.5.- Efecto de dosis decrecientes del polipeptido

D-Ser^-Lys^^"^^- ACTH

En la Fig. 15 podemos observar la cinêtica de las

respuestas a las distintas dosis. La dosis de 0,125 mgr.

del octadecapeptido a las ocho horas de su administraciôn

ha perdido toda acciôn sobre la glandula adrenal. Esta es

la dosis de elecciôn si queremos estandarizar la prueba

de estimulaciôn-ritmo-supresiôn, como hasta la fecha se 
1-24realiza con el /3 ACTH (NUVACTHEN). Dosis mayores que 

esta dan a las ocho horas valores mas altos que son est£ 

disticamente significativos (tabla 22). Si lo que desea- 

mos es un efecto mas prolongado sobre la glandula, hemos 

de utilizer dosis de 0,5 o 1 mgr., con las cuales una ad­

ministraciôn cada 12 horas, nos permite un estimulo pro­

longado de la glandula.

V.I.6.- Medida de la respuesta adrenal por la excrecciôn urinaria 

de 17-KS y T-17-0H-CS

La administraciôn de 0,25 mgr. o 1 mgr. del tetra­

cosactido, no modifies significativamente la excrecciôn 

urinaria de 17-KS y T-17-Oh-CS (Fig. 16), debido a la 

corta acciôn del ACTH (4 horas) sobre la glandula

adrenal. La acciôn mas sostenida del D-Ser^-Lys^^
1“18- /3 -ACTH, si modifies esta excrecciôn (tablas 25, 26, 

27, Fig. 17) como ya habiamos observado para los valores 

de 11-OH-CS plasmâticos. El hecho de que las diferencias
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de los valores de 17-KS no sean significativas, no debe 

de extraftamos, por cuanto, la dosificaciôn de estos met^ 

bolitos no es un buen indice de la funciôn adrenal, las 

gonadas participando en mayor proporciôn a la excrecciôn 

de 17-KS que de 17-OH-CS urinarios, son una notable fuen 

te de variaciôn. Conociendose ademâs que la funciôn tes- 

ticular^endocrina depende, entre otros factores de la ac- 

tividad sexual (BLISS, E. L. (1972)) y dada la edad de 

los sujetos expérimentales y el hecho de no haber realizado 

ninguna medida restrictive al respecte, es obvio, que de 

los valores de los 17-KS, se pueda obtener poca informéei&i 

acerca del funcionalismo adrenal.

V.I.7.- gorrelaciôn entre valores basales de 11-OH-CS plasmâticos 

y 17-OH-CS urinarios

El coeficiente de correlaciôn obtenido V = 0,017 no 

es estadisticamente distinto de cero, no existe pues depen 

dencia estocastica entre estas variables. Este resultado 

constata el hecho conocido de que los 11-OH-CS plasmâticos 

y 17-OH-CS urinarios miden parametros diferentes del funcio 

nalismo adrenal.

V.I.8.- Correlaciôn entre secrecciôn adrenal y 17-OH-CS urinarios 

COPE y BLACK (1958), demuesttan que existe una buena 

correlaciôn entre la tasa de secrecciôn adrenal diaria de 

cortisol medida por mêtodos isotôpicos y la excrecciôn dia 

ria de esteroides 17-cetogenicos, de forma que estos ûlti- 

mos representan aproximadamente un 50 % de la secrecciôn . 

diaria de cortisol.
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La estîmaciôn que hace#|0# de la tasa de secrecciôn 

adrenal de cortisol, es desde Ijoego, solo aproximada, per* 

como puede observarse hemos Qfjitenido una correlaciôn pos^ 
tiva ( /* = 0,566) y distinta de cero a p <  0,01,

V.2.- Analisis de los valores de 11-OH-CS pdammâticos en una poblaciôn 

"control" hospitalaria,

V.2.I.- Basales y distribuciôn por sewos y edades

Los valores obtenidos #* los 611 muestras de plasma 
nos dan una media de 16,40 yMpr/100 ml. con un rango de 
6 a 29 y&ugr/lOO ml. con un o**ficlente de riesgo p ^0,05.

