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El trabajo realizado comprende dos partes, en la primera
de ellas se hace el estudio qufmico de los corticoldes en embarazos
normales y patoléglcos; en la segunda parte se realiza el estudio cro-
matogrifico de los corticoides en iguales casos que los estudiados an-
teriormente, ademds se trata de comparar cuantitativamente ambes apre-

claclones.,

81 estudio qufmico comprende: a) valoraclones de corti=-
coldes considersdds como termoldbiles (Corcoran, 1948); b) valoracio-
nes de corticoldes considerados como termoestables (lompsett, 1953)
¥y ¢) sustancias consideradas como 17 hidroxicorticoides (Glenn y Nelson,
1952),

Los datos obtenidos en los casos ccnsiderados permlten
deducir un aumento de la excrecién urinaria en razén del doble para
los termolébiles, del triple para los termoestables y un poco mis del
triple para les sustancias conslderadas como 17 hidroxicorticoides,
hacia el sexto mes delembarazoj algunos casos patolégicos estudiados
en el perfodo de m&xima excrecién no muestran mayores desviaciones con
respecto a los valores obtenldos en las gestaciones normales,

Llas curvas de comperacién en las valoraciones se hicieron!
para corticoides termoldbiles con 11 Dehidro-corticosterona (Kendall A),
para corticoldes termoestables con acetato de desoxicorticosterona
(Reichstein Q), y para 17 hidroxicorticoldes con 17 hidroxi- 11 dehidro-
corticosterona (Kendall F).

En la cromatograffa en papel se siguié la técnica propues-
ta por Zaffaroni (1951), se hicieron valoraciones con los testigos eo=-

rrespondientes a sels hormonas puras de accién fisielégica conocida que
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corresponden & las sigulientes

sustanciag?

11-Dehidrocorticosterona (£gndall A)

Corticostercna

(Kendall B)

17 hidroxicorticosterona (kendall &)
17 hldroxiell dehidro-

corticosterons

Degoxicorticosterona

(Kencdall F)
(Retchstein Q)

17 hidroxi«desoxieor-

ticosterons

Se obtuvieron los valores del Indice H¢ (cuya tabla figura
en ol trcbejo), sleudo los valores hallados poco distintos a los obte-

aldos por el autor citado.

Se cromatografiaron los extractos urinarios, @« 1iferentes
tieupos wostraudeé que la eliminneidn corresponde casi exclusivameate
8 12 zona de los campuestos 17 hildroxicorticosterona y 17 hidroxi-

11 dehddrccorticosteronz,

Apreciaciones sproximades en los revelados utilizando trie
faniltetrazolimm (IFT%) y cemparsds cou lus hormonss puras permiten

deducir valores comprendldos aalre ua ddcimo y un cuareatsavo del vae

lor gqufmico correspondieats,

(Relcgstuin &)
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RESUMEN Y _ CONCLUSIONES 7 A7 T

Se estudié la eliminacién urinaria de corticoldes durante el em=-
barazo normal y patolégico, empleando métodos quimicos para la '
estimacién de los corticoides termolébiles, corticoides termoes=

tables y 17 hidroxi-corticoldes.

Los valores encontrados para dichos corticoides hasta las proxi-
midades del tercer mes de gestacidn, no difiere de los hallados
para las ellminaciones normales intermestruales, aumentando en~-
tonces 1los termol{biles hasta el doble, los termoestables hasta
el triple y los 17 hidroxi-corticoides hasta poco mis del tri-
ple hocia el sexto mes; descendlendo luego para llegar a valo=-
res algo mayores que los intermestruales a2l final de la gesta=

cibn.

Algunos casos patolégicos estudiados en el perfodo de méxima
excrecién no muestran mayores desvlaciones con respecto a los

datos obtenidos en gestaclones normales.

La cromatograffa sobre papel, muestra que los corticoides eli=-
mlnedos durante el perfodo de uéxime excreciéa corresponderfan
a la 17 hidroxie-corticosterona (cuerpo F) y 17 hidroxi-11 dehi-

drocorticosterona (cuerpo E),

Apreciaciones aproximadas en los revelados de los cromatogramas
comparados con las sustaaclas puras, permitea deducir valores
comprendidos entre un décimo y un cuarentaavo del valor quimi-
¢c0 correspondlente a los 17 hidroxi-corticoides. u\
/‘,/' / (’-,” / )
//” 4 W/Q//Q e e
v 7/ Fer ' Terid - Bi7
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CAPITULL 1

FISIOLOGIA DE LAS HORMONAS DE LA CORTEZix SUPRARRENAL

le funcién de la cortess suprarrenal es recifu reconocida
en ol aiio 1854 por Kkoelliker, quien distingus la diferente estructura
de 1z cortess y la médulas suprarrenal,

Thomas Addison en 1855 describe los sintomas de ls insufie
ciencia suprarrenal y un afio después Broun y Séquerd demostraron los
efectos de la insuficlencie suprarrenzl en conejes, perros y rata;
por extirpscidén previs de la glédndula, en caso que la extirpacién era
bilstersl, los animales morfan indefectiblemente.

En 1927 Hartman, Mo Arthur and Hartman, Rogoff y Stewert,
obtuvisron extractos de cortesa surarrensl, capaces de mantener la vi-
da en oenimales adrenelectonizados.

En 1938 Kendall and Grollmen eislarcn sustsncias cristalie
nas activas y lucgo Reichstein caracterigé el primer componente que
1lem§ CORTICOLTERONA y el mismo investigador en 1938 descubrid 1a
11-Dehydrocorticosterona,

Ia 17 hidroxi-corticosterona fué aislada por ileichstein en
1937 y por Kendall en 1938,

Hasts el presente se han aislado 38 corticoldes, (Hgqines,
1952) de los cuales 7 son considerados con actividad fisiolégica defi-
nids,

Llas fuaciones de las hormonas de la cortesa suprarrenal

son varias y entre ellas podemos diferenciar,
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I) Activided mineralo-corticoide:

Las hormonas que tienen esta actividad son? la ll-Desoxi-
corticosterona (Reichstein A); la 11 Desoxi~ 17 hidroxicorticosterona
(Reichstein 5) y la Aldosterona (Simpson 1953); actdan controlando el
equilibrio electrolftico y del agua entre los 1fquidos celulares y
extracelulasres, favoreciendo la retencién del cloro, sodio y agua y la
eliminaciédn del potasio,

En los casos de 1nsuficiencia suprarrenal se camprueba la
disminucién del i1én sodo y cloro en el plasma sanguineo, como del a-
gua; la disminucién que resulta del liquido extracelular por la deshi-
ératacién trae por consigulente una perturbacién en la presién oncéti-
ca, origindndose as{ un estado de shock en los casos agudos.

Ademds se comprueba aumento del potasio sangulneo,

II) Actividad glucocorticolde:

Actdan en el metabolismo de los hidratos de carbono, espe-
clalmente de la glucosa, ya sea por gluconeo-génesis o por disminu-
cibén de la glucolisis, especialmente tienen actividad? 17 hidroxi-cor-
ticosterona (Kendall F); la 11 Dehidro-17 hidroxicorticosterona (Ken-
dall B); y en menor 1 ntensidad la 11 Dehidrocorticosterona (Kendall A)
y la corticostera (Kendall B),

En la insuficiencla suprarrenal se observa una mayor sensie-
bilidad e intolerancia a la insulina (Lewis 1924),

En la enfermedad de Addison, tfpica de la insuficiencia
suprarrenal la glucemia se halla disminufdaj con valores de 0,75 y
hasta 0,60 gr o/oo.



