ESTROGENOS URINARIOS EN EL CICLO MENSTRUAL

Josg SaLiNas HURTADO

Las primeras investigaciones sobre
aislamienio e identificacién de los estrd-
genos fueron hechas en la orina de mu-
jeres embarazadas. La determinacién
quimica de estas hormonas en la orina
de mujeres normcales tropezaba con cobs-
tdculos formidables, dada la peguefiez
de las cantidades excretadas y las gran-
des proporciones de material contaminan-
‘e; por esas razones solamente hace po-
co mdas de un decenio y gracias a la in-
{roduccidén de los métodos cromatogrdati-
cos, se logré desarrollar un procedimien-
to que sobreponiéndose a esas dificulta-
des pudo ser aplicado por primera vez Al
dosaje quimico de los tres estrégenos cld-
sicos: estrona, 17B-estradiol y esiriol, en
la orina de mujeres normales durante ef
ciclo menstrual, Brown; (1). Ese método
fue el resultado de varios afios de pacien-
te y ardua investigacidén de la Escuela
de Edimburgo inspirada por el profesor
Marrian (2). Modificaciones postericres
de esie método o de otros desarrollados
paralela e independientemente han per-
mitido extender su utilidad hasta el desa-
je de cantidades ain mds pequenas de
estrégenos como las excretadas por <zl
hombre normal (3), (4), (5) o por g

mujer menopdusica (6), (7) y aln las
infimas cantidades presentes en la san-
gre Preedy y Aitken, (8); Svendsen vy
Sorensen, (9); Roy, (10); Schrepfe y Ni-
cholas, (11).

Revisando la literatura nacional en-
contramos como irabajo precursor en os-
te ierreno el de Naveda y Naveda, (12)
quien estudid las variaciones de la esiro-
genemia empleando un méiodo bicldqgicc.
Posteriormente Codina, (13) investiga ia
estrogenemia en el aberio empleando un
método guimico.

A} introducirse los métodos cromatc-
graficos en los Laboratorios Clinicos de
la Facultad de Medicina se pudo estudiar,
por primera vez, semicuantitativamente
los niveles urinarios de estriol en la ges-
tacion normal, Meza Bedroni, (14) v en
algunas de sus alteraciones paloldgicas,
Queirolo Maglio, (15). El méiodo de pu-
riticacién que ellos usaron fue la croma-
togratia en capa tina.

El presente trabajo constituye enire
nosotros la primera comunicacién sobra
dosaje fraccionado de estrégenos en o
orina a los niveles tan bajos que se halla
en la mujer normal no gestante.
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Malerial

Los sujelos que proporcionaron o3
mueslras para el presente trabajo fueron
8 voluntarias normales, cuyas edades os-
cilaron entre los 18 y 38 anos, con un pro-
medio de 25.5 afios. Ellas fueron consi-
deradas como sanas desde el punto dz
vista de un inierrogaioric exhaustivo reu-
lizado sobre el modzslo de las historias
clinicas habituales; el examen clinico, por
razones obvias, fue reducide al minimo.
A continuaciéon presentamos en forma ra-
sumida los datos mds importomtes de ca-
da una.

Caso N2 1. M. C. Y. 21 anos. G: C;
P: O. Menarquia o los 9 afios; R. C.:
4:30 regular cantidad sin molestias; 1o
hay iranstornos premenstruales. Anteca-
dentes: eruptivas en la infancia, no tuvo
liebre urliana ni brucelosis. Talla: 158
cm.; peso: 57 kag.; pulso: 88/min. frecuen-
cia respiratoria: 16/min.

Caso N 2. A. K. M. 29 afos. G: O;
P: O. Menarquia a los 11 afios; R. C.:
7/28-30; regular cantidad, acompanada
durante todo su curso de dolor tipo cdli-
co en ambos flancos, que se inicia 2-4
dias antes; no refiere otras molestias. An-
tecedentes: eruplivas en la infancia, no
tuvo fiebre urliana ni brucelosis; Talla:
156 cm.; Peso: 55 kg.; pulso: 88/min.;
frecuencia respiratoria: 16/min.

Caso N? 3. P. C. P. 26 arios. G: O;
P: O. Menarquia a los 11 afios; R. C.:
6-7/25-32; muy irregular; regular canfi-
dad, acompaiiando los dos primeros dias
de dolor abdominal de tipo célico; hacia
la mitad del ciclo presenta casi consian-
temente una perdida sanguinea muy dis-
crela y hacia el final presenta sensacion
de tensidn y pesadez que aumentan pro-
gresivamente hasia presentarse edema
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manifiesto y aumento de peso corporal
hasta de 2 kg. Antecedentes: eruplivas,
hepatitis y fiebre urliana en la infancic;
no tuvo brucelosis. Talla: 154 cm., peso:
594 kg.; pulso: 60/min.; frecuencia respi-
ratoria: 16, min.

