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Espectrofotometria de hormonas esteroides
y metabolitos hormonales en orina

Por ANTONIO MUNOZ ARMESTAR

Las téenicas analiticas han progresado por el uso de apa-
ratos que cuantifican con exactitud y rapidez y la Biogpimica
ha abierto nuevos horizontes al analisis quimico, que si origi-
nalmente se apoy6 en los principios de Quimica-analitica general,
después incorpor6 técnicas fisico-quimicas, ¢ue se ponen en
practica con la fotocolorimetnria, espectrofotometria. polarogra-
fia, electroforesis, etc.

En la actualidad se aplican procedimientos fisico-quimicos
al andlisis bioquimico, que extrae primero, la substancia quimi-
ca, para luego cuantificarla directamente. En ambas etapas se
evita la transformacion, alteracion o destruceién parcial del me-
tabolito que se trata de identificar.

Al estudiar la espectrofolometnia de absorcién no caracte-
ristica y su adaptacion en el andlisis bioquimico, se deben expo-
ner los fundamentos fisico-quimicos y las reglas para su apli-
cacion en la determinacién cuantitativa de sustancias quimicas,
hormonas y esteroides hormonales, que contiene ]a orina u otros
ca en la regién ultraviolada no se ha estudiado atin definitivamen-
liquidos biolégicos.

Doy preferencia al estudio de las hormonas y esteroides
hormonales de la orina. porque su valoracién espectrofotométri-
te y porque en su mayor parte pierden sus reacciones caracteristi-
cas en el anélisis espeetral, porque experimentan modificaciones
en su estructura quimica durante su circulacién en el organis-
mo e interfieren metabolitos de otra procedencia endocrinica.

Algunos disolventes muy especificos, extraen la sustancia
quimica que se desea caracterizar en tal estado de pureza, que
se eneuentran las lineas espectrales caracteristicas; pero en la
mayoria de los casos, esta posibilidad no se consigue. siendo
necesario, como en el caso de las hormonas y esteroides hormo-
nales, aplicar la técnica espectrofotométrica de absorcién ultra-
violada no caracteristica.

Surgié este procedimiento de ;determinacién cuantitativa,
por haber 'comprobado que existen compuestos quimicos en es-
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tado puro, que registran absorcion espectral, pero sin lineas
0 curvas caracterlstlcas no pudiendo la espectrofotomefria cla-
sica, realizar su andlisis cuantitativo. Esto sucede ain con sus-
tancias que poseyendo absorcion espectral caracteristica, la pier-
den al ingresar en el organismo, debiendo enlonces extraerlas
y purificarlas, segin procedimientos no especificos.

En el Pert se han efectuado numerosos e importantes tra-
bajos sobre cuantificacién de esteroides hormonales y hormo-
nas esteroides, siendo el primero e] de Gladys Oliva que deter-
mind en la orina 17 cetoesteroides neutros totales utilizando téc-
nica colorimétrica; luego Luz Azabache Aguilar hizo la deter-
minacién fraccionada de 17 cetoesteroides neutros de la orina;
Victoria Salazar Bustamante estudié los corticoides urinarios en
estado normal y después de intervencién quirargica; Elena Nau-
pary Mosquitto estudié los variaciones en la conceniracién de 17
cetoesteroides en la orina de gestantes con hiperemesis gra-
vidica; Nelly Rosales Pizarro determiné también 17 hidroxicor-
ticoides urinarios en gestantes con hiperemesis gravidca; Hay-
dée Lipares Coloma cuantificd 17 cetoesteroides neutros en mu-
jeres, antes y después del parto; Consuelo Sazieta estudio la eli-
minacion de 17 cetoesteroides para determinar el probable sexo
del feto y Manuel Morante Miranda estudié el funcionamiento
de la suprarrenal ~determinando 47 hidroxicorticoides en la
orina.

El estudio de la.eliminacién de estrogenos por la orina, la
inicié en el Pera N. M. Naveda quien utilizé la técnica biolégica
de Allen-Curtis; enseguida Luisa Tipian Valenzuela extrajo este-
rona de orina de mujer embarazada; Jacquelin Calderén Delgado
efectud la determinacion cuantitativa de estrogenos en orina de
mujer; Laura Bermedo A., empleando la técnica colorimeétrica
de Gutterman y la gravimétrica de Venning y Browne. cuantific6
pregnandiol en orina; Fernando Fuentles y Fuentes estudié la
eliminacién de estrégenos por la orina de homosexuales; Maria
Ib4dnez T. determind cuantitativamente estrogenuria en la mu-
jer aparentemente sana; Rodrigo Vargas Cobefia realiz6 la de-
terminacion cuantitativa de estrogenuria-en embarazada aparen-
temente sana y con toxemia de la gestacién; A. Medina D. es-
tudi6 el diagnoéstico del embarazo a base de 3 inyecciones de es-
trona en aceite; L. Ortega efectud la determinacion de estrogenos
rolamonandolos con la aceidén dindmico-especifica de las protei-
nas; Franz Ticona Romero estudio los estrogenos vy la progeste-
rona en relacién con el diagnostico precoz del embarazo; G. A.
Céceres investigoé las variaciones cuantitativas de 1os estrégenos y
su rol protector; C. F. Leon estudié la eliminacion de estrogenos
por la orina en embarazadas con amenaza de aborto y Eliseo Rea-
tegui Redtegui estudi6 la insuficiencia ovéarica estrogénica. Estos
investigadores peruanos emplearon técnicas fotocolorimétricas
v espectrofotométricas. para cuantificar hormonas esteroides y
estrogenos.

La técnica, condiciones y forma como deben hacerse Ias
determinaciones espectrofotométricas de absorcién espectral no

1
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caracteristica, en la regién ultraviolada, es materia de este fra-
bajo, que consta de las siguientes partes: En la primers, enuncio
conceptos fisico-quimicos sobre absorciéon espectral y estudio
con detencién la absorcién no caracteristica, con sus aplicacio-
nes al andlisis bioquimico; en la segunda parte describo la mi-
crodeterminacion espectral cuantitativa de estréogenos totales en
orina y los ensayos de particién del estriol en lg fraccién Estro-
na-Esiradiol, exponiendo los resultados obtenidos al cuantificar
estrogenuria. en embarazadas aparentemente sanas, con pre-
eclampsia, eclampsia y virilismo; en la tercera relato las investi-
gaciones determinando 17 hidroxicorticoides urinarios en hi-
permesis gravidica, exponiendo los fundamentos de la téenica
de euantificacion y la de 17 cetoesteroides urinarips androgéni-
cos, llevada a cabo antes y después del parto y en hiperemesis
gravidica, para terminar con la discusion, conclusiones y biblio-
grafia consultada.

CONSIDERACIONES FISICO-QUIMICAS SOBRE ABSORCION ESPECTRAL

Es propiedad fisico-quimica inherente de la materia, ab-
sorber determinado numero de radiaciones electromagnéticas,
de longitud de onda definida y estrecha y cercana a la radiacion
monocromatica.

La absorcién depende de la longitud de onda, que suele ser
caracteristica, segtin la composi¢ion o estructura de la substan-
cia quimica que se investiga; por lo tanto las mediciones a va-
rias longitudes de onda permitiran identificar la sustancia di-
suelta y determinarla cuantitativamente.

Los principios fundamentales de la espectrofotometnia, per-
miten entrever sus vastos alcances y proyecciones. Efectiva-
mente se ha comprobado que existen muchas sustanciag quimi-
cas que absorben radiaciones electromagnéticas en forma ca-
racteristica, pero otras, no menos numerosas, registran absor-
cién no earacteristica; por tanto, no se relacionan con su com-
posicién o estructura quimica. Sinembargo, dicha absorcion es
proporcional, en determinadas longitudes de onda, a la con-
centracion, permitiendo su determinacién cuantitativa.

Si las absorciones a diferentes longitudes de onda, permi-
ten la identificacién, cuando las absorciones no son caracteristi-
cas, es imposible tal identificacion. Pero como la longitud de
onda, de la parte donde la banda de absorcién se extingue o
desaparece, cs caracteristica del material absorbente, es posi-
ble realizar la identificacion. Estos dos aspectos fisico-quimicos
de la absorcion espectral, tienen aplicacion directa en el anéalisis
cualitativo y cuantitativo, porque ambas absorciones caracteris-
ticas, son especificas de la concentracion a determinadas longi-
tudes de onda.

Caracteristicas de las absorciones espectrales.— Si se in-
vestiga la absorcién espeetral de una solucién a diferentes lon-
gitudes de onda, pueden presentarse dos casos:
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1°.— Que la substancia a determinada concentracion, regis-
tre una curva caracteristica con la cima o cimas respectivas de
absorcion maxima y minima.