II1) _4ctividad rensl

les hormonas de la cortess suprarrenal contridbuyen & regue
lar el volumen plasmético, debido a 1z accidn que ejercean a la altura
de los tubos renales de favorecer lz reabsorcién del iomn cloro, sodio
y agua y 1la eliminacién del 1én potasio.

in 1l insuficleacis suprarrenal se cbserva mayor eliminge
cibn del sedio y cloro y retencidn del potasio y sustancia nitrogens=
das,

Cuando la insuficlencla entrs en la faz aguda se produce
oliguria y poliuria,

IV) 4etivided gexusl)

Las hormonas de la cortesa suprerrensl participan en la
s{ntesis de los ésteroidal, en general y en &l metadbolismo de las hore
monas sexuales (Hamblen 1948),

leg slteraciones fisioldgicas y anatdSmicas que lzs hormo-
nas corticales producen sobre los caracteres sexuales han sido amplia-
mente demostrades,

En 1a hiper funcién cértico suprarrenal en le mmjer se proe
ducen fenfmencs de virilisacién.

En el hombre se comprusbe uan sindrome de feminizacién como
1o ha demostredo experimentalmente Hell (1930),

Experimentalmente se ha comprobado que la inyeccidn de
desoxicorticoaterona proveca acciones progestaclionales en el endos-
trio de conejos y cobayos (Miescherk, 1938),

Corroboren estos hechos la presencia de sustancias androgé-
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nicas y estrogénicas en el extracto suprarrenal; se aislé la adrenose
terona en suprarrenales de vacunos (Heichstein 1936), la estrona
(Beall 1939) y progesterona (Beall 1938).

Ademds se comprobd la eliminecidn urinaria de estrégenos

en mujeres castradas ( Frank 1936 ),

V) Aectividades varias:

Se incluyen entre ellas efectos nerviosos, fendmenocs de ae-
daptacién, capacidad funcional del mﬂsculo, crecimiento, presidn arte-
rial, sangufneos (efectos sobre los eosinéfilos (Thorn, 1952), permea=

bilided capilar, metabolismo pigmentario etc.

‘ineralocorticoides — K, Na’H2°
CiyPp

H,de carbono
Prot,

Bogin

— Glucocorticoldes

Corticoides Androgée —— Caract. sex.
nicas masc.

Hormonas de la corte-

& C !
Corticoldes EBstrogénicos aract. sex.

acciones

La diferenciacién no es extricta pues algunas hormonas gue

tienen aceidn sobre la retencidn del fon Ha 8 C1, a su vez no la tie-
nen sobre los hidratos de carbono, como lo demuestra el sigulente cuae

dro?
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Bfectos cuantitativos aproximados de log principios activos

conocidos de la corteza suprarrensl (Ingle 1950)

£1 valor 1 es minima y el 5 mdxima actividad

Mantenie Meta= Traba~ Glucé- Accidn
miento Funcién bolis- fo geno Diabe-
de la vi- Renal mo Ue tégena
da fi:ctro- iar (H{gado (Rata)
R (b os ) ta
(Rata) erro) (Pepro) (Rata) Rata
‘orticosterona 1=2 2 l-2 3 3 34
.~Dehidrocorti=
costerona l-2 2 1=2 2 2 =4
.= Dehidro~17 hie
droxicorticoste=
rona 2 1 ? 4 4 [
' Hidroxicorticose
terons 2 1l ? 5 5 5
. Degsoxicorticos=
terona 4 4 6 1
aceidén Amorfa 5 *5 ? 1=2 1 ?

En dicho cuadro no se incluye la aldosterona recientemente
descubierts, y cuya accién es principalmente en el metabolismo de los

electrolitos.

L

Relacién con otras glfndulas de secrecién interna

La fisiologfs de la corteza suprarrenal estd intimamente
relacionada con el 18bulo anterior de la hipéfisis, tal que la destruce

cibn de 8ste provoca una atrofia en la cortezae.



Lo mismo puede decirse en el caso de la hiper funcién hipoe
fisiario que provoca una hipertrofia de la corteza,

En cuanto a la rolacién entre las glfndulas sexuales y la
corteza debe suponerse una accién muy estrecha debido a la similitud
en los sintomas del sindrome de virilizacién producido ya seJm%unores
intersticiales de los testiculos, por el anenoblastoma de los overics
y la hiper funcién suprarrenal.

Adem£s la corteza suprarrensl estd estrechamente vinculada

a la gldndula tiroides y paratiroides.
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pucstos Uislnes, 1968/) de los cusles 7 tiensa sotivided fisiollgice
def inlde,

bichos corticoldes contienen el clelopentsne perhildrofensie
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ruw CLant,
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o
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Aldosterona (Simpson 1964)

Grupos qufmicos y actividad fisioldégica

le presenciz de un oxigeno en el C;; o la introduccién en

dicho carbono de un HU en posicién ¢ , da origen a compuestos con ace



cién sobre los hidretos de carbono (ihorn, 1949), retrasaen la fatiga
muscular (Ingle, 1949), aumentan el catzbolismo proteico (long 1942),

va eliminacidn del oxfgeno o del oxhidrilo del Cqj hsce de=
saparecer la accidn sobre los hidratos de carbono pero actfon en el me=
tabolismo de los electrolitos (LEj: 11 desoxicorticosterona),

La introducciédn de un oxhidrilo en el carbono 17 (posicidn
o) favorece la accién sobre los nidratos de carbono, pero los elece
trolitos tienen acciones algo antsgbnica 2 los compuestos que carecen

de oxfgeno en ol C33 ,Thorn (1951),

Lstereolsomer{a de corticoides

ig diferencia entre el pregzaano y el alo pregnano es la sie

gulente
f.u_’ Cl,
St cu
AP NN
ur | i
AN
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NAN
L. g
Alo=pregnanc Pregnano
La diferencia corresponde & la posicién del hidrégeno del
05,
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Compuestos cuys sctividad fisicléegica se degcovxoeo ( en L4 svléforrcmo /

a «xiste un grupo de esteroides, aisludos &1 li cortass sue
°

prarreasl accln sexual zadrogéalca y estroglalca y eatre ellas tene=

nos 3 ‘(‘.H,
0 £ > 4o 8 ?
QAN /\4/\"|°" IR /_j\ /\i)\[
N \/I—l /\l/I\J — /\I ..\,/“ NS \I
[ l J
J\//l\/l /I\/\/ Ho \/"'\/ Hor N/
AQronosterons 17Mmiéroxi= droxiane estrons
progesterona sterona t
y séeeds la progesterona (1),

que
En cusnto & los corticoides andropénicos puede docirse die

chas hormonss (andresterona, hidroxiigoandrosterons y la hidroxi proe
gesteroan) aumentan en los casos de hiper funcién cortical y ejercen
unh accida virilisente,

El papel fi3iloldgico de 12 estron: y progestorona no es
conocido.