Caso N 4. A. P.K.27 chos. G: O;
P: O. Menarquia a los 13 anos; R. C.:
4/30; regular cantidad precedida en un
dia por dolor gravativo en los flancos, v
ocasicnalmente por sensacion nausecsa
que se presenta aproximadamente una
semana antes; no refiere olras molestias.
Anlecedentes: eruptivas y fiebre urliana
en la infancia; salmonelosis en una oca-
sidn; no tuvo brucelosis. Talla: 157 cm.;
peso: 81 kg.; pulso: 80/min.; frecuencia
respirotoria: 16/min.

Caso N¢ 5. E. A. X. 24 anies. G: O;
P: O. Menarquia a los 11 anos; R. C.:
3-4-30; escasa contidad, sin molestias; no
hay transtornos premensiruales. Antece-
dentes: eruplivas en la infancia; hepati-
tis a los 3 arios, fiebre urliana a los 5 a-
fios, obesidad progresiva desde la infan-
cia, acné rebelde en la adolescencia: no
tuvo brucelosis. Talla: 165 cm.; peso: 69
kg.; pulso: 72/min.; frecuencia respirato-
ria: 16 min.

Caso N? 6. E. C. K. 38 afios. G: O;
P: O. Menarquia o los 12-13 anos R. C.:
4-5/28-30; regular cantidad acompatiado
de dolor abdominal de tipo cdlico; no hay
traistornos oremenstruales. Antecedentes:
eruptivas en la infancia; salmonelosis en
una ozasiéon; no tuvo fiebre urliana ni
brucelesis. Talla: 155 cm.: peso 50 kg.;
pulso: 84 min. frecuencia respiratoria:
16/1’1’111’1.

Caso N? 7. ]. C. K. 18 anos. G: O;
P: O. Menarquia a los 12 anos. R. C.:
5-6/32; regular cantidad, ccompanado da
dolor lumbar de preseniacidén ocasional;
no hay transtornos premenstruales. An-
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iecedentes: eruplivas en la infancia; fie-
bre urliana a los 9 afios; no tuvo brucels-
sis. Talla: 157 cm.; peso: 45 kg.; pulso:
80/min. frecuencia respiratoria: 16/min.

Caso N? 8. 1. C. K. 21 afies. G: O;
P: O Menarquia a los 13 anos. R. C.:
3/28-30; regular cantidad acompaniada
de dolor abdominal tipo cdlico, muy in-
tenso el primer dia; no hay transtornos
premenstruales. Antecedentes: eruptivas
en la infancia; fiebre urliana a los 19 -
fios; no tuvo brucelosis. Talla: 156 cm.;
peso: 47 kg.; pulso 88/min.; frecuencia
respiratoria: 16/min.

Ademds de este grupo de volunto-
rias normales, en el curso de nuestro tra-
bajo tuvimos ocasién de conocer, seguir
de cerca y colaborar en el diagnédstico de
un caso muy interesante de pseudoher-
mairoditismo masculino que presentamos
a continuacion.

..Caso N 9. A. R. O. 26 afios: naiu-
ral de Chiclayo con 3 afics de residencia
en Lima; se dedica al comercio minorista
v ademds estudia el 2° aiio de Secund:x-
ria. Inaresd al Pabelldn N¢ 9 del Hospi-
tal ”Arzobispe Loayza'’ el dia 18/10/66.
ocupando la cama N 27. Sus padres ha-
bian fallecido hace mucho tiempo v la
paciente no sabia dar datos respecto «
ellos. Aparte de eruptivas en la infan-
cia no referia otros antecedentes patold-
gicos de importancia. Desde los 16 ahos
presenta un flujo muy escaso por via ge-
nital el cual se presentaba cada 30-60
dias y era considerado por la paciénte
como su menstruacién, duraba de 2-3
dias. Referia que desde diciembre ds
1965 habia notado la presencia de una
tumoracién en la ingle izquierda que au-
mentaba o disminuia de volumen en re-
lacidn con los ejercicios vy ocasionalmens-
te le producia dolor, razén por la cual de-
cidié acudir a un servicio de cirugia pa-
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ra que se la extirparan. Sus funcionea
bioidgicas eran normales y hasta referia
un aumento del apetito. Aparte de un
discreto nerviosismo, la paciente referia
sentirse en buen estado.