2°.— Que solo registre absorcién y ninguna curva o linea
caractleristica. :

El estudio analitico espectral de las sustancias que regis-
tran absorciéon del primer tipo, es bastante conocido, asi como
los fundamentos y leyes fotométricas que lo rigen. Respecto al
segundo caso, rigen para ellas los mismos fundamentos y le-
yes, pero asimilando para el caso del analisis cuantitativo el
concepto de la especificidad de la absorcion a determinadas lon-
gitudes de onda, respecto de la concentracion. Es interesante te-
ner presente que la absorcién a delerminadas longitudes de on-
da, caracteristica o no, solo conserva linearidad dentro de deter-
minada concentracion, es decir, que si se observa estrictamente
la aplicacion de las leyes fotomélricas, solo cn ciertos puntos
se encuenfran cifras reales para determinada concentracion. El
hecho de apreciar la absorcion caracteristica a determinada lon-
gitud de onda y usando los puntos de méxima y de minima ab-
sorcién, no elimina la posibilidad de estar haciendo apreciacio-
nes erréneas, si no se tiene en cuenta la concentracién ideal o
sea donde debe existir la linearidad deseada, es decir, el logarit-
mo de la fraccion de luz transmitido I/Ie, trazado conjunta-
mente con la concentracion, da una linea recta. Estos principios
dan la idea de poder elegir otros puntos que no sean precisa-
mente los caracteristicos, siempre que se tenga presente la
linearidad respectiva, o que la eccuacién sea tal que se obtenga
una linea recta. Log. 1/1° = Ele.

Efectivamente se pueden hacer apreciaciones de sustan-
cias con absorcién espectral caractenistica, con fines analiticos
cuantitativos en otros punios que no son los acostumbrados picos
de méxima absorcion, siempre que se compruebe el principio
de la linearidad y especificidad de la absorcién, respecto de la
concentracion.

Con esto se prueba que las lecturas de absorzién espectras
de una substancia, pueden tomarse en la longitud de onda 2arac-
teristica o en otra, donde haya proporcionalidad entre la lectura
v la concentracién, es decir, 2-Log.G=K que es la expresién
maiematica mas simple, deducida de,la combinacién de ambas
leyes fotométricas (Lambert y Beer) usadas en Espectrofoto-
metria.

Especificidad de la absorcién espectral respecto de la con-
centracién.— La absorcién es siempre especifica con la con-
centracion a determinadas longitudes de onda. Este postulado
se halla corroborado por el hecho de no poder realizar analisis
cuantitativos, si determinada concenfracion de una sustancia X
registra diferentes absorciones cada vez, esto es, que la absor-
cién espectral no es especifica de dicha concentrscién.

La absorcion espectral no caracteristica, amplia enorme-
mente el panorama cuantitativo de la espectrofotometria, pu-
diendo aplicarse en Bioquimica, donde se trabaja con liquidos

Al
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de constitucién compleja o poco conocida, por lo menos en su
totalidad.

Igualmente puede mostrar los cambios de una sustancia,
si se frata de aquellas inestables o mezclas complejas, que re-
auieren el control espectrofotométrico.

Espectrofotometria de absorciéon caracteristica y no carac-
teristica.— La absorcion espectral, caracteristica o no de una
sustancia a determinada longitud de onda, es especifica de la
concentracién y a veces suele ser caracteristica de la composi-
¢ion o estructura quimica del soluto. Este postulado resume 1os
fundamentos de la Especlirofotometria de absorcién cualitativa,
incluyendo ambos tipos de absorcidn.

La absorcién espectral caracteristica o no de una sustancia
que se halla interferida e impurificada pr trazas de, otras sus-
tancias extrafias, no identificadas a determinadas longitudes de
gnda, es también proporcional a la concentraciéon. Hste principio
es alterable, solo por la inestabilidad de los extractos o sustan-

&

cias, haciendo alterar, también, el principio de la especificidad.

La definicién clasica de Espectrofotometria considera que
es la medicion de la absorcién de radiaciones electromagnéticas
de longitud de onda definida y estrecha, cercana a la radiacién
monocromatica, producida por sustancias quimicas. Su amplia-
¢i6n y aplicacion al andlisis cualitativo y cuantitativo, teniendo
2n cuenta los dos tipos ce absorcién espectral caracteristica y
no caracteristica, haria definir la Espectrofotomeiria, como la
absorcion espeetral de una sustancia o soluto. a determinada
longitud de onda, especifica de la concentracién y a veces ca-
racteristica de la composicién o estructura quimica del soluto.

Sistema de patrones.— En todo tipo de andlisis son necesa-
rios los tipos de referencia o patrones de comparacion. Dos son
los tipos o formas de patrones principales: 1°) La sustancia qui-
mica pura, standard internacional etec. para las sustancias, con
o sin absorcién caracteristica, 'sin extraer o no interferidas; 2°)
Il extracto purificado, mediante la técnica que se va g emplear
en las respectivas determinaciones.

Este segundo tipo proporciona, sin duda, patrones més rea-
les que aquellos que generalmente se usan en el andlisis bioqui-
mico. Se ha comprobado, tanto en el andlisis colorimétrico en
la zona visible, cuanto en la zona invisible o ultraviolada, enor-
mes diferencias con los patrones quimicamente puros o standard
internacional, deduciendo que no deben ni pueden tomarse co-
mo tales, si se quiere hacer anélisis que se aproximen a la rea-
lidad.

TLos anéalisis en liquidos biolégicos que se efectuaron con
espectrofotéometro. se refirieron a patrones constituidos por
“pools” obtenidos con la misma técnica que se empled para la
muestra desconocida; solo-asi se consigui6 méas exactitud y pue-
den hacerse pruebas de recuperacidn. :

Obtenido el “pool” de las respectivas sustancias, fue nece-
sario casi siempre purificarlo o controlar por lo menos su com-
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posicion, comprobando por medios quimicos o Iisico-quimicos,
que estd puro o si contiene sustancias extrafas.

Son dos los procedimientos usados para tal fin, que han
dado resultados bastante satisfactorios: 1¢) Luego de obtener
el extracto, se hacen diluciones de peso conocido y se lleva al es-
pecirofotémetro o se desarrolla la técnica colorimétrica o volu-
meétrica, ete. Estas operaciones dan cifras; luego se purifica
mas hasta llegar a establecer un mdaximo de pureza controlada
por el peso y la absorcion espectral y por la relacién C/L = K.
encontrando cifras para k menores cada vez y mas constante
entre una y otra purificacion. Esto es facil de realizar si se tiene
un extracto abundante y pueden hacerse varias pesadas sucesivas.
2¢) Cuando no se tiene la posibilidad de obtener abundaute ex-
tracto, solo se llega a estado de pureza con determinada diiu-
cion, controlada por la respectiva absorcion espectral u otro mé-
todo conveniente entonces lo que se controla es la solucién y
no el peso de los e\tractos y al final 1o que se pesa es el extrac-
to a peso constante de esa solucién y por una vez.

Seleccion de la longitud de onda.— Existen diferentes sus-
wancias, desde el punto de vista de su absorcién en diferentes
bandas o longitudes de onda. En la zona ultraviolada se absor-
ben algunas, independiente de la concentracién, entre 220 y
250 mlhmlcrones otras entre 250 v'270 y ilnalmente unas en-
tre. 270 v 300, Estas delimitaciones, desde luego, no son rigidas.

Las apreciaciones se hacen, como en los casos conocidos,
en diferntes solventes, a través de todo el dial de la densidad
optica o eje de trasmisiones de 0 a 100 y de todas las longitu-
des de onda, enconfrando el medio ideal o solvente aparente.

Para seleccionar la banda adecuada se toman las indicacio-
nes siguientes: 1?) Se observa casos en que dos o-tres longitudes
de onda continuas, la absorcién permanece inalterada, para des-
pués ofrecer grandes saltos. Estos puntos que pueden llamarse
conjugados, son efectivamente un medio de orientacién, para des-
pués comprobar la proporcionalidad, linearidad o la especifici-
dad requerida. 2°) La absorcién varia en cantidades constantes
de una a otra banda o longitud de onda, pero de pronto este rit-
mo se rompe y comlenzan como en el caso anterior, los gran-
des saltos.

Absorcién espectral no caracteristica.— TLas susfancias que
solo registran absorcién y que al insecribir las cifras en el sis-
tema de coordenadas se presentan en lineas paratelas, cuan-
do se varia la concentracidn, es tedrica y practwamente impo-
sible la determinacién cuahtatlva

Para estos casos de sustancias imposibles de identificar,
puesto que no registran picos de méaxima o minima absorcién
(que suelen ger caracteristicas de la composicion quimica), ca-
be la posibilidad de identificarlas o’ determinarlas cualitativa-
mente, teniendo presente que la longitud de la unda de la 1l-
tima parte, donde la banda de absorcion desaparsce, es carac-
tenistica del material abserbente.
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Experimentalmente se ha comprobado esta aseveracion,
determinando las respectivas absorciones en diferentes Longitu-
des de onda de una serie de sustancias quimicas puras, cuya ab-
sorci6n no caracteristica, imposibilita con los medies comunes
conocidos, su identificacion; tal sucede con la Metioning y Acido
Pantoténico.