Utres compuestos cuya ectividad dMoldgica se dosconcee’

CUabin® ¢ III  (Fleser, 1940)

ely 0N Cusoh cua."“
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deichstein 1 Relchstein o Koiehctd.n R

(1) le dcooncorucostem tiono une leve acciln estrogénica como
10 ha demostredo Ga
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Reichstein P Reichstein I Reichstein O Reichstein L

Dichas sustancias corresponden &8 las siguientes designacio-

nes quimicas,

Reichstein T
Reichstein N
Reichstein &
Reichstein U
Reichstelin &

elopregnane 204 21 diol 311 dione

alopregnane 3 /& 21 diol 11«20 dione
alopregnane 3 [) 112 21 triol 20 one
elopregnane 17« 21 diol 3,11 dione
alopregnane 11() 20(5 2l triol 3eone
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deichstein D alopregnane 3/5 17 X 21 triol 1120 dione
Reichstein € alopregnene 3 & 113 174 21 tetrol 20 one
Reichstein V alopregnane 3/9 11/6 174 21 tetrol 20 one
Reichstein A aslopregnane 3'ﬂ 11/3 17d 20{3 21 pentol
Eelchstein K alopregnane 3/¢ 174 20321  tetrol
Reichstein P alopregnane 3 ﬁ 17x 21 triol 20 one
Reichstein J alopregnane 3 4 17 20 /é’ triol

Reichatein O alopregnane 3 /! 17 X 20{6 triol

Reichstein L

alopregnane 3 /2 170 diol 20 one
[

Bxcrecién urinaris de los corticoides

Las hormonas de la corteza suprarrenal son, en su gran mee-
yorfa inactivadas por el hfgado y pierden asf su actividad bilolégica,
pero una parte conserva la actividad propia de los corticoldes, es de=-
clr que dichos extrsctos son capaces de mentener la vida en animales
suprarreno privo y adenfs de tener actividad sobre el metabolismo hie
drocarbonado, o see son gluco=corticoldes (con oxfgeno en el cll)'

Segin Venning el numento de la eliminacidn se debe princie-
pelmente a) operaciones, frfo, hemorrsgia b) enfermedad de Cushing
¢) en el embarazo y la disminucién en la a) enfermedad de Addison b)
Insuficiencie hipofisiaria (Venning, 1946).

La mayorfa de estas hormonas son eliminadas como metabolie
tos al estado de glucorunatos de sodio y la hormona correspondiente
(Cuyler, 1940), ademds se eliminan bajo formas de &steres del SO4H,,
tanto les formes « que no precipitan con digitonina, como las fore
mas ¢ que sf 1o hacen (Berblinger, 1935).

Ademfs de estos 8steres de hormonas es eliminada la "frace



e 13 »

c¢ibn amorfa® con activida bloldégica y cuyos componentes se cree estén

relacionados con la corticosterona (Ffiffner, 1942),
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CAPITUIO III

LOS CORTICCIDbY ¥ LU 17 CBIOESIWROIDEDL, SU_hublud IO

Se definen los 17 cetoesteroldes como esteroldes que ticnen

por nucleo el ciclo pantafensntreno y poseen uns funciédn ceténico en

el Carbono 17.

Pueden clssificnarse en nctivos e inactivos segdn 1a capacie-

ded da desarrollar la cresta en grllos castrados (Callow, 1038),
Cuando se hace ia hidrblisis deida en la orina y luege se
extrae con cloroformo, como an el presente trabajo, el extracto cone

tiene las sigulentes fraccloies.

1) Fraccién 4cida
kxtracto total 2) Fraccién neutra
3) Fraccién fenélica

Lla fraccién £cida probablements contenga ¢l grupo <COC0H y
gean derivados del &cido célico, le fraceién fenblica son estrégenos
y sustancias que contlenen el grupo oxanidrilo fenblicoj smbas frace
clones son eliminadas coa solucién de HONa,

A gu veg la fraccién neutra contlene sustziclas zndrogénie
cas es decir 17 cetoesterolides cuyo origen puede ser cortical en su
gran parte y gonodal,.

Lo fraceld$n neutra puede ser fraceionads de la siguiente

manera ( Dobriner, 1948 ),
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;
. _ . Pracei8n K
iraceidn cotdales Ligitonina cotgzic; (No pp)

fraceilén A
cetdnica (pp)

Fraccién

‘Reactivos

Neutra Girard !

[ Fracci’n no zlcondiica
| Annidrido
Yraccida ¥ hidro
| i eoténieca| pg.qy., Fraceidn 3440, | alcchél,
olcohélice nina
) hidro
alcochol.

De 12 fraccidn total neutra se han aiglade cuatro 1l17eceto

esteroidesy en orlas y ellos soni

/
12) alfa 17 cetoesteroides? ecndrosterona |\t]

905

y el etiocolane 3 (alfa) al 17 Ona ’\Kj
a4 H/
Y

|
T

&1 primero es francamente androgénico, pero el segundo es
bioldéglcamente inactivo.

vg considera que ex al hombre dichos compuestos se origlie
nan en el testfculo y en la corteza suprarrenial, pero en la mujer so-
lamente en iz cortezs suprarrenal (Callow, 1939),

29) s tormas beto de l7«cetoesteroldes compreadent isosndros-

terona r:fj
/NN
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¥ 1o dehidrolsonnd-ostorons [T

Se supcne quo estas 2 Wibiwzs solamente correspoaden a un
7.: del totel y proceden Giicauanie do lo cortez suprarrensl (Lalbot,
1940),

Todos ectos compuestos soun exerctuadss hajo formas de dstee
res del fceldo sulfirico (Veaning, 19¢3),

bos uillgrenos elininados en el haukre aormul, dlariameante
oscilen eatre 15=17 mg y en 1o zujer 8«12 mg ( Froser, 1041 ).

gy cwientos de 17 cetoesteroides en hiperplosia e hipere
trofia de le cortcze suprarrenzl, cn el climaterio y durante La gege
tecidn, ¢isninuyc en le hipofuncidn, enfernedad ¢e iddlson y enfermee
dsd de Simmonés, enfermedrdes infeceloses (fepette y Pandolfo 1947),

A los 17 cetoesteroides se les consldera productos metabd-
licos, probablemente derivados de lzs normonas de la cortsza suprae
rrenal (Dopfrsn 1943) y que hasta el presente no hea sido zlslados

an el tajido cortiezl,
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Introduccién al sstudio experimental

En el presente traobajo las determinaclonss qufmicas comprene
dent 4) determinacién en orina de sustancias consideradas como )] -9xi-

corticoides termoldbiles (Corcoran, 1948), B) Geterminecién en orine

de sustancias consideradas como corilcoides termoestzbles (Tompsett,
1963), €) determinacién en orina de sustancias considerades camo ]7=hi=-
droxicorticoideg (Glenn y Nelson, 1853),

En cusato & las dos primeras técnicas la estructurs requerie-
da del corticolde es gue la cadena lateral sea = COCH/OH pars producir
"formaldehido” por oxidacién con &cido periddico y valorecida por colo=

rimeirfa,

En camblo 1la deteridnaciSn de 17 hidroxdcorticoides se basa
en la reaccidn colorimétrica de S1lver y Porter (1950) con fenilhldree
zina C1H,

Existen ademds otras técnicas con reacciones quinicas, pro-

pledades f{sicas y fenfmenos fisiolégicos.,

Métodos gufmicos

La eliminnciédn urinsarla de corticoldes se hace bajo la for-
ma combinade de sulfatos y glucurocnatos de corticoldes, por lo tanto
pera las cdeterminaciones es necesario hidrollzer previamente, dicha hie
drélisis puede ser &cida, alcalina o enzimftica,

Ls hidrélisis alcalina d4 valores bajos (Tompsett, 1853),
1a hidrélisis enzimftica realizada con @ glucuronidasa ha sido estue
dieda por Glenn y Nelsen (1962), y los valores son en general superio-

res a los obtenidos eon hidrélisis fcida.
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Ln cusnto & este §ltian hidrélisis se trata de comperar la
accidn hicrolftica en frfo y en csliente, cuyas conclusiones se expoe
nea &l final cel trabajo.