El examen clinico mostraba una pu-
ciente en muy buen estado general, de
conformacién un tanto androide y desu-
rrollo normal, piel fina, apéndices norma-
les, no presentaba hirsutismo y se ins:-
nuabdn entrontes en lo linea de implau-
tacidn del cabello, no presentaba altera-
ciones de la voz. Se reconocia la tumo-
racién herniona en la regién inguinal iz-
quierda, pequefia, de consistencia firme y
dolorosa, sin crepitacién; una tumoracién
de caracteristicas similares era recenoci-
ble en el lado derecho. Los genitales ex-
ternos presentaban el aspecto confusa
de un pseudohermairoditismo; la aparen-
te vagina era hipopldsica, no permitien-
do la exploracién digital, parecia termi-
nar en fondo de saco; al tacio rectal no
se deteclaba la presencia de genitales
internos vy algunos de los exploradores
creyeron palpar mds bien un drgano de
localizacién mediana, con todss los ca-
racteres de la prostata masculina.

Desde el punto de vista de los exd-
mernes auxiliares, ademds de las deter-
minaciones de estrégenos, gue se hicie-
ron dentro del marco del presente traba-
jo por lo que serdn presentadas y discu-
tidas mds adelante, se le practico:

El 21/11/66, con un volumen urinz-
rio de 1,170 ml. en 24 horas:

— determinacién de los 17-cetoesteroi-
des: 12.3 mg./24 hoeras

—  determinacién de los 17-hidroxicorti-
coides: 9.7 mg./24 horas

—-  determinacion de los esteroides 17-
cetogénicos: 16.6 mg./24 horas

— determinacién de las gonadotrofinas
hipofisarias: 12 u.r./24 horas.
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El 27,11,66, con un volumen urina-
rio de 1.680 ml. en 24 horas:

—- determinacion de los 17-cetoeslerci-
des: 11.6 mg. 24 horas

— determinacién de los 17-hidroxicorti-
ccides: 8.6 mg./24 horas

— determinacion de los esteroides 17-
cetogénicos: 14.4 mg./24 horas.

Ademds se praclicd el estudio de la
cromatina sexual leucocitaria! que arro-
i4 una proporcién de 3%.

La laparotemia fue practicada poste-
riormente y el estudio microscopico de la
tumoracion exiirpada demosird que se
tralaba de un dérgano mal diferenciasdo
con los caracteristicas de un testiculo.

Méiodos

Cada una de las o-ho voluntarias
que tomaron parte en este trabajo recib:d
una cartilla con instrucciones para el re-
gistro diario de la temperatura basal cor-
poral durante lodo el ciclo en estudio vy
también para la recoleccidn de las mues-
tras de orina de 24 heras. Salvo el caso
N 2 cuyo registro fue axilar, en todos los
demds casos éste tue oral. Cada sujeto
realizé 3 colezciones urinarias de 24 ho-
ras correspondiendo a los dias 7°-82; 14”-
152 y 219-25° del ciclo, considerando co-
mo primer dia al primero del flujo mens-
trual; en dos casos, para evilar interferen-
cias con sus ocupaciones habituales, las
colecciones salieron de esos cdnones vy
fueron practicadas en los dias 107 (suje-

1 Este trabajo se realizé en la Seccion de
Hematologia por el Dr. Alejandro Padrén
y todas las determinaciones hormonales
antedichas estuvieron a cargo del Dr.
Washington Rodriguez de la Seccién de
Endocrinclogia de este laboratorio

&7

to N® 5) y 27% (sujeto N* 3), sus resulta-
dos fueron excluidos del célculo de los
promedios.

Las muesiras fueron colectadas, en
casi odos los casos, en frascos de vidrio
de los usados para la infusién endoveno-
sa de soluciones glucosadas, los cuales
fueron preparados de antemano por no-
solros segun el procedimiento seguido
con todo el material de vidrio usado «n
el método que mencionaremos mas ade-
lante. No se agregd a las rauestras nin-
guna sustancia preservativa y en los po-
Ccos casos en que no se les pudo someter
a la hidrolisis inmediatamente después
de su recepzion, las muesiras fueron
guardadas en el congelador a —4°C.

Las colecciones urinarias del caso N
9 hechas en las fechas 21/11/66 y 27 11/
68, fueron controladas por el personal de
la sala segun instrucciones proporciona-
das por este laboratorio vy contenidas en
una cartille.  Inmediatamente después de
su coleccion fueron remitidas al labora-
torio donde fueren traladas como las de-
mds.

En todos los casos en que los voiu-
menes urinarios de 24 horas resultaron
inferiores a 1,000 ml., se determind la ia-
ta de creatinina para aseqgurar la totali-
dad de la coleccién. Se usé el método
de Phillips (16), que es el que se emglea
rulinariamente en este labcratorio y esta
basado en la clasica reaccién de Jaffé
que consiste en la formacién de un com-
plejo coloreado por reaccién de la crea-
linind con el &cido picrico en presencia
del hidréxido de sodio y lectura posterior
en el totocolorimetro de Kle!t-Summerson
o en el especlrofotometro de Coleman a
515 milimicras.

Lo determinacion {raccionada de los
eslrégenos se hizo siguiendo el método
de Brown (1).
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Reactivos

1) Acido clorhidrico fumante P. A.
(E. Merck A. G).