Este concepto es importante, ademas, para los casos de
mezclas o para comprobar la pureza de una substancia, como
podria verse por la longitud de onda caracteristica; asi
ai existe un compuesto cuya banda de absorcién al estado puro
desaparece a los 300 milimicrones y cuando estd impurificada
0 mezelada con otra, su banda desaparece a los 320 mu, se pue-
de concluir que dicha sustancia, segin el analisis espectral, es
impura.

Absorcién espectral no caracteristica y andlisis bicquimi-
co.— Las sustancias o especies quimicas en liquidos bioldgicos,
pierden parcial o totalmente sus caracteristicas espectrales, Al
extraérseles y purificarse atn con solventes muy especificos o
investigarlas directamente en el liquido respectivo, ofrecen al-
teraciones de 6rden fisico-quimico que no es posible encontrar
cuando se hallan en estado de pureza.

Al hacer la aplicaciéon del método espectral en.la regién
ultraviolada, pueden presentarse los casos siguientes:

1°) Sustancias que poseen absorcidn espectral ecaracteristi-
ca, interrumpidas o interferidas por otras no identificadas o ex-
trafias, efc., pero que no estan en la concentracién suficiente
como para eliminar los “picos’ o lineas caractenisticas de la pri-
niera. En este caso, puede perfectamente leerse la absorcién en
la longitud de onda determinada y hacer el andlisis cuali-cuan-
titativo respectivo. _

2°?) La sustancia de absorcién caracteristica, se halla inter-
ferida o interrumpida por otras extrafias, con la suficiente absor-
cién como para no permitir ver las lineas caracteristicas. Enton-
ces, debe purificiarse y apreciar la absorcion total y después del
estudio respectivo, elegir o seleccionar la banda aparente.

3%) Las sustancias de absorcién no caracteristica, al estado
puro, puede estar o no interferidas; se le purifica y después se
aprecia la absorcion total. Estos dos tltimos casos se presentan
ante e] analisis espectral. practicamente con las mismas carac-
tenisticas y son los més comunes.

El anélisis bioquimico de liquidos biol6gicos con el espec-
frofotémetro, ofrece generalmente estos ultimos casos, es de-
cir, absorcién espectral no caracteristica.

MIC‘RO'E'SPECTRO‘FO’TOMETRIA CUANTITATIVA DE HORMONAS Y
ESTEROIDES HORMONALES DE LA ORINA

Es fundamental conocer los métodos de extraceion y par-
ticion de las fracciones esteroidales en liquidos biolégicos, como
la orina, pero es necesario describir antes ciertas caracteristicas
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y los pasos méas importanles para obtener un extracto apto para
la. apreciacién espectrofotoméirica.

Los esteroides no se encuentran totalmente libres en los
liquidos biol6gicos, por tanto, los sistemas de exiraccion deben
contemplar el estado molecular, asi como las propiedades fisico-
quimicas comunes, que son factor importante para deducir di-
chas técnicas. Las diferencias existentes entre los procedimien-
tos de extraccién, generalmente se refieren a los solventes, adap-
tables unos mas que otros. Cuando se irata de apreciaciones cu
el espectro, se debe cuidar de no usar los de gran absorcion,
sobre todo en la parte final.

La extraccion puede ser simultdnea o posterior a la hidro-
lisis y depende, desde luego, de la naturaleza del solvente, de
Jas propiedades de los esteroides que se investigan y de la clase
de liquido biolégico. Referente a la cantidad de muestra, cada
autor la hace variar, de acuerdo con su experiencia y sensibili-
dad de la técnica que usa. En cualquier caso y desde todo punto
de vista, se aconseja disponer de procedimientos que proporcio-
nen extraclos puros, sobre todo si se desea normalizar la téc-
nica, y en segundo lugar que-permitan realizar las pruebas de
recuperacion. Finalmente, los procedimientos deven permitir
manipular cantidades mayores de muestras para formar los

‘pools™, con los cuales se hardn también las pruebas de recu-
peracion.

MICRO DETERMINACION ESPECTRAL CUANTITATIVA DE ESTROGE-
NOS TOTALES EN ORINA Y ENSAYO DE PARTICION BDE ESTRIOL DE
LA FRACCTON ESTRONA-ESTRADIOL

Los estrégenos que se investigan en la orina para determi-
nacion cuantitativa desde el punto de vista biolégico analitico y
clinico son, generalmente, estradiol, estrona y estriol.

Las técnicas propuestas los determinan total o parcialmen-
te, tomando como patréon de comparacién, casi siempre, la es-
trona o e] estradiol quimicamente puro o patrones internaciona-
les. Al valorar total o parcialmente los estrégenos, los patrones
de la orina, fueron “pools” propios, usando las mismas técnicas
adaptadas para la extraccién de la muestra.

e recomienda usar los ‘‘pools” o extractos purificados
propios, partiendo de los auténticos productos elaborados por el
organismo, para poder controlar, mediante pesada directa, las
cifras normales o patolégicas, previa comprobacion de.la purezq
de] extracto por espectrofotometria, fotometria . colorimetria u
ctros procedimientos analificos de valoracion.

Extraccién de los estrégenos de la orina.— Se realizé si-
guiendo tres técnicas. La primera consta de las siguientes par-
tes:

1.— Reunion de la orina durante 24 horas.

2.— Hidro6lisis dcida con &cidos fosfotunsgtico y clorhidrico

3.— Extraccién.



LA CRONICA MEDICA 205

4.— Lavado y recolecciéon de los extractos.

5.— Purificacion.
6.— Evaporacion.
7.— Dilucién para la titulacién.

Este procedimiento se aplica cuando las orinas tienen me-
nos de 1,000 gammas de estrégenos por litro. Se trabajé con
orina de 24 horas; no fué necesario usar conservadores, bastan-
do simplemente con guardar la orina en frio.

Para la hidrélisis se toma 10, 20, o 30 cc. de crina que solo
bharéd variar el factor final en los calculos respeciivis.

Se afiade 1.5 cc. de HCl concentrado y 0.2 de &cido fos-
fotangstico a] 10% por cada 10 cc. de orina.

Se lleva a ebullicién y a reflujo por una hora.

Se refrigera con corriente de agua y se coloca en hielo una
o dos horas. El precipitado formado (impurezas y substancias
interferentes) se filtra y lava con 5 o 10 cc. de agua destilada,
gue se anade al filtrado. Para la extraccién se coloca el filtrado
en un embudo de decantacion; se trata con 30 ml de éter eL
forma fraceciomada. Se hizo tres extracciones de 30 ml. cada
una. .

Se lavé dos veces la fase etérea con 15 cc. de solucién de
carbonato de sodio al 9% cada vez.

Se llevaron las soluciones acuosas alcalinas a pH 6 con HCL
concentrado, primero, y diluido después, usando papel indicador
universal. Salter Hum y Oesterling emplean el rojo-congo como
indicador.

Se agreg6 bicarbonato de sodio para tamponear e] pH a 8.5.
Para purificar se exiraen las porciones acuosas alcalinas, con
éter sulfarico, 30 cc. en cuatro fracciones.

Se lavan las fases eféreas dos veces con solucién de car-
bonato de sodio al 10% vy dos veces con 15 cc. de agua destilada.
Por evaporaciéon en Bafio Maria se dejan secar las soluciones
etéreas. :

Dilucién para titular.— Se disuelve el extracto en 1 cc. de
alcohol de 95° o también llevando a 10 cc. la primera dilucién y
tomando 1 cc. para 5 ee. en la segunda. En esta ultima solucién
alcohdlica, se hace Ia apreciacion espectrofotométrica.

Se hace hidrélisis clorhidrica con orinas que provienen' del
cuarto mes de embarazo y que contienen més de 1.000 gammas
ror litro de estrégenos. La recoleccién se hace siguiendo el pro-
cedimiento anterior. La hidrélisis se efectu6 con 1,5 ml. de HCl
concentrado 37 % por cada 10 ml. de orina problema y se sigue
iguales pasos que para la hidrélisis anterior. Las operaciones si-
guientes fueron exactamente las mismas pars ambos casos de
hidrolisis.

El tercer procedimiento comienza con hidrdlisis clorhidri-
ca, como se efectlia para extraer 17 cetoesteroides.