Comparadas con los dstfp obtenidos de la literature 
(tabla 37), observamos que eacsfto en un caso son ligerm- 
mente superiores.

T A B L A  37 

Concentréeiôn media normal en plasma de 11-OH-CS en 
gr/100 ml.

MATTINGLY (1962)   15
BRAUNSBERG y JAMES (1962) ........  11,2

DENNIS (1963) ....................  15,2
VERMEULEN y Col. (1964).......14,6

SPENCER-PEET y Col. (1965) . . . .  9,7
STAHL y DORNER (1965).......  9,5
TARQUINI y TOCCAFONDI (1965) . . .  17,2
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Esto no nos extrafia, por cuanto:

1°) La poblaciôn no ha sido (a proposito) seleccionada entre 

un conjunto de individuos absolutamente normales, funda- 

mentalmente en lo que se refiere al sobrepeso. Sabido es, 

que en los obesos la concentraciôn de 11-OH-CS plasmâti­

cos es ligeramente superior a la de los individuos sin 

exceso de peso. Pero intentabamos establecer unos rangos 

perfectamente utilizables para una poblaciôn heterogenea 

sin patologia adrenal, hepatica o renal.

2°) Los valores obtenidos dependen del mêtodo utilizado, noso^ 

tros utilizando mêtodos de saturaciôn (C.P.B.) que son 

mas especificos para la dosificaciôn del cortisol plasm^ 

tico, hemos obtenido valores mas bajos (x = 13,3 ̂ g r /

100 ml).

3®) El estudio estadistico exhaustive realizado, nos indico 

que la distribuciôn de valores de 11-OH-CS plasmâticos 

basales no era Gaussiana y para calcular el rango 

(6-29 //u gr/100 ml.) se ha utilizado el mêtodo de Wilks, 

que détermina un rango mayor (aunque mas fiable) que la 

têcnica paramétrica.

En cuanto a la distribuciôn por sexos y edades, 

nuestros resultados coinciden con los de la literatura 

(BLISS y Col. (1965), WEST y Col. (1961)), en el sentido 

de no encontrar diferencias.

V.2.2.- Estimulaciôn con el /3 ̂  ACTH

La respuesta a la administraciôn de 0,250 mgr. de
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1-24/i ACTH (NUVACTHEN), nos da un range de valores ma­

yor que el encontrado por GREIG y Col. (1968) de (24 - 51)

^gr/100 ml. frente a (18 - 47 gr/100 ml) , de la mis-

ma forma hemos comprobado que en sujetos "normales" cuan

to menor es el valor basal, mayor es el incremento obte_
1-24nido en la administraciôn de yS ACTH, lo que nos ind^ 

ca una mayor reserva adrenal. Abundando en lo apuntado en 

el apartado anterior, creemos que nuestros datos son mas 

fiables, por no ser una poblaciôn rigidamente selecciona­

da, por el buen tamafio de la muestra elegida (n = 149) y 

por la mayor fiabilidad de las pruebas estadlsticas util^ 

zadas.

El estudio de los incrementos relativos, respecte 

al valor basal, creemos sin embargo, no aporta datos muy 

interesantes para el manejo derutina de esta prueba y 

son preferibles los datos absolutos, como modemamente se 

realiza por los distintos autores. El test de estimulaciôn 

se considéra positive (GREIG y Col. L967)).

a) El incremento a los 30' es mayor de 7 yWgr/100 ml.

b) El nivel alcanzado a los 30' debe ser mayor de 18 

yL(gr/100 ml.

Las cifras por nosotros obtenidas en la aplicaciôn 

de esta prueba, confirman los criterios anteriores.

V.2.3.-Estudio del ritmo espontaneo de secrecciôn

Los valores encontrados en la literatura, para ca- 

racterizar el ritmo espontaneo de secrecciôn de cortisol
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plasmâtico (11-OH-CS) son:

a) valores a las 9 a.m. (6-26) yX/gr/100 ml

b) valores a las 6 a.m. < 1 5  yùLgr/lOO ml

c) valores a las 24 h, < 8  y&Lgr/lOO ml.

En el estudio realizado por nosotros hemos tornado 

la muestra a las 20 h. aproximadamente, encontrando un 

rango de (3-14) yx/gr/100 ml. que coincide aceptablemente 

con los datos anteriores.