Se hz: eacontrado quc 1z capacidad de la desoxicorticosterona
y de is cortlcosterona parsz producir ca:stldades tedrices de formaldehlie
do cuando es tratada con £cido periédico, es inalterada por previo trae
tamiento con altas diluciones, de Acidcs minerales,

in camihlo la capacidad ce lc cortisona para rsaccionsr con
4cido periédico y produclr formeldchido es raducida ¢ cantidades despree
eclables por tcl tratzmiento,

k1 método de veloracién de sustanciss consideradss como core
ticoides termoestebles esté estrechamente viaculado & la determinacida
de metasbolltos considerados como corticosterora y desoxlcorticcesteronz.

Metabolitos relativos a la cortisona y 17 hidroxicorticoides
no estén inclufdos. v

wa cadeas lateral = é-g-CHQOH, tal como se halla en la cortie
costerona y en la desoxicorticosterona es estable a la accifn de los £

cidos minersles, en caliente. Compuestos con cadens lateral - C-ﬁ-ﬂﬁﬁ
OH Ha
podrfan encontrarse y ser también estables., Compuestos con cadena la=-

OH
teral - i-cocuzoa, es decir con un oxhidrilo en el Cy,, tal como se en-
cuentra en 1la 17 hidroxiell dehidrocorticosterona (cortisona), carecen
précticamente de cepacidad para producir formeldehido, por previo trae
taniento con 4cidos minerales.

Las técnicas que utiligan el dcido molfbdico con producecién

de sustanclas reductoras dan, en general valores altos y poco constane

tes.
Con respecto a los métodos que utilizan propledades f{sicas

tenemoss a) valoraciones espegtrofotam‘tricaa por absorcién en el
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en el ultravioleta ( 240 ¥ 2m ); b) valoracién basada en el poder

rotatorio; ¢, determinaciones por absorcidn infrarroja (Haines, 1952).

Resumiendo:
Bstructura quimica requerida Técnica
‘}uﬂ'
= H
Yo \'/,<0H | 2

1) ]/J~J 1) €U0 por oxidacidn con

e 10,1

3

2) 2) Absorcidn ultravioleta

(Mason 1948) y (Schneider
1950)

a) 3) Por formacidn de compues=-
tos de reduccidbn del'mo-
libdeno azul"

4) 4) Rotacidn éptica

(Haines, 1952)
5) 5) Absorcidn infrarroja

(Haines, 1952)
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Determinacién de sustancias consideradas como corticoides termolibiles

en orinas de embarazos normales y patolégicos, Corcoran, 1948

Método

Se recoge la orina de 24 horas, se le agrega como conserva=
dor 5 ec de cloroformo o 1 ¢¢ de mertiolato acuoso 1 %,

Sobre 200 em3 se 1lleva pH = 1 con 4cido clorhidrieo conc,

Se extrae 4 veces con porclones de 5V cec de cloroformo, se
aglta cada vez durante 15 minutos, se centrliuga para deshacer la emul=-
sién. Se seca por agregado de sulfato de sodio anhidro, se filtra el
sobrenadante con lana de vidrio,

Se¢ lava 2 veces con solucién 0.1 ¥4, de hidréxido de sodio
con relacién de volumen 9,1 y 1 vez con agua destiiada, Cada lavado
se reextrae con un volumen igual de cloroformo, Xstos extractos se
agregan al extracto clorofdrmico lavado y se deseechan al h’dréxido y
el agua,

Se evapora a temperatura menos de 50§ C, al vacfo hasta
10 ce, Se separa en esta solucién dos partes lguales y ambas fraeclo-

nes se evaporan a sequedad,

Colorimetrfa

1¢9) Myestra oxidada

Disolver el residuo de uno de los dos frascos en 0,5 ec de
4cido acético glacial y humedecer culdadosamente todo el residuo.

Agregar 8,5 cc de agua y luego 0.5 de solucién de 4cido
periddico,

Dejar a temperatura smbiente 30 minutos. Cetener la oxida-

cidn con 0,5 ee de solucidn de clorurc estannoso.



2%) iiyestra no oxldada

k'la otra de las rmitades en que he sido fracclonrdo el exe=
tracto se le agregza igual jue antes 0.6 cc de dcldo scédtico y agua hase
ta © cc,

Se agrega U5 ce de solucién de cloruro estannoso y ense=-

guide 0.5 cc de Scido periddico.

32) bBlanco Ae reasctivos

O resliza un blanco de reactivos oxidadog y no oxidados

preparfndose con lag mismas centidades ya citadas,

Se conecta el beldn con las mageles anteriores a un aparato
de destilacién.

bl tubo condensador llega debajo del menisco de un ce. de
agua an tubo graduado cénico de 10 cec.

Se recoge 8 cc del destilado,

S¢ tomsn 3 ec del destilado y se agregen 5 c¢ de solucién
de fcido cromot:répico. Se coloca a baiio marfia hirviendo por 30 minu-
tos. ve enfrfa rédpidanmenie = 259 C y se lleva a volumen de 10 cc con

dcico sulfdrico 9 M y estabilizaado a 25¢ C, en bafio de agua,

Cdlculo:

® densidaed de color debido a2l formeldehido liberado de 1la
muestra no oxidede se sustrae a la deansidad de color de la muestra oxie-
dada y se compara con la densidad del color del blanco (testigo).

La cantidad presente de sustancias corticoides en el extrace
to urinario gse reflere a une curva de celibracién preparada por oxida=-
cién y colorimetrfa de 11 Vehidrocorticosterona (Kendall &) (Lowenstein
19486).,



Je hecen luc valoraciones an el rotéumetro de Yulfrich (file

tro 13 6, m 857 ),

Hesctivop

~yselas grfifice 4 ) x vluresgls . %g/24 ha.
100

Clerofnrmo pure
scldo aedtice glaciol
ligarixide de sodio U,1 4

sigactivo &cido periddicos’ odnto de asto U V3 ¥
Eg:gﬁ u.%ch. pe peri pot . [

Resctive clopuro estannose (prejarir frescc) 1,4 gr Clgon
80 oo de 801 9,8 4, Lo velere con solucifa Je almie
66n tel que 1¥,2 cc I il gxide & 1V co de Cloua

iesctive £cldo cromotréplco, Ce2 gr, e €2ido cromotrénice
se disuelven en ¢ cc de Bgus, ¥ o lleve £ volumen de
nl coa fclilo sulidrico 13 #,

solucidn de {cido sulfdrico 9 K,
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Valoraciones obtenidas en tres casogs de embaragzog normales a y;avég

de toda la gestaciéni y algunos casos patoléglcos y normales de

sustancias consideradas como 1ll- oxicorticosteroldes termoldbiles

(Corcoran, 1948) en orina

Caso W9 13 T JP.G.

Dfas de embarazo Diuresis ¥%§%§ii%?; mg/24 hs.
Pulfrich)

60 1180 ce 0,21 0,726
92 1050 cec 0,23 0,735
125 1200 co 0.23 0,840
148 1500 ce 0,38 1.65
180 1500 ce 0.24 l.11
200 9260 ec 0,26 0,760
223 1500 c¢e 0,20 0,93
236 1150 ce 0,21 0,78
257 1650 ce 0,10 0,672

parto 262 dfas
25 dfas pos-

terior 1350 ce 0,16 (200 0,420
ce orina)
Cago N8 2 1.2,
30 1300 0,13 0,57
50 1020 0,15 0,50
85 080 0,17 0,593
115 1400 0,22 0.98

150 1050 0,36 1,15



100
1N
185

220
248

Parto: 258 dfas

CTROU CASOS

4v 4 imb, 225 d‘ll
Av g

kgterilidad 8 snfios

%rat.‘hnrmonnl
proges b 4
Bgtro

de 8 Ellb. 108 dfal
(Abortos
naturales)

#e 9  Emd, 160 dfas
(Fartos
prensturocs)

L

1500

1350

1080

1260 ec

1804 1050 ¢e
2104 12889 eo

1680

1720

5 |
Uodt
0,36

Ve2u
G.18
0,43
0,38
C.28

Be/24 ha,

1.82
1.18
v, 7%8

G504
1.98
Ou®
1.51
1.16
.71

0,945
1.54

1,34

1,20




As 8

W g
as 36

e 1

e 19

Ne 13

N2 14

limb, 235 afes
(7 dﬂ:s entes parso)

kfmb.“mu&
imb, 6v &ius

Ceso normsl intere
mestrusl

Caso normal intere
aestrual

Caso normal inter-
mestruel

Caso normal intere
mestrual

9850

1250

X !