El procedimiento que se sigue es el siguiente:

a) Extraccion: Luego de la hidrdlisis 4cida, se exfrae con
éter sulfurico tres veces, con porciones de 0 ml. cada vez.
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b) Los extractos etéreos se reunen y se lavan tres veces

con porciones de 10 ml. de NaOH al 10 % cada vez.
: ¢) Los extractos acuosos alcalinos se reunen y se les cam-
bia de medio, mediante 4cido clorhidrico diluido ai 50% (el pH
se determina con rojo congc) y se extraen nuevamente con éter
sulftrico, tres veces conseculivas, con 30 ml. cada vez.

d) Los extractos etéreos se reunen y evaporan, pudiéndo-
seles purificar segun el primer procedimiento. : :

'Las operaciones siguientes son las mismas que con la pri-
mera técnica, llegando a obtener la solucidon alcchdlica para la
apreciacion. Este procedimiento de extraccién de ios extrégenos
totales, da extracto bastante puro y por su rapidez y facilidad
de hacer al mismo tiempo la determinacion de los 17 cetoeste-
roides, resulta muy conveniente, ‘

Los tres procedimientos necesitan tres patrones o extractos
purificados diferentes, que resulta facil obtener siguiendo el
mismo procedimiento que los antecede. =

Con ellos se estudian espectralmente sus caracteristicas y
se calcula la concentracion.

Obtencién de los patrones.— Usando el método primero de
extraccion de estrogenos, se manipula de 500 g 1,000 ce. de ori-
na de mujer en gestaciéon, sobre todo dentro del trimestre de
mayor concentracion.

Para estas operaciones se usan exactamente los mismos
reactivos y se tienen en cuents las indicaciones ya formuladas.
Obtenido el extracto y purificado por el sistems expuesto, la
substancias se presenta blanca, untuosa al tacto de aspecto graso,
olor sui géneris, practicamente incolora, Con ellg pueden hacer-
se las diluciones respectivas para encontrar:

1.— La concenfracién ideal para las apreciaciones.
2.— La longitud de onda en que debe hacerse la aprecia-

¢ion.

s.— El factor, coeficiente de absorcién o de extineién, pri-
mero por 1 cc. de solucién alcohdlica, final, en donde se hace la
apreciacién y luego por cc. de orina. Este factor servira para e.
céleulo final en la cantiddd de orina en 24 horas.

Ensayo de particién de estriol de la fraccién estrona-estra-
diol.— Para valorar la porcién estradiol de los estrogenos tota-
les, segui el procedimiento de Bachman y Pettit (5).

El procedimiento comienza con hidrélisis de la orina con
acido clorhidrico, sigue con la extraccién de las diferentes por-
ciones esteroides, mediante los solventes selectivos y termina
con la determinacién de los estrégenos por diferentes vias, sea
aquimica o biolégica.

Se ha usado para la extraccién de estrégenos totales la téc-
nica de M.F. Jayle y O. Crepy (27-28-29) con algunas modifi-
caciones. E] procedimento de Bachman y Pettit se sigue a par-
tir de la separacién del estriol, haciendo a partir del extracto de
estrégenos totales una solucién bencénica, que se disuelve pre-
viamente en pequefia cantidad de alcohol absolufo. El procedi-
miento es como sigue:
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1.— Lavar tres veces la solucién bencénica con pequeiias
porciones de 20 ce. de solucién de carbonato de sodio anhidro
al 9 % y una vez con agua destilada.

— Los extractos acuosos alcalinos se separan y se acidi-
fiean con HC] hasta pH 6 o menos y se extraen con éter por lo
menos unas tres veces con 30 cc. de éter.

3.— Se lavan los extractos etéreos con una solucién de bi-
carbonato de sodio al 9% y luego se evapora hasta sequedad el
¢ler. Se puede purificar la porcién extractiva, haciendo la solu-
cion bencénica y lavando con bicarbonato al 9% y lue 0 con
abua destilada, evaporando nuevamente.

4.— E1 extracto purificado se disuelve en 1 cec. de alcohol
y de &l se toma una décima (0. 1 cc.) y diluye a 5 cc., con esta
cantidad se realiza la apreciacién espectrofotométrica.

Este procedimiento rinde por lo menos el 50 %, segtin Bach-
man y Pettit, de la porcién estriol.

5,— La solucion bencénica restante contiene la estrona y
¢l estradiol. Se le purifica lavando una vez la solucién c¢on &cido
sulfarico al 45% y luego con agua dos veces.

6.— Extraer con soda normal, por lo menos cuatro veces,
con 30 ce. quedando asi la solucién bencénica libre; luego a la
solucién acuosa alcalina cambiar el pH con &cido clorhidrico y
volver a tomar con benceno los extrogenos para lavarlos y repu-
rificarios, si se quiere nuevamente con acido sulfarico al 45%
y luego con carbonato de sodio al 9% dos veces.

La solucion evaporada de benceno, proporciona la fraccion
estrona-estradiol practicamente pura. Este extracto se disuelve
en alcohol y estd listo para la apreciacién en el espectrofotd-
metro

Nota.— Los tres estrogenos principales, tienen préctica-
mente las mismas absorciones espectrales y al estado puro igual-
mente tienen muy cercanas su absorecién méxima, siendo por
esto' muy dificil hacer una separacién por este procedimiento.

E] factor gque se encontré con los estrégenos totales, puede
emplearse para las otras porciones. El error es despreciable y
en clinica con mayor razén, no siendo necesario encontrar nue-
vos factores, a menos que el operador lo crea conveniente.

Se exponen a continuacién los resultados obtenidos:
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CURVAS DE ABS.ESPEC. DEL POOL
DE ESTROGENOS

SOLV.:C2 Hs OH 95° 6L
CONC. 5y x c.c.

10y » c.c.

IS5y x c.c.

20y » c.c.

25yx c.c.
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LECT.x0.0001x5x10x N2 c.c. ORINA 24 H.=MG.EST. x24H.
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LECTURAXO000!Ix5x10xN® c.c. ORINA 24 H,= MG.EST. x 24 H.

10 LECT.x500 (FACTOR)= MG.EST. 24H.
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ESTROGENURIA EN EMBARAZADAS APARENTEMENTE SANAS

Meses Diuresis Estrogenos
No. Nombre Raza Edad Embarazo en 24 horas Gammas/
1000 cc.

1 F.M.O. Mestiza, 19 2% 1,300 437

2 O.L.B7 Indigena 43 2,5 1,500 188

3 C.C.B. P 33 2:5 1,800 530

4 AL.G. Mestiza 25 2,5 1,000 587

5 P O.R. 2 23 & 1,500 600

6 HoPAL 2 28 3 1,750 1,300

7 C.R.B. Indigena 38 3 1,600 2,500

8 . R.C. Mestiza 2% S 1,800 5,180

9 R.R.A. Indigena 26 45 1,500 5,700
10 M.M.A. 22 27 5 1,400 6.260
11 LR, Mestiza 30 55 $2.000 6.819
12 J.N.P. 22 22 7 1.550 6.560
13 A.C.G. Indigena 29 8 1.670 9.540
14 M.B.O. 2 31 3.5 1.800 9.880
15 JeL B Blanca 27 8.5 1.700 10.330
16 P.A .M. Indigena 13 8.5 1.900 10570
15 A.M.R. Blanca 25 9 1,650 10.050
18 M.C.R. 22 20 9 850 10.560
19 F.M.P. 2 27 9 880 10.850
20 N.O.C. % 23 9 . 850 11510
21 F.A.C. 2 22 9 1.500 11.600
22 A.S.S. 2 28 S 1.000 11.300
23 AM.A. # 30 9 600 12.500
24 C.P.S. i 25 9 980 12.500
25 R.G.L. 22 20 9 800 12.600
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ESTROGENURIA EN HIPEREMESIS GRAVIDICA

3
Meses Diuresis Estrogenos

No. Nombre Raza Edad Embarazo en24horas Gammas/
24 horas
1 A.P.S. Indigena 30 1155] 1.400 140
2 CL.G.P. Blanca 28 1,5 1.500 280
3 N.O.P. Mestiza 32 1.5 1.600 210
4 O.P.R. » 30 15 1.800 350
5 AP .R. Indigeng 31 15 1.700 430
6 N.O.R. - Mestiza 28 2 1.400 80
ki A.A.R. 22 28 2 1,750 130
8 O.L.J. 2 28 2 1.400 140
9 C.P.S. Indigena 32 2 1.675 320
10 N.R.P. Blanca 26 2 2.000 530
11 P.R.N. Mestiza 3T 2 1.500 1.240
12 C.P.S. Indigena 26 2. 1.100 1.460
13 A.P.S. Mestiza 30 2,5 800 110
14 L.L.O. 2 30 25 1.500 130
15 N.O.R. 4 19 25 1.500 166
16 C.C.B. Blancs, 30 25 1.500 260
17 F.R.G. Mestiza, 22 225 1.650 280
18 A.B.V. 2 40 25 2500 1.850
19 C.R.A. 2 34 25 80¢ 2,500
20 B.B.O. i 38 3 550 240
21 N.Z.A. Indigensa 29 3 1,490 282
22 A.C.R. Blanca 20 3 1.60¢ 380
23 R.B.O. - Mestiza, 21 3 800 400
24 A.R.A. a2 25 3 2.000 540
25 M.R.P. 2, 28 3 2.500 1.500
—
ESTROGENURTA EN PRE-ECLAMPSIA
Meses Diuresis Estrogenos -
No., Nombre Raza Edad Embarazo en24horas Gammas/
24 horas
1 A O.R. Mestiza 32 8 800 310
52 M.D.O. Blaneca 25 85 1.000 190
-8 C.F.J. Mestiza, 28 85 1.800 300
‘4 P.C.R. » 31 85 1.600 360
5 R.V.R. 22 20 9 1,500 180
6 N.R.S. » 26 9 1.000 210
7 L.A.P. Indigena 28 9 950 290
8 A.S.S. Mestiza 30 9 900 300
9 R.A.C. . Blanca 23 9 1.500 310
10 C¢.P.S. Mestiza 25 9 1.600 400