2) Eter etilico P. A. (E. Merck A.
G.), lavado con solucién saturada de sui-
fato ferroso y agua, redestilado, guarda-
do en f{rasco oscuro y usado dentro d=
los 15 dias.

3) Eter de petrdleo (p.e.: 40-60¢C).
(E. Merck A. G.), redestilado vy saturado
con agua.

4) Benceno P. A. (J. T. Baker Che-
mical Co.), redestilado vy saturado con
agua. El benceno recuperado se lavéd
completamente con agua y se destild.

5) Etanol abscluio P. A. (E. Merck
A. G.), refluido con lentejas de NaOH pa-
ra eliminar los aldehidos y destilado dos
veces.

8)Acido bédrico cristalizado P. A. (E.
Merck A. G.).

7) Sulfato de dimetilo P. S. (E.
Merck A. G.), redestilado.

8) Hidréxido de sodio en lentejas y
bicarbonato de sodic en polvo P. A. (E.
Merck A. G.), se prepard soluciones

/-

p/Vv.

9) Solucién concentrada de carbona-
to de pH 10.5 (aproximadamente) se pre-
pard afdadiendo 150 ml. de NaOH =l
20% a 1 litro de la solucidn de bicarbo-
nato de scdio al 8%.

10) Peroxido de hidrogeno al 30%
(E. Merck A. G.).

11) Aldmina, malla N° 100/150 v
actividad del grado II-IIl segun Brock
mann y Schodder fue reacitivada con
8.5% de agua para obtener la actividad
gue se especifica mdés adelante.

Reactivos de color

1') Para el estriol, se prepard dila-
vendo 20 gm. de quinol en 1 litro de &ci-
do sullirico al 76% (v/v).
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2) Para la estrona se prepard di-
luyendo 20 gm. de quinol en 1 litro de &-
cido sulfiirico al 66% (v/v).

3) Para el estradiol se preparé di-
luyendo 20 gm. de quino] en | litro de &-
cido sulfirico al 60% (v/v).

El quinol fue de grado para labora-
torio (British Drug Houses Lid.) vy el &ci-
do sulfirico purisimo (E. Merck A. G.).

La solucién fue acelerada por calen-
tamiento.

Los reactivos estuvieron guardados
por lo menos 24 horas antes de su usc.

El reactivo para el estriol fue gene-
ralmente de color amarillo claro, el de la
estrona entre castafio claro vy rosado vy
el del estradiol r1csado claro. Permane-
cieron estables casi indefinidamente en
lx oscuridad a la temperatura ambiente.

Soluciones standard. Se prepard so-
lucicnes standard (10 pg/ml) de cada
uno de los éieres metilicos de los tres es-
trogenos, en etanol: estrona-3-metil éter

(Sigma Chemical Co.):

-B-estradiol-3-metil éter (Siama Chemical
Co.);
-estriol-3-metil éter (Sigma Chemical Co.).

Las soluciones se guardaron a 4¢C vy
permanecieron estables casi indefinida-
mente.

Aparalos

El material de vidrio se enjuagd con
agua de cafio después de su uso vy luego
con agua destilada, salvo cuando se a-
preciaba visiblemente la suciedad en cu-
vo caso se lavé de la siguiente manera:

a) empapando con mezcla sulfocrénica;

b) lavado con agua de cano;

c) remojando en solucién d&cido-sulfito;
Yy
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d) enjuagondo con aguda de caho y -
gua destilada antes de proceder <l
secado.

La solucion dcido sulfito se prepard
acidificando el sulfito neutro de sodio «:-
proximadamente al 0.2% con é&cido sul-
furico v fue usada para desiruir las tra-
zas del &cido crémico que de otro modo
resultaricn perjudiciales al método.

Les tubos de vidrio para cromatogra-
fia tienen un didmetro interno de 13 mm.
y una capacidad de 40 ml.; en su exire-
midad afilada en punta {ueron selladss
con algodén de vidrio, para obtener unz
velocidad de f{luio de 1 gota/2 segundos.
La recepcién de las fracciones se hizo en
tubos de centrifuga de fondo cénico, de
material Pyrex, provistos de tapa esmeri-
lada y con una capacidad de 50 ml

Las densidades opticas se midieron
en el espectrofotdmetro de Coleman usan-
do sus tubos standard de lectura que ‘ie-
nen una capacidad de 15 ml.