De forma analoga al estudio anterior hemos demostr^ 

do que cuanto mayor sea la cifra basai, mayor es el decre^ 

mento absolute obtenido, comparando esta con el valor co 

rrespondiente a las 20 h. En la fig. 115, queda refiejado 

este hecho al representar un valor (9 a.m.) frente a otro 

(20 h.).

V.2.4.- Inhibiciôn con Dexametasona

La prueba râpida de inhibiciôn administrando a las 

23 h. 1 mgr de Dexametasona, nos aporto un ‘valor medio 

a las 9 a.m. del dîa siguiente de x = 4,11 ylAgr/lOO ml.

La corta serie estudiada (n = 70), no nos permitiô apl_i 

car los mêtodos no paramêtricos, para determinar el ran 

go, no obstante el mayor valor alcanzado en nuestra serie 

fue de 10,2 ̂ gr/100 ml. que correspondis a un valor ba­

sai de 27 yU-gr/100 ml., creemos por lo tanto que el valor 

aportado por la literatura por el que se considéra como 

positiva la supresiôn en el valor alcanzado en menos de 

8 y/ygr/100 ml. es excesivamente bajo o por el contrario
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1 mgr "de dexametasona no consigne suprimir en todos los 

sujetos la actividad glandular y es preferible como hacen 

otros autores , administrar 0,5 mgr cada 6 horas durante 

48 horas.

V.3.I.- Discusion del mêtodo analltico por C.P.B. de cortisol en 

plasma y orina

La determinacion de las concentraciones plasmâtica» 

de cortisol constituye un parâmetro de notable interês 

clinico, por lo que la demanda del mismo ha ido incremen_ 

tandose en los ultimos afios. Aunque en el curso de la 

ultima dêcada, los mêtodos fluorimetricos han satisfecho 

en general las exigencias clinicas, parece de interês la 

puesta a punto de têcnicas que permitan reducir los volu^ 

menes de la muestra biologica necesaria asi como aumentar 

el rendimiento analltico de trabajo en el laboratorio.

El procedimiento de extraccion utilizado es, bas^ 

camente, idêntico para el mêtodo fluorimêtrico y por CPB 

aunque al utilizar menor volumen de muestra biolôgica, 

permite reducir a escala el material de vidrio y el consu 

mo de solventes utilizados. La extraccion con diclorometa 

no difiere de la originalmenta propuesta por MURPHY y Col. 

(1963) consistante en una precipitaciôn de las proteinas 

plasmâticas con etanol. Ambas recuperan cuantitativamente
3el F-H y mientras el diclorometano, siendo mas volatil, 

facilita su secada y no exige la centri^ugacion para sepa
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rar el precipitado proteico, el etanol en cambio, ofrece 

la ventaja de ser mas facilmente pipeteado con los dispen 

sadores manuales de volumen fijos. En nuestro caso, hemos 

unificado el procedimiento de extracciôn para plasma y 

orina puesto que a partir de ésta ûltima, el uso del etanol 

no es posible con nuestro mêtodo.
3La incubaciôn del extracto con la soluciôn CBG-H -F 

durante 10 minutos a 37®C y durante 30 minutos adicionales 

a 4°C parecen ser suficientes para alcanzar una situaciôn 

proxima al equilibrio del sisterna. El acortamiento de di- 

chos periodos de incubaciôn, aunque posible, requiere un 

control riguroso del tiempo. La prolongaciôn. en cambio, 

del periodo de incubaciôn a 4 ®C, no afecta sensiblemente 

los resultados obtenidos.

Para la separaciôn de las fracciones de esteroide 

libre y unida a la CBG, hemos preferido la utilizaciôn de 

carbôn-dextrano frente a otras posiblis altemativas. Con 

respecte a los procedimientos originales de filtraciôn en 

gel, ABRAHAN, (1969) y dialisis, MURPHY y Col. (4963). 

la elecciôn es obvia por razones practicas de mayor rapi- 

dez y simplicidad. El uso de Fluorisil, utilizado por otro# 

autores, MURPHY, B.E.P. (1967), COPE y Col. (1968), HSU 

y BLEDSOE, (1970) no es, en nuestra experiencia, satisfac_ 

torio por la obtenciôn de resultados poco reproductibles. 