Al
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ESTROGENURIA EN ECLAMPTICAS

Meses Diuresis Estrogenos =

No. Nombre Raza Edad FEmbarazo en24horas Gammas/

24 horas
1 Z.V.R. Mestiza 23 85 1.500 260
2 M.A.B. 2 27 85 900 280
3 L.R.J. 2. 28 8,5 1.000 380
4 C.A.A, ? 24 9 350 100
5 H.A.R. 2 33 8 2.000 170
6 N.O.P. 22 28 9 1.800 200
7 F.M.S. » 30 9 1.900 320
8 M.A.R- o 22 9 1.600 600
9 C.P.A. » 24 9 1.500 700
10 B2 HFP. 2 20 9 1.800 810

’ a
ESTROGENURIA EN VIRILISMO
Estrogenos
No. Nombre Raza Edad Diuresis gammas 24
24 horas horas
1 Gz Indigena 25 550 560
2 A.S.S. 2 28 580 680
3 E.A.CH. Mestiza 29 1.100 680
4 S.S.A. Blanca 30 800 750
5 C.B.S. = 38 1.200 800
6 €.R.P. Mestiza 33 900 1,000
7 O.A.N. Mestiza 18 800 1,050
8 L.E.C. 2 30 1.000 1.100
9 AM.R. i 30 650 1,580
10 P.S.A.

2 40 1.500 3.800

V4 enseguida. la representacién, en forma gréifica, de los
resultados obtenidos al investigar la estrogenuria en embaraza-
das aparentemente sanas, con hiperemesis gravidica. pre-
eclampsia, eclampsia y virilismo.
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ESTROGENURIA EN ECLAMPSIA Y PREECLAMPSIA
COMPARACION DE CIFRAS MEDIAS Y EXTREMAS
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MICRODETERMINACION ESPECTRAL DE 17 HIDROXICORTI-
GOESTEROIDES URINARIOS =

De la corteza suprarrenal, se ha aislado, dice Armando No-
velli (39) treinta esteroides cristalizados, de los cuales cinco
se han encontrado en otros Organos.

Los esteroides obtenidos ‘se reunen en tres grupos: Deri-
vados del Allopregnano ‘en (21; derivados de]l 4 Pregneno en C21
y. por ultimo, del 4 Androsteno en C18. S6lo seis derivados del
4 Pregneno tienen actividad funcional y difieren por la presencia
0 no de oxigeno en. C-11 y C-17. Es tipico en todos una cadena
laleral alfa-ketol (€0-CH20H) unida al CG-17 y el grupo carbo-
nico C-3 conjugado con doble enlace, caracteristico de la pro-
gesierona y testosterona.

La estructura de estos compuestos la aclarg 'T. Relchstem
(b1 y b52). Los métodos de valoracién de los 17 OH. C. S.
son. colorimétricos, basados en la reaccién con fenilhidrazina
sulfurica, denominada de Porter-Silber (44). Las reacciones co-
lorimétricas mds recomendadas para la determinacién cuantita-
tivg, las sugiri6 Smith, Mellinger.y Patti (50) y perfeccionaron
Reddy, Jenkins y Thorn (47).

La técnica de extraccion de los 17 OH.C.S. de la orina. pro-
cura obiener un exfracto puro, exento de otras fracciones a fin
de hacer mas nitidas,. tanto las reacciones colorimétricas como
las apreciaciones espectrofotométricas en la zong ultraviolada.
La extraccion se hace usando el butanol como solvente, aunque
también se emplea cloroformo.

La purificacion debe hacerse con solventes apropiados pa-
ra no alterar la integridad molecular de los 17 OH.C.S. bastante
labiles a las manipulaciones quimicas. '

Y

El procedimiento de Smith, Mellinger y Patti (58) consta
ae las siguicntes etapas:
|.— Recoleccién— Orina de 2% horas, que se guarda en

r cfrwcra dora. .
— Toma de la muestra.— Medir 10, 20 o0 30 ml. de orina

hltrada en papel duro; esta cantidad varia segiin el volumen de
la miecion o mejor de la concentracién de los elementos, Una
cifra adecuada y promedio es 20 ml. de orina:

3.— Desproteinizacién.— Con Kaolin activado 1, 5 g. mas
o menos con HCl concentrado (usar Adsormon) a pH 4 a 4, 5,
conseguido con acido aeético.

Mezcelar bien, pero suavamente y luego se separa por fil-
tracién o mejor por centrifugacién a 1,500 r.p.m.
La orina libre.del Kaolin, .se lleva, a pH

4 .— Extraccion.
i eon dcido sufarico al 50 %y enseguida se procede a la extrac-
¢ién con aleohol buiilico puro. Los extractos aleohélicos fraccio-
nados, deben sumar la .canlidad dé orina que se trata, es de-
cie, st se toma 20 ce. de orina, las dos o  ftres extracciones
que se¢ efectian con el aleohol butilico normal deben sumar
20 -ec.
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5.— Purificacién.— El extracto obtenido 1 a 1 se le dese-
ca, primeramente con sulfato de sodio anhidro (1 gr. es sufi-
ciente) y después se le trata con carbonato de soda anhidro
(0.5 gr. es suficiente). Se filtra finalmente, decanta o se lleva s
centrifuga para separar el liquido alcohélico.

6.— Apreciacién.— Sobre la solucidn butandlica de los
Hidroxicorticoides, puede hacerse la apreciacion espectrofoto-
métrica, pero resulta muy concentrada; generalmente se opta
por hacer una dilucién de 0,4 (1 décima) para 5 cc. de alcohol
N. butilico puro, usando como blanco el mismo alcohol puro.

Otros ensayos de purificaciéon.— Se frato de.purificar atn
mas el extracto obtenido anteriormente, con el fin de preparar
el “pool” de Hidroxicorticoides lo més puro posible.

‘EEnsayo A.— Se avaporé al vacio el extracto butandlico y se
le extrajo con cloroformo normal. Los resultados fueron bastan-
te satisfactorios (aproximadamente 5% ).

Ensayo B. Comenzé inmediatamente después de tomar
la muestra de orina, que se desproteiniza después de absorcién
con Kaolin activado o Adsormon, gue resulta incompleta, por lo
cual debe tratarsele con solucién Clorhidrica de acido fosfo-
tangstico.

La extraceién de los 17 OH. C.S. contintia exactamente hasta
el tratamiento con carbonato de sodio anhidro. A partir de aqui,
se sigue la purificacién como en el ensayo A para obtener el
“pool”. Esta altima operacion se repitié dos veces més.

" Los resultados fueron satisfactorios, en términos de peso
y absorcién (aproximadamente 109% ).

Extraccion y purificacion de] “pool’® de 17 Hidroxicorticoi-
des-— Con la técnica descrita se llegd a ‘obtener un extracto de
color marrén, de fuerte olor desagradable y sui géneris. Se hi-
cieron varias diluciones. de este extracto, para observar y estu-
diar detenidamente sus caracteristicas de absorcién a la luz ul-
traviolada.

Con este extracto se practicd la reaccién de Porter-Silber
con clorhidrato de fenilhidrazina sulfurica, comprobindose fuer-
les variaciones que no correspondian a los porcentajes tomados
de 17 O H G 8. del extracto.. En cambio, las absorciones espectra-
les de esas diluciones marcharon paralelamente y podian inter-
polarse y dar cifras exactas. Se hicieron diferentes graficas, es-
cogiéndose la banda de absorcién., no caracteristica.

MICRODETERMINACION ESPECTRAL CUANTITATIVA DE CETOESTE-
ROIDES ANDROGENOS URINARIOS, POR ABSORCION ULTRAVIOLADA

En el Pert determind cuantitativamente 17 cetoesteroides
neutros y las fracciones alfa y beta, Luz Azabache Aguilar (2)
empleando la reaccién colorimétrica de Zimhmerman con el meta-
dinitro-benceno, siendo Gladys Oliva (40) la primera que en el
Pert llevé a cabo dicha investigacién. Patterson y Pincus usan
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el cromo6geno que obtienen con &cido sulfarico y tricloruro de
estaiio.