Descripcion del método

1) Hidrolisis y exiraccion. Se co-
lienta una alicuota de orina de 200 ml.
hasta su ebullicidon bajo condensador ‘le
refiujo. Se anade 30 ml. de HCL concen-
trado a través del condensador y se ha-
ce hervir la mezcla orina-HC] por 60 mi-
nutos, enfriéndola luego rdpidamente ba-
jo un chorro de agua de cafo. Se exlras
la orina hidrolizada y enfriada, una vez
con 200 ml. y otra vez con 100 ml. de éter
etilico. Se lava después el éter con 80
ml. de una sclucidn concentrada de cai-
bonato de sedio de pH 10.5, la cual se eli-
mina. Se agita luego vigerosamente con
20 ml. de la NaOH al 8%. La capa ‘e
NcOH rno se elimina, se neutraliza par-
cialmente con 80 ml. de bicarbonato d=
sodio al 8% vy se vuelve a agitar con ia
capa de éter. Se elimina entonces la -a-

pa acuosa y se lava el éter primero con
20 ml. de bicarbonato de sodic al 8%
y después con 10 ml. de agua destilada.
Se elimina el agua tan completamente zo-
mo sea pcsible.

2) Exiraccidn y metilacion de las
fracciones dendlicas. Se vierte la solu-
cion etérea en un matraz y se destila el
éter hasta su desecacion en bano de Ma-
ria, se anade etanol para disolver el -e-
siduo, puesto que el estriol no se disuet-
ve {dcilmente en benceno y se deja on-
{riar.

Se trasfiere el conienido del mairaz
con 20 ml. de benceno a un embudo da
decanlacion que contenga 25 ml. de éter
de petrdleo. Se extrae la solucidén ben-
ceno-éler de pelrdles con 2 volimenes e
25 ml. de agua y después con 2 de 45
ml. de NaOH al 1.6%.

Los extraclos acuosos que contienen
la Iracciéon de estriol se recogen en un
matraz de Erlenmeyer de 100 ml)., provis-,
to de tapa esmerilada, el cual contien<
0.9 g. de 4cjdo bérico y 4 ml. de NaOH
al 20%. Los extractos alcalinos que con-
tienen las fracciones de estrona y estro-
dicl se recogen en un mairaz similar el
cual contiene solamente 0.9 9. de dcias
borico. Se colocan los dos matraces en
bafioc Maria a 37"C y se aiade a cada
uno 1 ml. de sulfato de dimetilo. Estus
sustancias deben manejarse con mucho
cuidado bajo tiro de humo y midiendo los
voliimenes con pipeta de seguridad. Se
agitan los mairoces hasta que el dcido
bdrico y el sulfaio de dimetilo se disual-
van y se mantienen a 37°C por 10 a 39
minutos. Se repite el procedimienlo ana-
diendo 1| ml. mads de sulfato de dimetilo
junto con 2 mi. de NaOH al 20% para re
poner el que fue neulralizado por el opri-
mer volumen de | ml. de suliato de di-
metilo.
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Se agiton los matraces hasta que se
disuelva el sulfale de dimetilo y se man-
tiene a 37°C por un liempo adicional de
20 a 30 minutos y se eniria, o se deja
la temperatura ambiente por toda la ne-
che.

3) Destruccidn de las sustancias
contaminanfes por oxidacidn v exiraccidn
de los estrégenos metilados. Se anade
10 ml. de NaOH al 20% vy 2.5 ml. de pe-
roxido de hidréogeno al 30% a cada uno
de los matraces y se transifiere su conte-
nido a embudos de decantacion. Lo fraz-
cidn de estriol metilado se exirae con Z5
ml. de benceno, vy las fracciones de estro-
na y esiradiol metilados se extrcen con
25 ml. de éter de petrdlec; se usa prime-
ro los solventes para enjuagar los corres-
pondientes matraces de metilacion.

Los exiractos ds benceno y éter de
petroleo se lavan 2 veces con 2 volume-
nes de 5 ml. de agua vy se elimina el agua
tan completamentie como sea posible.

4) Cromatografia. Se prepara ci-
da columna saturando parciadlmente el tu-
bo de cromatografia con benceno o éter
de petrdleo, segun sea el caso y luego se
anaden 2 gr. de alimina cuya actividad
ha sido establecida por los procedimien-
tos que se describen mds adelante; en
chorro tenue para evitar el ingreso de ai-
re durante su pasaje por el solvente.
Cuando ha sedimentado la alimina, se
nivela su superficie. Los solventes se de-
jon pasar hasta 0.5 a 1 cm. de la super-
ficie de la altmina, pero nunca por deba-
jo de ella, antes de afadir olro solvente.

La fraccion de estriol metilado en
benceno, se aplica a la columna de ali-
mina preparada con benceno, cuidando
de no transferir nada de agua. Se eluye
entonces la columna con:

a) 12 ml. de una mezcla de etanol

ANALES DEL PROGRAMA

al 1.4% en benceno; el efluyente extrae
la banda de pigmento urinario y se des-
carta y

b) 15 ml de una mezcla de stanol
al 2.5% en benceno; el efluyente contie-
ne tedo el éter metilico de estriol v se re-
coge para colorimetria.