Vo2
Vo2

UebD

0.16

0,30

0,32

Vo658

Lo



B)

Determinacién en orina de sustaacies, consideradag como cortie
coides termoestables, en emberagos normales y patolégicos

y otros casos (Tompsett, 1953)

Hétodos Hidrélisis y extraceién

Ve 1la diuresis total se toman 100 ml y se le agregan 20 ml
de fcido clorhidrico conc., se calients a ebulleién bsjo condensador
& reflujo, durante lo minutos,

laego se extrae 3 veces con 86U ml de cloroformo, dicho ex-
trecto se lave 1 veg con 60 ml de hidréxido de sodio § 1 y 2 veces
con 50 ml de ague,

Ll extracto cloraofdrmico es deshidratedo coan sulfato de so-
dio anhidro y evaporado & secoO,

Tratamieato con fcido periédico

&l extracto seco se disuelve en un ml de alcohol ebsoluto.
bgta solucifn es tra:sferida cuantitativameate & un baléa de destila-
cién, lavendo con agua hasta completar el volumen a 1V ml,

intego se agrege 5 ml de solucidn de fcido periddice y 0,5
ml de écide sulfférico conc,

el destilado

La megzcle se calienta y se recoge en un tubo cénico conte=-

niendo 1 # de solucidn de sulfito de sodio, se completa hasta 10 ml,

Un blanco se heee simulténesmente,

Leterminacién colorimétrica del formaldehido

be tome & ml del destilado, 2 ml de agua destilada y 5 ml

de &cido eromotrépico, Ue mezcle y se pone en beiio marfa 1 hora, se
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enfria y se couplets a 10 ml con fcido sulfirico 9 X,
S4multéneanente se hace lo mismo coa el blance,

Curve Je calitracién

Ge calidra ol fotémetro de Pulfrich con el mismo tratamiene
to con Vb, 1.0, 1,5, 2.0 ¥y 2.8 mg Qe acetato de desoxicorticosterona,

Reactivos !

Cloreformo puro

Alechol etflico absoluto

Aeido sulfdrico puro

H14réxido de sodlo 0,1 4

$olucidn de &cido sulfdrico O M

igido perildice! periodsto de potasio 0,01 ¥ en 0,15 N de

écido sulfdrico,
do_cr ¢c@® ks preparado fresco, 0,2 gr de écido

cromotrépico es disuelteo en 2 ml de
agua y 48 ml de £cido sulférico 13 ¥,



GRAFICO N9 o

Curva de calibracidn con acetato de Desoxicorti-
costerona (Reichstein «)

Fotdmetro de Pulfrich (Filtro N2 6, 570 nvd)

Extincidn

C,90

0,010 0,050 0,075 0,10 0,15
Abscisa x
10 = mg %




Copo A3 31 T,P.6,

Ufes de exbarazo

§88¥EE ke

parte 262 dfas

85 dfas pos-
parto

Esgew

10gv

3400

V.28
Vo3l
0,38
0,30

1yl
2,8
2,04
1,8
2,64
1,62
1,12
0,69
1,8

0,97

Vo7
1,00
1,68
1,398
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Pfas de embarago Diuresig  Bxtineiéy  _mg/24 hg
(Potémetro
Pulfrich)
182 1500 0,40 3,37
220 1200 0,35 2,%4
2565 950 0,27 0’75

parte 275 dfas

CEBO Ne 33 G.M.

70 1200 0.26 0,72
100 1350 0,31 1,6
130 1500 0.25 0,76
186 1150 0,56 3,36
220 1080 0,40 2,35
245 . 980 0,30 0,99

parto 255 dias

OTROS CASOS

Ne 4 emb, 225 dfas 1250 0,41 3,0
Ne g

Egterilidad 8 afios 180 ¢ 1080 0,40 2,36

Trat. hormonal Eab,

(progesterona y 0 0
Estro.g 21V 4 125 0.43 3,12

Ne @ Emb, 198 dfas 1680 0,27 1,26
(Abortos
naturales

Ne 2  Emb, 160 dfas 1710 0,30 1,71

(Partos
prematuros



Ne g

Ne 9
Ne 310

Ne 11
Ne 12
Ne 13

NS 14

Emb, 235 dfas
(7 dfes antes parto)

Prob. Cushing
Emb, 60 dfas

Caso normal inter-
mestrual

Caso normal inter-
mestrual

Caso normal inter-
mestrual

Caso normal intere
mestrual

-2 e

Diuresis

1615

800

845

1900

1300

os0

1250

Bxtineién

0,40
0,59

0,29

0,32

0,28

mg/24 hs.
3,70

3,76

0,80

0,95

1,3

1,14



xicorticoldes, medisnte ls Wi:irdlisis dcida (Glean Lﬁ‘uam)

Hftodos

Se recogo ls orine de 24 horss, se tomr una parte slicuota
de 3V ml, se sjusts & pisd 20n U3 ml de Scido sulfirico cons,., se do=
Jo hiirollissr 24 horag & texperaturs esntdlentey, se extrae 3 veces con
1V ¢e ds cloroformo, ln snulsifn se slimlas por cestrifugseisda,

al extracto es lavado 2 veces coa 8 ul de Vel # de hidrée
xido de 3010 y uno veg con § al de Vel 4 de dcido clorhfdrico, los
lavados so1 reextrefdos coa cloroforso,

4) estrecto cloroféraice se le egregan 2 grs de mulfeto do
podic anhidro y se {iltre & triavés 4e pepel -hotmana 4+ 1, el sulfsto
de avdio es lawvedo con § nl So cloreformo y sgregedo al extracto.

L] cloroforne cs @F:DOrado & un: torporetuPt que 10 s6t BIPe=
rior s 8v7 ¢,

il extracto seco es disuelto en 6 ml de cloreformo y cromato-
&r:fisde con flopiall (delson y Semuels, 1958).

& une coluans de vidrie de 1l am de didnetro se sgrege lane
de vidrio, luego 1,5 gr ds florisil y se »justa con otrs porcifa de lae
at do vidrio., i columne es humedecids con 5 mnl de clorsformo puro
¥y lucgo se agregas lo solucifa del extructo,

le elucifn se rosiigs 3ds la maners asigulentel
1¢) Con 26 ml de clorcforsd puro.
£6) 28 ml de¢ cloreformo y motanol al 4 73 estes froeciones contienen

108 17 cetoestsroides 1lidres 7y los conjugados glucorénidos 3¢ la



orins,
34) lyuego se eluye con 45 ml de solucién de metansl sl 26 3 en cloro-

formo,

kgta fltime freccién contiene los 17 hidroxieorticoides, se
evspors & seco & tewperstura no superior a 45¢ C,

dgta freceidn es disuelts en 4 ml de metanol absoluto y
dividido en 2 frecclones de £ mlg al primer tubo se le sgrega 3 ml de
ls solucifa de fenilhidrazina en €cido sulfdrieco 13 H, y al segundo que
actds como testlgo se sgrega 3 ml de solucifn de écido sulfdrico 13 A,

Ambos tubos se colocen ou un baiio a 6V« C durente 1 hora,

luego se valora en ol fotéretro Fulfrichy en filtro % 12
correspondiente a la longltud de onds 434 m , y se hace el cflcule me=
diente le compsracidn con el gréfigo obtoni&o por eslibreacién con 17
hidiroxl=corticosterona (Kendall F) pura, en ilgusles condiciones.