Otro procedimiento utilizado es la precipitaciôn de la frse 

ciôn unida con sulfato amônico COX y GUNCEN, (1973), que
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ofrece la ventaja de poder contar tanto dicha fracciôh 

unida como la libre, siendo igualmente un medio râpido 

y sencillo de separaciôn.

Dado que la separaciôn mediante carbôn-dextrano 

de las fracciones de esteroide libre y unido a C.B.G. 

se realiza en condiciones de no-equilibrio del sistema, 

es importante controlar rigurosamente el tiempo de per- 

manencia de dicha suspension de carbôn-dextrano con la 

mezcla de incubaciôn (Fig. 30), asi como realizar dicha 

generaciôn manteniendo la teraperatura a 2-4 ®C, con lo 

que la disociaciôn esteroide-C.B.G., es menor. Es igualmen 

te necesario, determinar experimentalmente la capacidad 

de cada lote de carbôn para adsorber el esteroide libre, 

utilizando la cantidad mas idônea en cada caso.

La utilizaciôn de C.B.G. como "proteina captadora" 

présenta el inconvénients de su falta de especificidad, 

como se evidencia en la tabla 34 y fig. 26. Este incon­

vénients es compartido por razones distintas por los mê­

todos fluorimêtricos, que detectan todos los compuestos 

con un grupo -OH en posiciôn 11 yi , ademâs del cortisol. 

Sin embargo, considerando las concentraciones fisiolôgi 

cas de los corticosteroides que se cuantifican con el 

C.P.B. como "cortisol", y con la excepciôn de la corti- 

costerona, todos estân présentes en concentraciones tan 

pequenas que son negligibles a fines prâcticos con rela 

ciôn a las de cortisol (tabla 38).
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Por otro lado, muchos de estos compuestos modifican sus 

concentraciones plasmâticas paralelamente a las de cor­

tisol frente a estimulos diversos. En funciôn de estos 

hechos, los mêtodos fluorimêtricos han encontrado gran 

aceptacion a pesar de que aproximadamente el 10 % de la 

fluorigenicidad medida no es atribuible al cortisol 

JAMES y Col. (1968). De igual forma, la relative falta 

de especificidad de los mêtodos por C.P.B. no constitu 

ye una limitaciôn séria a su utilizaciôn con fines c M  

nicos. Para estudios que requieran una mayor especifici^ 

dad, esta se consigne introduciendo uno o dos pasos de 

separaciôn cromatogrâfica previamente al anâlisis por 

desplazamiento. Otra alternative, sin duda mucho mas ven 

tajosa, la constituye el uso de antisueros especificos 

que hacen innecesaria la purificaciôn previa al anâlisis. 

VECSEI y Col. (1972), FARMER y Col. (1974).

La correlaciôn obtenida para las muestras de plasma 

con el mêtodo de Mattingly y su practicamente, identica 

magnitud, permiten cambiar de metodologia sin el tedioso 

proceso de modificar los hâbitos clînicos en la interpre^ 

taciôn de resultados. Por el contrario, el mêtodo por 

C.P.B. es mâs especifico aplicado a valoraciones urinarias. 

Considerando el interês de la determinaciôn de cortisol 

libre en orina para el diagnostico de los hipercorticismos, 

creemos que es mas ventajoso y fiable el C.P.B, que la 

fluorimetria cuando se aplica a dichas determinaciones 

urinarias.
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V.3.2.- Discusiôn de los resultados obtenidos con este mêtodo.

Estudiando los datos de la tabla 36, observamos 

que excepto para el primer enfermo (A.P.O.), los val£ 

res de cortisol plasmâtico basales y despuês del est^ 

mulo con NUVACTHEN son absolutamente normales, asî como 

el estudio del ritmo espontaneo (20 horas) en tres de_ 

terminaciones. Todas las determinaciones de cortisol 

libre en orina estân muy por encima del nivel normal 

( > 100 yW'gr/dla), asî como el estudio en plasma de la 

prueba de Auprèsiôn con dexametasona.