Las fracciones de estrona y estradinl
metilados contenidos en éter de peirdleo
se aplican de manera similar a otra co-
lumna de altimina preparada con éier de
peiréleo. Se eluye la columna con:

a) 12 ml de una mezcla de bence-
no al 25% en éter de peirdleo; el efluyen-
te se descariq;

b) 15 ml de una mezcla de bence-
no al 40% en éter de petrdleo; el efluyen-
te que centiene todo el éter metilico de
estrona se recoge para colorimelria;

¢) 12 ml mas de la misma mezcia
de benceno al 40% en éter de peiréleo;
el efluyente se descarta; v

d) 12 ml de benceno; este efluyen-
te que contiene todo el éter metilico de es-
tradiol se recoge para colorimetrio.

5) Evaporacidn de los solventes. A
cada uno de los tubss que contienen los
eluidos se agrega 4 mg. de quinol (0.2
ml. de una solucién al 2% p/v. en eta-
nol). Las soluciones se evaporan hasia
sequedad por calentamiento de Bano M-
na. Los tubos para el blanco contienen
solamente quinol v se preparan al mis-
mo tiempo.

6) Desarrollo del color v colorime-
irla. Se anade 3 ml. del reactivo de qui-
nol correspondiente a cada fraccidén estro-
génica en sus tubos, los cuales se calien-
lan entonces durante 20 minutos en Ba-
no Maria hirviendo. Se agitan los tubos
2 veces, durante los primeros 6 minutos
de calentamiento. Después del calenta-
miento, los tubos se enfrian en bafic de
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agua helada. Se afiade 1 ml. de agua «a
cada tubo con estriol, 0.5 ml. o cada tu-
bo con estrona v 0.2 ml. a cada tubo con
estradiol.  Se agitan los tubos y se vuel-
van a calentor en el Bano de Maria hir-
viente por 10 minutos.
En el melodo original de Brown (1),
la leclura se hace después de este paso,
en espectrofotémetro Unicam S. P. 600
usando celdas de 1 cm. En este labora-
torio se ha desarrollado un paso adicic-
nal para adaptar las lecluras al espectro-
fotémetro de Coleman del que se dispo-
ne; consiste en enfriar los tubos durante
10 minutos en bafio de agua helada y
agregar luego a cada uno S5 ml. de dci-
do sulfirico al 30%, agitar, volver o ca-
lentar en el Bafio de Maria hirviente por
3 minutos y enfriar en agua helada para
vroceder a la lectura.
Las densidades opticas se miden
conira los blancos de reactivos que hon
seguido el mismo procedimiento. Las
longitudes de onda que fueron previa-
menle delerminadas en este laboratorio y
encontradas adecuadas fueron las  si-
quientes:
para estriol v estrona: 470, 510 y 550
milimicras;

para estradiol: 475, 515 y 55 milimi-
cras.

Se corrige las densidades épticas

ANALES DEL PROGRAMA

aplicando la férmula propuesta por Allen

Q7).
Las lecturas corregidas serion:

para estriol y estrona:

DO;10 — (DOyze + DOj300/2
para estradiol:

DO{?;‘) - (DOSIS + DO.’)-"IS)/B

Las cantidades de éteres metilicos de
los estrégenos presentes en cada tubo se
hallan aplicande las densidades dpticas
corregidas @ la curva de calibracién
stondard propia de cada uno, preparada
con éteres metilicos puros.

Estas se convierten luego en las can-
tidades correspondientes de estrégenos li-
bres multiplicando por la relacién de pe-
sos moleculares. En la practica hemos
omitido este paso teniendo en cuenta que
la mencionada relacién es muy proxima
a la unidad.

La excrecién de 24 horas se calcula
de este valor v del volumen de orina por
24 horas.

RESULTADOS

En el cuadro N? 2 presentamos los
promedios y desviaciones standard de
nuestros casos.

Como ilustracién presentamos grdii-
camente cuatro de nuestros casos.

Cuadro N° 2. Estréogenos urinarios en 8 mujeres normales: promedio y una
desviacion standard (u8./24 horas).
N° d Est (E.)
Dias del ciclo ©ae strona Estradiol Estradiol E,+E,+E,
¢asos (E,)
7 (E;)
7° — 8° 7 6.4 + 3.1 0.6 = 0.9 82 + 34 18.9
140 — 15° 8 11.2 = 7.6 3.1+ 22 25.6 = 13.3 39.7
219 — 25° 7 114 = 26 2.0 = 1.0 18.0 = 8.2 31.4
Abreviaturas usadas: E, = estrona; E, = 17 B-estradiol; E; = estriol.
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Gratico N® 1,—Excrecion de astrdgenos en el caso N° 1.
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Grafico N°® 2.—Excrecion de estrégencs en el caso N 2.
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Gréfica N@ 3. —Excrecion de estrégenos en el caso N® 5.