Benctivos

12) Cloroformo puro redestilado sobre cerboasto de potasio

2 ) Florisil, levado con etanol absoluto, secedo y llevado & 6004 C
durante 4 hs,

3 ) tieteanol, destilado por previc trateslento con Z-4 dinitrofenilhi-
dreeina,

4 ) icldo sulfirico 13 ¥ ( 19V ml de ague ¢ 31V ml de ac, sulf, puro)

8 ) Feanilhidrazine Cli, recristalizado en etenol 4 veces.

6 ) Soluciln de fenilhidrsszina- S0y 16 mg de feallhidresina en 10
ml de ac. sulfirico 13 N,

7 ) Testigo! solucién de 17 hidroxi-corticosterona (hidrocortisons)
en metancl, 1 mg/ml.



S L

11 um

< wane de vidrio
~Florisil
—Llaus de vidrio

S

L1 efleulo 46 scusrdo con ol gréifice 4% 3 eg 21 siguleate’

sbagige prifice A% 5 x “iuresls 3 mg/o4 hs
w L



GRAFICO N2 3

Curva de calibracién con 17 hidroxi=- 11 Dehidro-

corticosterona (Kendall F)

Fotdmetro de Pulfrich (Filtro N¢ 12, 434 m/‘{ )
Extincidn

0,70
0,60
0,50

0,40

0,30

—

10 20 30 40 50 60 70 gammas
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Valoracifnes obtenidss e: orins, en tres cagog de oxparagos

normeles & través de tods le pestaci’n y slgunop casos
petolégicos y normales de sustancies consideradas cemo

Caso L 1 To‘.‘oao

Dfes do eobarsgo Siuremls _Sxtiagién  _me/2A ha,
(Fotsuetr
Yulfrich
eu 1180 ce Uel8 1,15
02 gy Va8 3915
126 1800 ® V.26 2,08
148 1500 0,34 3,80
180 1500 * 0,87 4,13
20v 060 " 0,38 2,62
o23 1500 ¥ 0,26 2498
236 1180 " Ua2v 1,76
©53 16850 .11 1,43
perto 262 dfzs
25 dfas pos= 1350 " Vel?7 1,83
parto

Cago ¢ 2 I,4,

av 130V *® @.10 1,04
50 1020 " 0,15 1,89
85 pau * V.28 2403
1s 1400 ¥ 0,16 1,48
150 ws0 * ST 1,7
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Dfas de emberazo Diuresis Bxtincién mg/24 hs
" (Fotémetro
Fulfrich)
182 1500 ce 0,32 3,70
220 1200 * 0,3¢ 2480
255 950 0,26 1,98

parto 275 dfas

Caso 48 33 G, M,

70 1200 " 0,15 1,20
100 1350 " 0,26 2,62
13 1500 " 0,27 3,12
185 1160 " 0,38 . 346V
220 1080 " 0,36 £y42
248 pgo " 0,21 1,66

parto 255 dfas

OIROS CAS05:

Ne 4

Es'terilidad 8 aflos 180 4 1050 " 0,46 5,26

Irat.hormonal Emb,

rogesterona
s edat Nt 210 4 1260 " 0,43 4,1

H¢ § bmb, 160 dfas 1710 0,36 447

(Partos prema-
turos

N¢ ¢ Emb, 235 dfas
(7 dfas antes parto) 1615 " 0,15 1,8
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¥

?
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Forh, Lushing
anl:, 69 dfcs

normal intcre
mestrual

norasl intere
nestrusl

nor:iel 1atere
mestrual

normal iatere
mestruaal

o A ¢
&4

19Uy *

13*-‘0 1]

3,20

0’84

1,25
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Yotdwetro de Fulfrich; slgunos detalles

Los fotdmetros son aparatos destinedos a medir cambarntiva-
mente la intensidad luminosa, transmitids por una sustencla con resgse
pecto & le intensided luminosa incidente, es decir, miden le absoreidn

de la luz,

Algunos detalles necesarios pera le realimseién del prescne
te trabajol

Se utilizé el fotdmetro de la casa Carl Zelss Jena, con
dispositive horizontal y tambor de medida con doble escalay una de
ellas da ls transparencie y la otra la extineién, segfn indica el si-

guiente esquenma,

s
Extineiones

Iransparencia

Entre smbas escalas existe la relacién siguiente?

531‘ %g 1‘ l:o
E= extineién
I, ® haz monocromftica incidente ( un espesor de 80 4% )
I; = haz transmitido ‘
T s transparencia
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Caracter{sticas de los filtros espsctrales utilisados (iarensi,1941)

Filtro Contro de gravedad del f Color aproximade
231 o 75 750 Rojo

" g 972 728 Rojo brillsnte
" 3 Ues 666 Rojo brillante
" 4 56l 619 Aneranjade

" 5 559 590 Anar.amarillento
"6 887 872 dpar. verdoso
"7 L 8S 550 Verde

" 8 583 530 Verde

" e Ssb 404 Agul

"10 s 47 463 Agul violeta
"l 5 45 450 Violeta
"1l2 S 43 434 Violeta




.
-

P ]



- 39 -
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ip general, definimos lz cronstogreffs come un nétodo fiste
e0-quisies de unflisls el cusl persite Ldentificar los camponentes de
uns aspole por o3 diferente grado da sdscreida,

&8s votujen de este mitodo son teles que peraiten 1o sepae
rscifn de pejuelas cantidnces do sustenelss (en el crden d¢ las gammme
y ofn ée cieitos de £temos como en al €apo de los trazaderes radicsstie
vosl,

ia splicncida de 1z tfoniee crometogréfica sdemfs Js utilde
mrse pRTo aoparsy 10s coaponentes ke uns Bessls, 38{rve par: coxparsp
sustawing que se considersa Sdénticas, purificer sistancies, sepsrae
elfa curatitative 4o uao ¢s loa componentes, detorsinacida de la sstrves
turs molecular, etes,

Se basa en 1a extrecelén por lavado freseionade de cade wmo
de 103 caiycasates 0 serie de compoasntes homfloges, ds uns zascle
previacsnto adsordids,

da sido extenssuente aplicado por Lelehstsin (1936 b, 1937,
1088 a, 1039 b) ea separesidn de corticoides ¥ estercides sexusles,

2) ZTfgr

Consiste #a 1a ulm'nién de aljﬁn constituys .tv ¢ A0 e
perfiaie 3611da qus pass al disolveats, por un intercinbio iénigo
(Altu. 1988),



3 ¢ tin 4

Adtodo Ldesdo por Tiselius aa 104V y zOnsiste en Lacer passy
uae soluelén a través de un adsorbente y deter Anr sl {1dice ¢ re~
rreceidn del 1fcuido emergente. |

g9 \sertin y dyage, 1641)