Se ha cuantificado 17 cetoesteroides urinarios por absorcién
espectral ultraviolada, con picos de méxima absorcién, no obs-
tante haber purificado mucho dichos extractos, con el fin de ob-
tener mayor pureza de las especies quimicas que constituyen
la mezcla.

Las técnicas coloriméiricas de valoracién, frecuentemente
tropiezan con la dificultad de 1a sensibilidad, cuando no alcanzan
concentracion por litro de material, sobre todo en ciertos esta-
dos patolégicos.

Igualmente, las interferencias debidas a cromdégenos, son
factores que impiden la exactitud de los resultados. A esto se
suma, como causa de error, e] uso de reactivos muy delicados e
inestables a la temperatura ambiente y el grado maximo de pu-
reza constante que exige cada determinacion colorimétrica.

Procedimientos de extraccién de los 17 cetoesteroides
neutros andrégenos urinariose—— Son bastante conocidos y los
disolventes méas comunmente usados para extraer los 17 C.S.N.
de la orina son éter sulfirico, tetracloruro de carbono, clorofor-
mo, benceno, dioxano, ete. a extraccién se hace en forma sepa-
rada o simultdnea con la hidrélisis acida, variando en este caso el
. lipo de solvente.

Lia cantidad de muestra varia igualmente de una técnica a
otra., habiéndose llegado hasta 41 litro. En la valoracién espectro-
fotométrica, el volumen es 20 ml.. pudiendo usarse cémoda-
mente sin que dificulte la sensibilidad 10 ml.

Procedimiento de extraccién.— L.a técnica de Dreckter
{(14), con algunas modificaciones, consta de las siguientes par-
tes:

1.— Hidrolisis.— Se¢ toma 20 ml. de la orina 6 ml. de HCI
concentrado (37% ) y durante 10 3 15 minutos se ileva a la tem-
peraiura de 80¢ C.

2.— Extraccion.— Se lleva a cabo con éter sulftirico exento
de peroxidos, efe., en tres porciones sucesivas de 30 ml. ca-
da una, reuniéndose finalmente los extractos etéreos.

3.— Purificacién.— a) El primer lavado se efectiia con so-
da a] 109% dos o tres porciones sucesivas de 10 ml. mis o me-
nos cada vez, desechdndose estos lavados alcalinos. Los extrae-
tos acuosos alcalinos, pueden utilizarse cuando se trata de cuan-
tificar estrogenos fendlicos.

b) Lavado con solucién de carbonalo de sodic saturada;
también dos o tres veees con 10 ml. cada vez, con el fin de eli-
minar dcidos tipo e6lico y dehidrocolico (biliares).

¢) Lavado con HCi 2 /N. dos veces o tres, 10 cc. cada vez, vy

d) Lavado con agua destilada hasta reaccion neutra al tor-
nasol. siendo suficientes dos o tres veces.

4.— Secado.— lL.os extractos etéreos asi lavados consecufi-
vamente se les seca con sulfato de sodio anhidro, siendo sufi-
ciente 4 gr.
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5.— Evaporacién y preparacién de la solucién para la apre-
ciacién.— ‘La evaporacion se hace en un vaso de bohemia a
. 400 (. de temperatura maxima, hasta que quede seca completa-
mente la solucion; luego se disuelve el ligero precipitado en
10 ml. de alcohol corriente de 952, quedando asi lista la solucién
para la apreciacion correspondiente en las celdas de silice del
Tspectrofotometro.

Es necsario anotar que el exftracto final muchas veces re-
sulta coloreado, con tinte rosado o violeta, debido a los cromo-
genos, pero no tiene influencia para el analisis especirofotomé-
irico, 10 que no sucede con la deferminacion colorimétrica, donde
si es necesario la eliminacion de cromogenos o un blanco para
restar de las cantidades finales.

Extraccién y purificacién del “pool” de 17 cetoesteroides
neutros de la orina.— Se {rabaja 1 litro de orina o mezcla de va-
varias muestras, con gran porcentaje en 17 C.S. con el fin de
conseguir una mayor cantidad, gque pueda facilmente manipu-
larse durante la purificacidn. Siguiendo el métode descrito an-
teriormente, se procede a la purificacién, haciendo hincapié ‘en
la repeticion de la disolucion en aleohol, filtracidon para la elimi-
nacién de residuos insolubles y por no menos tres veces conse-
cutivas. De este extracto se estudio la absoreién espectral ultra-
violada, seleccionando la banda respectiva y obteniendo asi el
factor con una pesada conocida y una absorcién también conocida
a determinada longitud de onda.

Van enseguida los resultados que obtuve:

17 CETOSTEROIDES NEUTROS TOTALES ANTES Y DESPUES

DEL PARTO :
Casos Edad Diuresis Antes del Diuresis Después del
cx. Parto cc. Parto
1 23 1,560 8,009 gammas 1,450 5,210 gammas
2 27 1,100 8,901 2 1,400 8,150 g
3 25 730 9,200 22 1,500 7,319 i
g3 20 1,400 9,000 27 1,900 6,000 3
5 18 1,550 9,500 2 1,950 7,500 re
6 30 800 9,550 2 1,450 5,880 i
7 2 1,600 9,900 * 2,000 6,750
8 35 1,280 10,011 2 1,620 7,026 s
9 29 1,700 10,100 2 1,550 9,800 3
10 28 1,810 10,200 2 1,150 6,500 Z
11 28 900 10,250 2 1,500 7,550 = >
12 34 2,000 10,300 2 1,600 6,820° =,
13 25 800 10,500 22 1,500 9,218 2
14 27 1500 10,500 2 1,810 9,100 i
15 18 1,600 10,500 2 1,700 6,500 =




LA CRONIGA MEDICA 221

Casos Edad Diuresis Antesdel Diuresis Después del
oc. Parto cc. Parto
16 30 1,810 10,500 gammas 1,200 9,100 gammas
i 30 850 10500 > 1,100 6,800 22
18 28 1,500 10,500 > 1,600 7,000 2
19 23 2,u00 10,550 © > 1,580 6,805 2
20 29 1,520 10,631 » 1,300 9,600 22
2i 22 1,800 10,875  » 1,680 6,040 22
5% 23 1,080 11,000 > 1,450 7,500 2
23 26 1,200 11,000 > 1,680 8,900 22
24 26 1,720 1,300 2,000 6,820 2
o5 26 1,500 11385 > 1,280 8,000 2
26 20 700 11400 > 2,500 9,500 2
27 21 1,560 11,480 > 2,080 8,800 2
28 18 1,609 11480 > 1,860 7,580 22
29 22 1,300 11500 > 1,880 7800 7
20 25 1,900 115008 = 1,800 9,000 22
31 34 1,500 J1600= = | 1,600 6,800 2
32 30 1,450 11,600 » 1,800 8,800 o
33 18 2,310 11635 » 1,680 7,500 2
34 30 1,150 12,000 > 1,450 11,500 &
35 21 2,150 12022 2,000 8,200 2
36 18 1,160 120200 & » 1,680 9,000 2
37 20 1,850 12,360 > 1,400 8,000 22
38 33 1,000 12500 > 1,500 7,000 22
39 29 1,330 12500 > 1,700 10500 5, 2
40 35 1,800 12500 » - 2,000 9,900 £
41 23 1,500 12,585  » 2,000 9,200 =
42 19 1,100 12,600 > - 1,500 8,350 2>
43 34 1,250 12800 - » 1,100 10,550 &
44 22 2,000 12,800 > 1,750 10,000 22
45 28 1,250 14,000 > 1,950 96008
46 27 1,780 14260 > 1510 7,800 22
47 20 1,000 14700 > 1,200 7,000 %
48 17 1,560 14926 > 1,350 8,800 22
9 - 890 15432 » 1,700 8,200 22
50 24 800 15,900 ”» 1,300 7,000 22

El analisis estadistico de los resultados, proporcioné las ci-
fras siguientes:

Coef. Cifras
Media 2~ E.St. Desv.St.+ E. St. Varia. extremas
Antes del Parto . . 1152 + 0225 1,592 + 0,159 1381 ¢, 8,009 - 15,900

Después del Parto . 8,12 + 0,1914 1354 + 0,135 16,674 9, 5210 - 11,500
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17 CETO‘ESTERIOIDE;S NEUTROS EN HIPEREMESIS GRAVIDICA