S 371
E-.E; 37
§\£ W
w
& e
39 a
~ 7
40 £y
© 30 ~ Es
$o %
<«
s ¥ 204 E, 2! EE
o oy 4
o L g
58 b
L
0 T T T T % T Tt T T v T T Tl T T T T
2 4 4 8 46 42 A4 AL 48 20 22 24 2 28
DIAS DEL CICLO
Grafica N® 4.—Fxcrecién de astrégenos en el caso N°® 7.
2 — 37‘J
SO
™ ~
R
x &
F:l 361
304 E’
Ey
v
Q—_\ 20
2y
Wz
]
O\ EL
K o B g
“ E
W p [
E 3
1
0 E‘l l + - T T A .. T T u T T T 1
ST 4 o 8 A0 A2 A4 AL A8 20 22 24 24 28

DIAS DEL CICLD



ACADEMICO DE MEDICINA
COMENTARIO

Caso N? 1. Presenta las variacioncs
lipicas con valores muy bajos (E. nulo)
en el 89 dig, representando la {ase preo-
vulaloria; valores mdéximos en el 149 dix
que coinciden con el comienzo del alza
térmica, representando la fase ovulato-
ria; bajando luego, sin alcanzar los va-
lores minimos de la 1% {ase en el 259 dia
(fase luteinica). En este caso, el unico
en nuestra serie, el E; subié aln mas en
la 3% fase; fendmeno ya descrito en la se-
rie de Brown, (18).

Caso N 2. No obtuvimos evidenzia
de! llamado pico ovulatorio y es proba-
ble que los valores del dia 14° represen-
taran mds bien la depresion que sigue l
pice; solamente el E,; alcanzé un nivel
mdximo en esa fecha, fendmeno descrito
en la literatura y atribuido a la metaboli-
zacion de los olros dos estrégenos hacia
E. En la 19 fase los valores fueron algo
elevados sugiriendo la pendienle en «s-
censo cel pico ovulatorio. En la 3% fase
los valores fueron tipizos de la fase lutei-
nica aunque el E; fue nulo, cosa que
también enconiraron Loraine y Bell, (19).

Caso N¢ 3. El pico ovulatorio fue
muy clarcmente demosirado. La 39 de-
terminacion hecha en el 272 dia, dcs dias
antes del ciclo siguiente arrojo valores
muy bajos no represenialivos de la fase
luteinica. Tales valores fueron excluidss
del cdlzulo de nuesiros promedios.

Caso NY 4. Presentd el ciclo mds
largo de nuesira serie, los valores de las
tres delerminaciones fueron muy simila-
res y parecen corresponder ¢ cifras ba-
sales habiéndosenos escapado tanto el
pico ovulatorio como la f{ase luteinica.
Desde luego estos hallazgos también po-
drian explicarse posiulando la existencia
de un ciclo monolasico ancvulatorio; pe-
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ro contra esa inlerpretacion estd el hecho
de que la curva térmica {fue delinidamen-
te bifasica con un franzo nadir en el 17°
dia seguido por un ascenso de 1"C.

Caso N? 5. No obtuvimos evidencia
de! pico ovolutario el cual, de acuerdo a
las variaciones de la curva térmica, tuvo
lugar probablemente entre el 109 v el 14°
dict que fuercn los que usamos para nues-
iras determinaciones v obluvimos valores
similares y relativamente alios correspoa-
diendo posiblemente a las pendientes as-
cendente y descendenie del vico cvulx-
torio. En la 3% determinacion los valores
fueron altos todavia, correspondiendo «
la fase luleinica.

Caso N* 6. La hisloria menstrual no
presenia ningun rasgo llamativo; el regis-
tro térmico resulid précticamente monofé-
sice v las tasas de excrecién estrogénica
precentan también una notable uniformi-
dad, habiéndose hallado nula para el es-
iradicl, precisamente donde debiera espa-
rarze el mdximo, cosa que no ha sena-
lado ninguro de los aulores consullados.
Si recordamos que la {recuencia de los
ciclos anovulatcrics es madximo en los
dos extremos de la vida fériil de la mu-
jer, la edad de este sujeto, asociada a los
hallazgos que se acaba de enuncziar no
permiten descartar la existencia de un ci-
clo anovulatzrio, cosa imposible de esta-
blecer definilivamente en ausencia de
olros exdmenes, entre ellos el dosaje de
vregnadiol.

Caso N 7. La duracion del flujo y
la periodicidad tienden hacia los limites
mdaximos de la normalidad; su curva {2:-
mica no presentd un cardcter bifdasico de-
finido vy, salvo el esiriol que presento un
pico en la segunda determinaczion, las
olras dos {racciones presentaron mds bizn
un ascenso sosienido y gradual; configu-
racién similar a loa descrita por Fotherby
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vy Brown, (20) en ciclos anovulatorics.
Consideramdo la edad de este individuo,
el més joven de nuestra serie, los hallaz-
gos que acabamos de comentar y lo dis-
cutido a propdsito del caso precedente, s=
puede plantear igualmente la posibilidad
de un ciclo anovulatorio, sin poder con-
firmarse por las razones ya enunciadas.