Estos resultados confirman una vez mas el valor 

de la determinaciôn de cortisol libre urinario, en el 

diagnostico de los hipercorticismos.
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FIG.30.- Kfecto del tiemDO de permanencia con el medio de incubaciôn y del 
volumen de la suspension de carbôn (0,5 %)-dextrano (0,05 %)aOadido 
en el analisis por (o.-.o) 100 yuL; f*— •) 200 yuL; (A...6) 300
yWl/tubo. Temperatura 2-4°C.
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Esteroide Mêtodo Conc. Plasmâtica 
(Rango) Au tor

Cortisol CPB 6 - 1 8 1967 Murphy
DDI 3,1 - 20,8 1968 Fraser y Col
CPB 5 , 6 - 1 4 1971 Fiorelli y Col.
RIA 3,5 - 18 1974 Farmer y Pierce
CPB 7 - 2 3 1975 Nosotros

Cort icosterona DDI 0,5 - 2 1967 Dixon y Col.
DDI 0,13- 2,3 1968 Fraser y Col.

11-Deoxicortisol CPB 1,0 1974 De la Pena y
Goldzieher

Progesterona^ DDI 0,003 - 0,054 1965 Riondel y Col.
GLC 0,015 - 0,048 1967 V. der Molen y Col.
CPB 0,033 0,017^ 1970 Lipsett y Col.
CPB 0,014 - 0,068 1972 Sasaki y Col.

17 «c -Hidroxi X
progesterona^ CPB 0,095 ^  0,06 1970 Lipsett y Col.

Deoxi-
corticosterona CPB 0,005 - 0,010 1971 Brown y Strett

DDI : Doble dilucion isotopica 
CLG : Cromatografla en fase gaseosa 
RIA : Radioinmunoensayo
(a) : Concentraciones plasmâticas en varones normales
(b) : Media + DR

TABLA 38.- Concentraciones plasmâticas de los mas importantes 
glucocorticoides segûn diferentes mêtodos y autores,
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VI. CONCLUSIONES

De los resultados aportados anteriormente, podemos obtener las

siguientes conclusiones:

1°.- Para una poblaciôn control hospitalaria, sin alteraciones hepa- 

ticas, renales o endocrinas y no sometida a terapeutica con cor 

ticoides, el valor de los 11-OH-CS plasmâticos a las 9 a.m. ti^ 

ne un rango de variaciôn de 6 a 29 yùcgr/lOO ml. con un valor me_ 

dio de 16,4 yKgr/100 ml. No existiendo diferencias entre sexos, 

ni entre distintos grupos de edad.

2°.- No existe correlaciôn significativa entre los valores de los

11-OH-CS plasmâticos basales y los 17-OH-CS urinarios de 24 h.
1-243°.- La estimulaciôn con 250 y^gr de corticotrofina, provoca

en la muestra obtenida a los 60' de su administraciôn, un incre 

mento medio sobre el valor basai correspondiente del 225 % con 

un rango de variaciôn del 30 % hasta el 317 %. El incremento es 

mayor cuanto menor sea el valor basai. Existiendo una correlaciôn 

significativaCr = 0,46, p <0,01) entre el incremento absoluto de 

la cifra de 11-OH-CS en plasma y el correspondiente valor basai.

4°.- Al ser tan amplio el rango de variaciôn obtenido en el resultado 

de esta prueba, al expresar los valores en tanto por ciento del ■

valor basai, creemos que este mêtodo no es de utilidad y debe vol

verse al mêtodo ya estandarizado que estudia el valor absoluto del 

incremento obtenido ( <  7 //vgr/100 ml.)

5°.- Esta prueba por su falta de utilidad no debe ser aplicada a suje­

tos sospechosos de hipercorticalismo.



1-246°.- 250 /Agr de f3> corticotrofina, no constituyen un estimulo 

maximo para la corteza adrenal y no existen diferencias signi­

ficativas (a los 30' y 60') en su administraciôn por diferentes 

vias (i.v. e i.m.).