' 3 Concentracion
Caso No. Nombre Mese. Diuresis mlgm.
1 C.P.O. 1,5 800 c.c. 8,6
2 H.A.B. 15 725 9,8
3 A.M.L. 15 100 938
4 H.V.C. 1,5 700 10,1
5 O.E.R. 1,5 1,880 10,1
6 E.D.A. 15 1,700 15,8
7 M.A.L. 1,5 1,000 17,3
8 B.5.R. 15 800 18
9 N.L.V. 1,5 2,000 . 205
10 A.P.S. 2 1,800 9,6
11 C.Is. M. 2 1,000 10,7
12 P.N.L. 2 1,040 10,7
13 A.P.R. 2 1,750 10,8
14 P.R.E. 2 1,700 1255
15 P.G.A. 2 1,000 126
16 H.S.L. 2 1,000 . 144
17 L.S.P, 2 1,350 14,9
18 C.D.A. 2 1,500 153
19 A.C.J. 2 1,800 153
20 R.M.A, 9 1,080 15,9
21 R.A.C. 2 1,500 16
22 A.B.C. 3 1,450 18
23 O.F.T, 2 1,000 19
24 A.C.L. 2 2,000 20
25 M.B.R. 2 1,550 20,9
26 O.P.R. 2,5 700 8
27 E.T.A. 25. 300 9,1
28 O.P.R. 25 800 95
29 D.B.N, 25. 650 105
30 D.M.A. : 25 1,300 124
31 A.P.L, 5 1,040 124
32 G.T.P. 25 1,400 144
33 B.V.I. 2,5 1,720 16,1
34 M.O.C. 25 1,550 13
35 A.-M.A. 2,5 1,850 182
36 P.B.P. 25 1,500 185
37 N.O.E, 25 - 1,200 19
38 S.0.8. 3 800 87
39 ToA L 3 1,650 8,7
40 M.G.L. 3 780 9,4
41 C.A.C. 3 1,580 9,8
42 B.R.D. 3 630 10,1
43 Y 3 830 10,6
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Concentracion
Caso Ne. Nombre . Meses Diuresis. = mlgm.
44 G.H.A. 34 1,300 122
45 R.O.V. 3 1,600 12,2
46 F.O.J. 3 1200 == 13,8
47 J.AP. 3 1,800 144
48 A.B.N. 3 1225 16,5
49 TR e 3 2,000 166 -
50 R.L.P. 3 1,600 18,4

i7-CETOSTEROIDES Y i7-HIDRGXICORTICOIDES
EN HIPEREMESIS GRAVIDICA '

L .
S Bnb /
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§ . 4000 ///A

155G

N

2 S = 3 4 4, 5

Q4 T .- CETOSTEROIDES
{__] 17- HIDROXICORTICOIDES



224 LA CRONICA MEDICA

17 HIDROXICORTICOIDES EN HIPEREMESIS GRAVIDICA

Caso No. Nombre Meses de Diuresis  17-Hidroxicorticoi-

e Embagazo ce. des mg. en 24 horas
1 ©.S.C. 2 1,800 1,322
2 L.V.F. 2 1,000 1,324
3 G.T.C. 2 1,700 1,500
4 N.R.C. 2 1,500 2,080
5 N.C.R. 2 1,000 2,101
6 R.V.P. 2 1,625 2,522
7 F.R.P. 5 1,450 2,575
8 A.R.C. 2 1,760 3,300
9 B.O.Y. 2 1,800 3,817
10 C. V.2, 2 . 1,500 3,905
11 LBC. 2 1,700 4,002
12 R.H.B. 2.5 © 1,500 4,020
13 M.F.P. 2,5 1,500 0,696
14 R.T.B. 25 1,600 0,985
15 M.R.N. 2,5 1,000 1,000
16 C.U.S. 2,5 1,200 1,218
17 N.C.R. 2,5 1,400 2,157
18 F.R.P. 2,5 2,700 2,200
19 O.S.R. 2,5 1,200 2,218
20 P.N.O. 2,5 1,400 2,500
a1 B.R.R. 25 1,725 2,550
22 P.B.R. 2,5 1,200 2,600
23 N.O.P. 2,5 1,450 3,400
24 O.P.G. 25 900 2,900
25 C.B.O. 2,5 1,550 . 3400
26 A.D.A. 2,5 1,550 3,500
27 R.A.D. 2,5 1,800 3,550
28 S.AR. 25 2,000 3,360
29 C.R.S. 2,5 1,500 3,920
30 A.G.P. 25 1,500 3,967
31 R.S.M. 25 1,200 4,004
32 P.T.H, 25 1,800 4,012
33 O.P.S. 25 1,800 4,906
34 M.O.P. 3 2,400 2,700
35 0.J.A. 3 1,300 2,207
36 M.P.L. 3 900 2,460
37 TR.G. 3 1,200 2710
38 N.A.L. 3 1,500 2,745
39 R.R.L. 3 1,700 3,400
40 O.B.R. 3 1,600 3,480
41 B.A.R. 3 1,400 3,500
42 P.C.S. 35 1,800 0,858
43 B.C.R. 35 1,550 2,115
44 R.R.C. 35 1,800 2,320

45 C.A.O. 35 1,600 2,340
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Caso No. Nombre MesesS de Diuresis 17-Hidroxicorticoi-
Embarazo cc. des mg. en 24 horas
46 P-O.R. 35 1,500 2,570
47 C.P.A. 35 1,600 3,640
43 E.D.F. 35 1,100 3,650
49 C.B.A. 35 1,600 4012
50 R.J.B. 35 1,429 4410

DISCUSION

Un hecho fundamental. gue muchas veces obliga al analista
a desechar los métodos colorimétricos, es la falta de sensibili-
dad de las reacciones cromadticas, siendo necesario trabajar con
grandes cantidades de material, que en muchos casos no es po-
sible disponer; asi, por ejemplo, al cuantificar estrogenos, 17
C.S.N.T. y 17 O H. C., existen estados patolégicos en los que no
se obtiene una cantidad de gammas por mil, suficiente para rea-
lizar la investigacion cuantitativa por teuncas colorimétricos
porque las reacciones no poseen suficiente sensibilidad, segun
expresién de Hawk, Osser y Summerson (22).

Otra razom, es Ta inespecificidad de las reacciones cromé-
ticas. La Fenilhidrazina, la 2-4 Dinitrofenilhidrazina, en los 17
hidroxicorticoides; e] metadinitrobenceno en medio alcalino, en
los 17 Cetoesteroides neutros totales y androgénicos y el reactl—
vo fenolsulfarico en los estrdgenos, por eJemplo son excesiva-
mente labiles, sensibles a los agenteq (quimicos y producen reac-
ciones (ronldhcm secundarias, por la presencia de otras sus-
tancias o metabolitos extrafios y de cromoégenos provenientes de
la alimentacion, que interfieren el color original.

Muchas modificaciones se han propuesto en las técnicas co-
lorimétricas y todas permiten por diferentes artificios analiti-
cos, eludir Icuna< de esas dificultades. EI método espectral, en
cambio, es general, no siendo necesario hacer cientos de apre-
ciaciones para encontrar el factor colorimétrico; las técnicas de
trabajo son standard y los patrones los fabrica el mismo opera-
dor si desea, usando el mismo método de extraccién y apreciando
el “pool” respectivo. Los factores puede emplearlos cualquier
operador, siendo el error despreciable. En cambio, con el método
colorimétrico, es necesario, en primer lugar, usar el mismo reac-
tivo, los mismos solventes, ser acucioso en los tiempos de reac-
cion y trabajar siempre exactamente igual.

En los diagramas presentados puede verse perfectamente,
como a partir de 10, 20, 0 30 cc. de orina se encuentran cifras
de 0,1 a 10 gammas por cc. y que son suficientes para realizar
el método espectral en la region ultraviolada. Los investigadores
racionales y extranjeros usan preferentemente para sus deter-
minaciones, técnicas colorimétricas, empleando como Ppatrones
diferentes fracciones esteroides purificadas o sintéticas, quimica-
mente puras, aunque la tendencia universal es el uso del “pool”
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que recomiendo como el mas conveniente. Las cifras encontra-
das permiten apreciar las cantidades extremas, los promedios y
los coeficientes respectivos, asi como el error standard de la
media, dentro de las cifras. estadisticas.

A continuacion van las cifras enconfradas por nacionales v
extranjeros usando métodos colorimétricos, que servirdn para
una mejor apreciacion de los resultados que proporciong la es-
pecirofotometria.

. Con técnica colorimétrica se han encontrado las cifras me-
dias siguientes de eslrogenos:

En preecldmpticas . . . . . . 272 gammas por 24 horas
En eclampticas . . . .- . . 416 gammas por 24 horas
En hiperemesis grayidica . . 545 gammas por 24 horas

En embarazadas aparentemente sanas desde 443 gammas
para el primer mes, hasta 11.248 para el noveno mes por 1,000
ce. de orina.

Morante Miranda (36) y Nelly Rosales Plza,rr'c. (50) en-
contraron hidroxicorticoides en sujetos aparentemente sanos de
0,650 mg. a 4,020 mg.; la media fué de 2,335 mg.

Reddy, Jenkins y Thorn (47) empleando la téenica modificada
por Reddy dan cifras de 1,10 a 10,7 mg. por 24 horas. Smith,
Mellinger y, Patti (58) dan cifras de 4 a 12 mg. por 24 hs. con
media de 7.30, desviacion standard = 2,65 y error st. de la media
de = 0,68. Roman en el hombre cnecontré 5 mg. como media y
3,20 mg. en la mujer.