1
Consiste en l» separaciln de 108 compeasatsos J6 uns mepsls,

de nousrdo con el diferents grade de adsoreisn sobre uas columna sblie

da que actls cono soporte.
8) Srooetogrsfis sobre pausl

ks senejante el método snterier pero agquf el scporte es pa-
pel &» filtro,
sobre =l papel se tacuentra une fose fija o sstitica sobre
le gue correwd 1z fase mfvil, Al ombiente en gue va & Gesorrollarge
o) crosztogrens ¢s uns atalsfera sstursde co: scbas fases,
Lkgte método preseats slgunas variisatest
Agcendente

¢
romotogref {a monodimensional Lescendeate

lns vez efectundo sl corrie-
nieato en un: direcoidn, se
seca, se girs WU¢ 3 y¢ wvaelve
s erometografiar,

Cromatograffs bidimensicasl

in resumsn, la cromatogreifoc sodre papel, gque es la técniea
utiligsds en ol preseate trobajo, poruitisd 1o sepsrscifn de los dife-~
reates solutos, aprovechando l» ~istinta velocided de migracifn sobre
ua soporte sflide (papel), por impulse de uic fase 1lf{guide mévil,
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Egte fenémeno de migracién esté influenclado por la aceién
de la capilaridad, pero también sif al soluto se lo coloca al influjo
de una corriente eléctrica se consigue la separacién de los componen=-
tes, este fenémeno se llama electroforesis (en general), o en este ca-
so particular recibe el nombre de electrocromatograffa y he sido apli-
cado al estudio de corticoides

El papel de filtro que se utiliza se considera como un so=
porte inerte.

las fases méviles pueden sers

a) Digsolventes no ionizantes, no polares.

b) Disolventes polares ionizantes utilizados en cromatograffa por in-
tercambio 1énico y en electromigracién,

¢) Disolventes con afinidad por la fase adsorbente (anflisis por des=-
plagzamiento).

d) Disolventes con reactividad frente & los solutes (formacién de come-

plejos).,

En la cromatograffa sobre papel seo define el coeficiente Ep

como la sigulente relacién?

Re = desplagamiento de un determinade soluto
desplagzamiento del frente mdximo de la fase mévil

£1 soporte utiligado es preferentemente papel de filtro de
la marca Whatmann (entre ellos los Nos, 1, 4, 42 y los tipos Accelera-
tor y Seed testing ).

4] papel se le suele agregar ciertos impregantes con el proe

pésito de conseguir mejores separaciones, entre ellos tenemos! glimina



(Flood, 1040) apliceds, purn saparer estsroldes (Sussh, 1059); sgteara-
30 _= clorure crduige (sritcheveky, 105-),

ios nftotos do revelados pueden coxprender susteaclas cue
recoclonan con 1os componeites solutos y se Jemuestrs por lss manches
coloresdnsy o nétoios rfsicos como lz rlupresceacis & 1s lus ultravice

lota (Failldps, 1948).
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R 4 Dit CORTICOIDny SO

Introduccidn sl estudio experimentel

Con los valores quimicos obtenidos en el trakbajo precedcnte
se tratd d. comparar y hallur gonas de identificacidén con los testigos,
en los corticoides eliminados y valorados semicuantitativamente por ade
sorclén cromatogrdfica sobre papel,

Los extractos fueron purificados previamente algunos de ellos
por cromatograffs en columna con florisil (Yaumuels y delson, 1952), &s-
to permitirf la separscidn de la fraccién considerada como 17 hidroxie
corticolde, de la fraccidn considerada como 17 eetoesteroides.

También se trataré previamente con el reactivo del Girard T

(Dobriner, 1948) para sepsrar la freccién cetdénica de la fraccidn no
ceténicz,

Con respecto a la velocidad de migracidén de cade una de los
solutos &sta depende del nimero y naturaleza de la funcién oxigeno en
la molécula del corticoide (Burton, 1551): 1la 11 desoxicorticosterona,
un compuesto de férmula 02103 se desplagza més répido que los componen=
tes de férmulas 021Q4 y estos més ripidos que los compuestos 08105; al-
gunas excepciones se encontraron pero no en estos 6 compuestos estudia=
dos en el presente trabajoj asi por ejemplo el pregnane 3, 12, 21,triol
2V one y 6l 4 4 pregnane 17« 4, 2V, 21 triol 3 onej 2 compuestos 02194
se desplazaron més lentamente que la 1l dehidro-17 hidroxicorticosterona,
un compuesto C21 5°

le causa probablemente se debe a que el grupo HO ejerce un
mayor efecto polar que el grupo ceténico, _

La separacién de sustancias comod 4 pregnane 17 X ’ 209 21

triol 3 one del 2 4 pregnane 17(3 20, 21, triol 3 one suglere que_la
\
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posicidén espacial del grupo HO modifica la velocidad de desplagamiento.

an general los ésteres se desplazan més répidamente que los
compuestos libres,

Lg velocided de desplezaniento tazbién sumenta cuando el pee
pel imprcgnado en proplleneglicol se expone més tiempo al slre pare
ser evapcrada,

La forma y capacidad del recipiente interior utiligzado para
el solvente (fase mévil), también tiene influencia,

Segin el trapajo citado la sensihilidad mfnima con trifenile

tetrazolium (TPTZ) fu§ de 15 gammas en cads componeate,
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Sftode (luetscher, 1954)
N "

ie orina se recoge de 54 Bsey 8¢ llewn o pi 8 1 eon dcide
clorhidrice cons, y dejedo hidrolissr 04 hsey 8 temperaturs cableate,
se extree 4 veves coa cloreformo con fricelones de Uu® oa volumen del
total de lo orina,

Cads extreceidn se hace en un aparato agitedor por espscio
de 3Y minutes, 1la emulpida formads se deshace por centrifugacifn a
2,00 peve/min, dursate 3 minutos.

Los extractos cloreférsicos se tratarcy € veces con hidrde
x1do de sddieo Uyl ¥, ez volumea Us,l en relscién sl totsl de clorefor=
B0 ¥y Uak ver con agua destilada, & su ver dichos lavados fuvron resxe
trafdos 1 ves con U,8 volumen do cloreformo ¥y unide sl extracto antee
rior,

&) extracto cloroférnico se secs con sulfatc de sodio sahie
dro y evaporado e secd® ea 2pursato <e vecio & no més de 4U» L, ds tempe~
returs,

Lggotivos ¥ aperatog { surton, 1851/
1) Corticoides cristelinos puros L'J, se utilisarcy los siguientss

corticpicdes <¢isueltos on metsnold

ll<iesoxicorticoaterocas { deichstein «J

(') Goatilmeats cedidos por -erckedwrp ¥y Vone dateristiocanl
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11~ Dehidrocorticosterons (Kendall A)
Corticosterona (Kendall B)

17 Hidroxicorticosterona (Kendall F)

11 Dehidro=-17 hidroxicorticosterona (&endall &)

17 didroxi=-ll Vesoxicorticosterona (Reichstein 3),

Todos disueltos en metanol, 2-5 -7/

2) Solveatas
a) Toluene, bidestilado
b) Fropilen-glicol puro

¢} Motznol absoluto

3) Papel de “iltro Whetimann N© 1

4) Reactivo revelador:

Irifenil tetrasolium clorhidrato (TPTZ)s una solucién stock

conteniendo 0,2 % de TPTZ en agua y conservada en la oscuridad. Inme-
diatamente antes de usar se mezclan dos partes de esta solucién con

una parte de solucién de hidréxido de sodio 10 %,

5) Pasta de 2lmiddns
Almidén soluble més glicerina en proporcién 9/33 (peso/peso),

calentsdc con agitacién a 1409 C y enfriado,

6) Cdmara cromatogréifica

&1 aparato de vidrio que abajo se detalla es el utilizzdo
en el presente trabajo.