7°.- El estimulo con D-Ser^-Lys^^ /3^ ^^ACTH sobre la corteza
1-24adrenal es mucho mas intenso y duradero que el estimulo con /3 

corticotrofina, pese a utilizarse en ambos casos, dosis farmacolo 

gicas.

8°.- El tiempo de vida media del D-Ser^-Lys^^ /S ̂  ^^ACTH'es mayor
1-24que el del corticotrofina, siendo el primero probablemente

mâs resistente a la degradaciôn por los enzimas que en la corteza
1-24adrenal degradan la molecula de /h corticotrofina.

9°.- El octadecapeptido D-Ser^-Lys^^ ^^ACTH tiene una actua-

ciôn sobre la corteza adrenal mas duradera por via intravenosa

que por las vias intramuscular o subcutanea, lo que condiciona

mayor concentraciôn de los 11-OH-CS plasmâticos al administrarlo

por la primera via.

10°.- Una sola administraciôn de 1 mgr. de D-Ser^-Lys^^ ^ ̂ ^-ACTH

por via endovenosa, permite tener estimulada la mâximo la corteza

suprarrenal, durante mas de 24 h.

11°.- La administraciôn de dosis menores (500, 250 o 125 gr) de

D-Ser^-Lys^^ ^^-ACTH permite modular el tiempo durante

el cual deseamos tener estimulada la corteza adrenal.
1-2412°.- La administraciôn de una sola dosis de 1 mgr. de /S cortico­

trofina, no consigne variar significativamente la excrecciôn uri 

naria de 17-KS y 17-OH-CS correspondiente al dîa de la adminis­

traciôn.
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13°.- La administraciôn por las tres vias (i.v., i.m. y s.c.) de

D-Ser^-Lys^^ ^^-ACTH consigne incrementar significa­

tivamente la eliminaciôn de los 17-OH-CS (totales) urinarios cô  

rrespondientes al dîa de la administraciôn y para la via i.v. 

tambiên los del dîa siguiente.

14°.- Los 17-KS en sujetos adultos sanos, no son un buen indice de la 

funciôn adrenal.

15°.- Existe una buena correlaciôn entre la eliminaciôn de los 17-OH-CS 

urinarios de 24 h. y el area encerrada entre la curva de concen­

traciones plasmâticas de 11-OH-CS y la ordenada correspondiente 

al valor basai, al administrar 1 mg. de D-Ser^-Lys^^ /3^

-ACTH por las tres vias (r = 0,566 ; p ^  0,01).

16°.- El estudio del ritmo espontaneo de secrecciôn, es una buena prue­

ba en el diagnostico de los sindromes de hipercorticalismo autono 

mo. Es preferible utilizar el criterio de los valores absolutos, 

que no, el de los tanto por ciento del valor basai, por la gran 

variabilidad que en este ultimo encontramos (45 % valor medio 

con un rango del 12 al 75 %). Debiendo realizarse la determina­

ciôn, en una muestra tomada a las 23 h.).

17°.- La prueba de supresiôn con 1 mgr. de dexametasona se ha mostrado 

eficaz en los casos de hiperfunciôn (tabla 36) pero en sujetos 

normales, hemos obtenido valores mas altos que los descritos en 

la literatura, quizâs, porque la prueba deba realizarse como acon 

seja LIDDLE, administrando 0,5 mgr. cada 6 h. durante 48 horas.

18°.- Existe una buena correlaciôn entre 11-OH-CS plasmâticos, medidos
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por fluorimetria y corticosteroides, medido por C.P.B. Esta co­

rrelaciôn no es tan buena, aunque sigue siendo estadisticamente 

significativa, para los valores correspondientes en la orina.

19°.- El estudio del cortisol libre urinario, medido por C.P.B. es

el mêtodo de elecciôn para el diagnostico de los Hipercorticalismos

159.



BIBLIOGRAFIA

ABRAHAM, G. E.:
Solid-phase radioimmunoassay of estradiol-17 .- J. Clin. Endocrinol. 
Metab., 29, 866, 1969.