Los cetoesteroides neutros totates en casos de hlperemesw
gravidica y antes y después del parto, no se investigaron con
técnicas colorimétricas en el Perf; sélo los cuantificaron con
téenica espectrofotoméfrica Haydée Coloma (31) y Elma Naupat y
Mosquito (38).

5 CONCLUSIONES

1.— La absorcién en el espectro de diversas substancias qui-
micas es caracterfstica y no caracteristica, pudiendo usarselas
en espectrofotometria cuantitativa y cualitativa. Las leyes de Beer
y Lambert. fundamento de la espectrofotometria, rigen igual-
mente en ambos tipos de absorcién espectral. :

2.— La absoreién espectral sea caracteristica o no, en de-
terminadas longitudes de onda, es especifica de la concentra-
cion. Esta especificidad respecto de la concentracion permite
realizar andalisis cuantitativos aplicando las leyes fotométricas
respectivas. ‘ :

3.— Los estractos totales purificados o “pool” eidborados
ror los métodos de uso general, a partir de liquidos biolégicos,
no poseen generalmente absorcion espectral caracteristica, al
igual que el extracto de una muestra obtenida por los mismos
procedimientos. Bl ¢‘pool”’ puede servir de patron en dichas de-
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terminaciones, mas que la substancia pura o aislada y general-
mente con absorcion caracteristica. En estos casos rigen los fun-
damentos y principios de la espectrofotometria de absorcion no
caractenistica.

4.— Existen sustancias que no poseen absorecién espec-
tral caracteristica, en tales casos se emplea la espectrofotometria
de absorcion no caracleristica, como sucede con la Metionina y
Acido Pantoténico, usando como patrones las mismas sustan-
cias puras, standard o patrones internacionales.

5.— EI estudio de las variaciones de la absorcién espectral
no caracteristica de un extracto, sustancia pura o mezcla de-
finida, permite deducir claramente las variaciones respectivas
en su contenido. :

6.— Se ha comprobado experimentalmente con diferentes
sustancias quimicamente puras, que la longitud de onda donde
se extingue su banda de absorcion, es caracteristica de la com-
posicién o estructura quimica del soluto, haciendo posible su
andlisis o determinacion cualitativa, usando absorcion espectral
L0 caracteristica.

7.— Con la absorcion espectral no caracteristica en la re-
gién ultraviolada, se han determinado cuantitativamente estrd-
genos totales, 17 hidroxicorticoides y 17 cetoesteroides neutros
en la orina. ¢ 4

' 8.— Se determinaron esfrogenos totales en 25 embarazadas
aparentemente sanas normales y 25 con hiperemesis gravidica:
10 ‘con preelampsia; 10 con eclampsia y 10 con virilismo; 17
hidroxicorticoides en 50 easos con hiperemesis gravidica; 17 ce-
toesteroides neutros en 50 casos antes y después de parto y 50
con hiperemesis grawidica.

9.— Las cifras obtenidas en estas determinaciones se com-
pararon con las obtenidas por colorimetria, encontrandolas muy
similares.
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Sobre métodos de homogenizacién en el
. examen copro-patasitario

Por MANUEL MATA

Matanzas, ‘Cuba

Muchas parasitosis intestinales dejan de ser diagnosticadas
por el examen coprolégico cuando por sistema exceso de ftra-
bajo o -desgano en el hacerlo, son abreviados estos exdmenes li.
miténdolos a la observacion microscopica directa de una prepa-
racidn. Hste examen microscopico directo, por detenido y mi-
nucioso, que se haga, es a todas luces insuficiente, va que solo



LA CRONICA MEDICA 231

podran descubrirse por ¢l los elementos parasitarios que existan
en abundancia y sélo por afortunada casualidad se encontrarin
cuando estén escasos.

Para que la investigacion de parasitos alcance un minimo
de satisfactoria eficiencia, e] examen parasitario debe compren-
der los tiempos siguientes: examen microscopico directo de una
pequenla gots de la muestra de heces recién exoneradas, liqui-
das y perfectamente mezcladas; examen por método de concen-
tracion o enriquecimiento; y finalmente, examen macroscépico
de] tamizado del resto de la muestra.

CONDICIONES DE LA MUESTRA

Salvo las escasas excepciones en que esté en absoluto con-
iraindicado el estimulo peristaltico, recomiendo laxante salino
para provocar deposicion liquida y homogénea, rechazando sis-
iematicamente las muestras de consistencia dura y viejas. En
las muestras blandas asi obtenidas y conservadas en incubadora
hasfa el momento del examen, se sorprendea con facilidad y
vivas las diversas variedades de protozoarios y mintsculas lar-
vas, cuya clasificacion facilitan sus movimientos y otros carac-
teres fisicos. En cuanto a los huevos en general, su presencia
se revela con fécil seguridad por homogenizacién. :

METODOS DE CONCENTRACION

Los més empleados son: E]l de Telemenn, que corresponde
a1 tipo de suspension en ligquidos de muy baJa densidad y el de
Willis que emplea soluciones de gran densidad. Ambos procedi-
mientos se complementan.

Como.la técnica de Telemenn se «»ncut’ntm facilmente en
cualquier Manual de laboratcrio, no haré aqui mencién de ella.
En cuanto a la de Willis, quizds menos conocida, vale la pena

conftribuir a su mayor divulgacién, bien merecida por lo cémeda,
practica y valiosa.

PROCEDIMIENTO DE CONCENTRACION DE WILLIS

Originalmente se empleaban soluciones salinag saturadas
de cloruro de sodio o sulfato de magnesio. Con e] cloruro de so-
dio se logran soluciones a saturacién, de 23 a 25 grados Baumé,
superandose estas densidades con el sulfato de magnesio, con el
cual se logran pesos de 30 a 32 Baumé.

Como el fundamento de este tipo de concentracién se basa
en e] empleo de soluciones superdensas, se ha tratado de sobre-
pasar la densidad méaxima obtenida con las soluciones salinas,
sustituyendo éstas por soluciones azucaradas.

Ejemplc de éstas, es la propuesta por Basnuevo y Anido de
la Habana en ‘Laboratorio Practico’.

Esta solucién integrada por acido acético, formol y aztcar,
con una densidad de 32 a 33 grados Baumé, concentra muy bien.
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pero tiene el inconveniente, por su reaccién &cida, de producir
efervescencia al deslefr con ella las heces alcalinas, formando
Burbujas persistentes que dificultan la observacién microsco-
pica.

Tratando de obviar este inconveniente, he preparado una
colucién a base de aziicar y sal corriente, de reaccién neutra y
un gran peso especifico de 38 grados Baumé, que hace tiempo
empled.

Dicha solucion salina, siruposa, se prepara como sigue:

Solucion saturada de sal comun ... ... ... 160 c.c.
Aziicarsblamea: o0 # .. 150 grs.

Disolver el azucar y filtrar por algodon.

Esta solucion concentrada, salino-siruposa, se conserva
inalterable por tiempo indefinido.

La solucion saturada de sal comin empleada para disolver
el azuear, se prepara disolviendo 35 gramos de sal corriente por
100 c.c. de agua, filtrdndola al final, BEs cémodo tenerla prepa-
rada previamente, ya que es inalterable y teniéndola facilita la
rdpida preparacién de la solucion concentrada salina siruposa,
en el momento que se desee.

MODUS OPERANDI

En copa pequeila de ensayo u otro recipiente apropiado, se
depositag uno o dos gramos aproximadamente, de las heces por
examinar por cada 5 c.c. de la capacidad del recipiente que se
use. Se deslien las heces con la ayuda de una varilla de vidrio,
comenzando con muy pequefia cantidad de la solucién salina si-
ruposa a medida que se va removiendo con la varilla para asegu-
rar una solucién homogénea, prosiguiendo en tal forma hasta
Henar el recipiente.

Se deja en reposo diez o més minutos, y se cubre con un
porta objetos que contacte con la superficie del liquido.

Hay que cuidar que el nivel de la dilucién fecal alcance los
bordes del recipiente sin que llegue a desbordarse, ya que si
esto sucediese e] liquido desbordado arrastraria consigo la ma-
yvor parte de los elementos parasitarios acumulados en su su-
perficie, malograndose la operacién, y si por el contrario ej li-
quido fuese insuficiente no alcanzaria contacto con la laminilla.

Pasados diez minutfos se retira el porta objetos levantdndo-
‘o horizontalmente y distribuyendo con suaves movimientos el
Hquido colgante para evitar su desprendimiento al dar vuelta a
la laminilla o pasdndolo a ofra laminilla, repitiendo enfonces Ja
maniobra para ampliar la preparacion.

La preparacion asi obtenida se lleva. al microscopio, sin
cubrir, y se examina a pequefio aumento.