Caso N? 8. La historia menstrual lle-
ma la atencién por el marcado compo-
nente dismenorreico; la curva térmica
mostré un ascenso definido desde el 13°
dia, con varias intermitencias en la 29 fo-
se. Las tasas de estrogenos estuvieron
en general bien ubicadas dentro de los
rangos establecidos por Brown (18).

Sin embargo, en la 19 determinacién
la excrecién diaria de creatinina fue defi-
nidamente baja en relacién con los pro-
medios normales y probablemente corres-
pondié a una coleccidn incompleta; no
obstante ne se corrobord con el dosaje de
otras muestras, aunque como se nota (G-
cilmente cualquier correccién no altera-
ria significativamente el patrén general.
En suma, en este caso, se obtuvo buena
evidencia de ovulacién.

CONCLUSIONES

1. El método de Brown, cuya efica-
cia para la determinacién de cantidades
muy pequefias de esirégenos en la orina
ha sido ampliamente acepiada y compro-
bada durante mds de 10 anios en el dm-
bito de la investigacién clinica mundial,
fus adaptade a las condiciones de nues-
tro laboratorio para determinar las varia-
ciones de la excrecidn urinaria de los tres
estrogenos clasicos: estrona, 17B-estra-
diol y estriol, en el curso del ciclo mens-
trual, en un grupo de 8 mujeres normales.

2. Se obtuvo buena evidencia de las
variaciones ciclicas de estas tres fraccio-
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nes estrogénicas en ires momentos del ci-
clo mensirual, por lo menos en 6 de los
casos. Tdles variaciones fueron muy am-
plias para un mismo individuo en dife-
rentes momentos del ciclo y para indivi-
dos diferentes en momentos comparablas
del ciclo; de donde resulta evidente que
las delerminaciones aisladas de estrége-
nos carecen de valor, y que no es posib!z
sefialar de manera precisa promedios de
valor, y que no es posible senialar de ma-
nera precisa promedios de normalidad
sino mds bien rangos muy amplios.

3. No hubo correlacién definida en-
tre la edad de los sujetos ni entre las va-
riaciones de sus volumenes urinarios con
las tasas de excrecion de esirdgenocs. Se
pudo observar en cambio una buena co-
rrelacién entre el peso vy la contextura in-
dividuales con las tasas de estriol, relati-
vas a la suma de las otras dos fracciones.
También se observé una buena correla-
cién entre las variaciones de los esirdége-
nos y las de la temperatura basal.

4. En un caso de feminizacidn iesti-
cular, las tasas de estrégenos guardaron
buena correlacién con los hallazgos anc-
tomicos, los de ofras pruebas de labora-
torio y el grado de feminizacién observa-
ble clinicamente.

5. No creemos que el costo elevado,
el consumo de tiempo, el entrenamiento
especial del personal técnico requerido,
ni los resultados de este método, justifi-
quen su empleo en la préctica rutinaria
en la cual lo aventajan otros métodos mas
sencillos y eficaces. Pensamos en cam-
bio, que su aplicacién o casos selecciz-
nados donde el diagndstico resulia oscu-
ro por la negatividad o la falta de correla-
ciones mutuas entre los otros métodos,
pueda dar optimos resultados.
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RESUMEN

El método de Brown, basado en I
cromatografia de absorcién en columnus
alimina, fue aplicado para determinar,
por primera vez en nuesiro medio, las va-
riaciones de la excrecion urinaria de es-
trona, 17B-estradiol y estriol, en un gruco
de 8 mujeres normales, entre los 18 y 38
anos de edad, en tres m:omentos del ciclo
menstrual: fase tolicular, pico ovulatorio
vy fase luleinica.

Los resultados obtenidos estuvieron
de acuerdo con los comunicados por va-
rios autcres, usando el mismo método o
metodos similares.

Se demostré las variaciones ciclicas
de la excrecion de los tres estrégenos, ob-
leniéndose evidencia de ovulacién en 5
casos; en los dos restantes no se puco
descartar, aunque tampoco se comprobd
definitivamente la posibilidad de cicics
anovulatorics.

Se observd buena correlacién enire
las variaciones estrogénicas y las curvaes
de temperatura basal, ast como entre ia
excrecién de estriol y el peso corporal.

En un caso de feminizacidn testicu-
lar, los dosajes de estrégenos se correla-
cionaron muy bien con el grade de femi-
nizacion detectable clinicamente, con <-
tras pruebas de laboratorio y con los ha-
ilazgos anatdémicos.
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