ADDISON, Thomas:
On the Constitutional and Local Effects of Disease of the Suprarenal 
Capsules.- London: S. Higheley, 1855

APPLEBY, J. I., GIBSON, G., NORYMBERSKI, J. K. and STUBBS, R. D.
Indirect analysis of corticosteroids. I. The determination of 
17-hidroxycorticosteroids.-Biochem. J., 60, 453. (1955)

BEARDWELL, C. G., BURKE, C. W. and COPE, C. L.
Urinary free cortisol measured by competitive protein binding.- 
J. Endocro., 42, 79. (1968).

BEITLINS I. Z., SHAW, M. H., KOWARSKI, A and MIGEON, C. J.
Comparison of competitive protein binding radioassay of cortisol 
to double isotope dilution and Porter-Silber methods.- Steroids,
15, 765 (1970)

BELL, P.H., HOWARD, K. S., SHEPHERD
Studies with corticotrophin II. Pepsin degradation of corticotrophin
J. Am. Chem. Soc. 78, 5059-66 . (1956)

BIRKE G., DICZFALUSY, E. and PLANTIN, L-0
Assessment of the functional capacity of the adrenal cortex. I. 
Establishment of normal values. J. Clin. Endocr., 18, 736. (1958)

BLISS, E. L. SANDBERG, A. A., NELSON, D. H. and EIK-NES, K.
The normal levels of 17-hydroxycorticosteroids in the peripheral 
blood of man. J. Clin. Invest., 32, 818. (1953)

]60



BLISS, E. L.
Brain and testicular function.- Life Sciences, 11, 231. (1972)

BONGIOVANNI, A. M., EVERLEIN, W. R., and THOMAS, P. Z.
Use of an organic base in the Zimmermann reaction.- J. Clin. 
Endocrinol. Metab. 17, 331. (1957)

BRICAIRE, H. and LAURENT, D.
Un test de frenation rapide de l’axe hypohyso-surrenal. Ann. 
Endocr. (Paris) 28, 65. (1967)

BROOKS, C. J. W. and NORYMBERSKI, J. K.
The oxidation of corticosteroids with sodium bismuthate.- 
Biochem. J., 55, 371. (1953)

BROWN-SEQUARD, C. E.
Recherches expérimentales sur la physiologie et la pathologie des 
capsules surrénales.- Compt. Rend. 43 : 422-425, (1856)

BROWN, R. D., STROTT, C. A.
Plasma deoxicorticosterone in man.- J. Clin. Endocrinol. Metab., 
32, 744 (1971)

CALLOW, N. H., CALLOW, R. K. and EMMENS, C. W.
Colorimetric determination of substances containing the grouping 
CHg.CO in urine extracts as an indication of androgen content.- 
Biochem. J., 32, 1312.- (1938)

COPE, C. L. and HURLOCK, B.
Some aspects of adrenal corticol metabolism.- Clin. Sci., 13, 69 
(1954)

COPE, C. L. and HARRISON, R. J.
Effect of 9oC-fluoro hydrocortisone on adrenal hyperfunction in 
Cushing’s sundrome.- Brit. Med. J., 2, 457. (1955).

COPE, C. L.
Diagnostic use of adrenal inhibition in Cushing's syndrome.- 
Brit. Med. J. 2, 193. (1956)

161.



COPE, C. L. and BLACK, E.
The reliability of some adrenal function tests.- Brit. Med. J.,
2, 1117 (1959)

COPE C. L.
Adrenal steroids and disease.- Ed. Pitman and Sons Ltd. (London) (1972)

CORI, C. F. and G. T. CORI
The fate of sugar in the animal body. VII. The carbohydrate 
metabolism of adrenalectomized rats and mice.- J. Biol. Chem.
74: 473-494, (1927)

COX, R. A., GUKCEN, M.:
A modified competitive protein binding determination for cortisol.
J. Clin. Endocrinol. Metab., 37, 670, (1973)

DE LA PENA, A., GOLDZIEHER, J. W.
Practical determination fo total plasma cortisol by use of competitive 
protein binding.- Clin. Chem., 20, 1376, (1974)

DE MOOR, P., STEENO, 0., RASKIN, M. and HENDRIKX, A.
Fluorimetric determination of free plasma 11-hydroxycorticosteroids 
in man.- Acta Endocr. (Kbh), 33, 297 (1960).

DENNISi P. î.
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