La tapa es de borde esmerilado 21 cual se le agrega la pas-
ta 59 un soporte de madera sobre el cual se encuentra una cubeta para

el solvente, dos platos de vidrio que servirdn para apoyar las tiras
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de papel segin indica el esqguema,

papel de filtro embebido en tolueno

| —— soporte de madera

60 fem =
'\\\\\\\\\\\\\*cubeta de vidrio

1\

punto de partida

29 cn

Cubeta interior

2 planchas de vidrio de 11 x 7 cm,.

595 cm//>ﬁr 3 Temperatura de la cémars® 262 C * o0
Volumen de la cubeta: 220 ce.
12 cm

La cubeta interior se nivela perfectamente horizontal, toda
la pared interior de la cédmara se recubre con papel de filtro embebido
en tolueno, lo cual permite saturar la atmésfera interior con dicho
solvente, &s necesario esperar 1 hora para obtener el equilibrio,

Leg tires de papel de filtro se impregnan en propilen-gli-
col y se extraen el exceso colocdndolas entre papeles secantes.

La solucidn de corticoides se aplica unos 10 cm debajo del
borde del plato de vidrio, tratando de evaporar el metanol y no permi=-
tiendo que el ancho de la mancha sea superior a 1 cm,

Inego de cromatografiado en diferentes perfodos se retiran
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las tiras y se gecan al aire durante 68 horas 6 en estufe a 10g% C,

se revelan con IPTZ y luego se laven con ague destilada,

DETERMINAC ION EXFLRIMENTAL Do LO5S INDICLG & CON LO5 TLTIGOS

ug utilisaron tirss de pepsel de filtro whatmann N9 1 de
4 x 40 em y se empled une nezcla de los 6 componentes y luego tiras con
cads uno de los testigos pare identificar los componentes de la megela.
Tiempo de crouatograi{a 2 horas 4V minutos, Tenberatnrn de
.le céhmara 259 C,

Resyltadog:
) ‘ Considerando Ugtos obtenidos
dormoaa de 11 Uesoxicor= r Zaffareni,1961
ticosterona = 3 esoxicorticost.® 1
11 Desoxicorticost
aa (Reichstein § 0,836 1 ) §
11 Dehiurocortioo’toro-
np (‘-Bﬂdall £ 00308 00488 00500
Corticostercna(iendall B) v,137 0,215 0,204
17 ilidroxi- 11 Lesoxicor-
ticosterona (Heichst.5) 0,111 0,17 0,140
17 Hidroxi~ 11 Dehidrocor- ‘
ticosterons (Aendall k) 0,027 U Ua2 U, 041
17 didroxicorticogtoro- )
na (Kendall ¥ o,u13 0,020 0,017

Cantidad d¢ hormons utilizeda’ 25 gammes ea cude componente,
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‘ihhi&bb 'wvéu 4% Ll\'v U W Diri B iias L&m’i"lj@i.w ¥ile

wnmann

e - i =
17 hidroxicorticosterona e
o 2 = = Tl gl | Yed (7] 208
17 hidroxi 11 dshidrocor, ‘. - (‘ 2 { 3 “'5 e; " ¢ de part.
17 hidroxi desoxicortic. | 6,8) ©m’| em |
. |
Gorticosterona 2 % i . > 8E om
. 4 !
31 Dehidrocorticosterons
Degoxicorticosterona | .
bl R
@ avene
9 A B “ R ¥

Yars poder hecer une comperscidn gsesicusatitative so realie
garon cranatogralfes coa 16y BV, §8y 89, 4V, BV, 6Vy 8V y 1W gaasas

con 1las difareates horsonas PUress
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Cromstograf{s sobre papel con los extrsctos de orina en enbdarssos nor-

$0. a

Fare purificar los extrectos, alguacs Ge ellos fueron s0e
zetidos & ua tretaziento conlen unos cases con el resctivo de Cirerd 2
(cloruro de trimetil scetato de hidrazida smonlio) y otres co: flerisil
pare ssparay previenents los 17 hidrexicorticeldes de los dexfs corti-
coides ¥y ds los 17 cetoesteroides cuys técnica ya he aido detallada en
la valeracida qufsica,

Utros casos fueron cromatografisdos directacente y ea to-
4os elles se utilisaron testigos smimmltéaeemente,

la téenica con resstive Girerd I es 1ls siguieatet 81 ex-
tracto urinario se le sgrags aproximedesente ol doble on peso de dicho
reactive (previasmente purificado por recristalisscién en etonol sbsgolue
to), se agrege 2 ml de una solueidn sl 10 % a4 detdo acético glaeial en
Detsanol sbsolute, Iuego se incubs durante 2 horss a 40 ¢ (Zaffaroni,
19495,

Yolgres ebtenidos
$830 1" erbereso T,7,0,4 180 4fas § diuresis 1500 ecc.

4] extrscto de 1/2 diuresis se lo trats previanents con
fiorisil {(cromatogreffs en columna’ y luego se 10 csromatogrsfis en papel
prevismeite disieltco en metenol,

Se cbserve 2 U.8 ce wns mancha gue por comparscidn con
testigo corresponde u mdaw de la sone de 17 hidroxi corticosteroaa y 1"7
hidroxi 11 dehidrosortisostercna,

Por 1o tanto & la diuresis total le corresponde ~ U450 mg.



Ademds se observa una zona muy tenue a 2,8 cm del punto

de partida,

Caso 2 : embarazo T.,P.G, 200 gfas ; diuresis 960 ec

Tratamiento previo con florisil, se observa una mancha a
un centfmetro del punto de partida que por comparacién con testigo eco=
rresponde a aproximadamente 0,210 mg en la diuresis total,

Ademds se observa una mancha muy tenue a 0.5 em y otra a
3 cm, esta Wltime préxima a la zona de la 17 hidroxi desoxicorticostero-

NE e

Caso 3¢ mearazo T,P,G, 223 dfas; diuresis 1500 ce

l Tratamiento previo con florisil, se observa una mancha a
0,6 em degaproximadamente 20/', por lo tanto le corresponde a la diure=
sis total?°.400 ng.

Adends se observa una mancha muy tenue a 3 em,

Caso 43 embarazo T.P,G, 247 dfas; diuresis 1650 ec

a) medio extraecto tratado con reactivo Girard T,

Se observa a 0,3 cm una mancha de ~ 15&4, por lo tanto a
la diuresis corresponde 0,090 mg,

b) medio extracto tratado con florisil, a 2 e¢m se observa
una mancha de © 25%« que por comparaclén corresponde a 0,300 en la diure=

sis total,.

Caso 5 embarazo T,P.G, 236 dfas; diuresis 1150
Cromatograffa directa, se observa una mancha de~25 f que

corresponde a 0,15V mg en la diuresis total,



Caso 63 T.R,G, 25 dfas post-parto; diuresis 1350 ce
El extracto se trata previamente con Girard T y se obtie-

ne una mancha de 30f correspondiendo arou.lzo mg en la diuresis total,
(gl

Caso 7¢ embarazo T,P,G, 240 dfas; diuresis 1680

Cromatograffa directa, se observa una mancha de 1 cm de
distancia del punto de partida de~ 20£" correspondiente & la diuresls
total a 0,200 mg,

Ademés se observan manchas a 3 y 6 cm,.

Caso 88 embarazo 160 dfas (partos prematuros); diuresis 1710
Cromatograffa directa, se observa una mancha de~15d4 a

1 cm que corresponde a 0,480 mg en 1la diuresis total.

Caso 93 embarazo 180 dfas; esterilidad 8 afios (tratamiento hormonall;
diuresis 1050 cc,
Cromatograffa directa, se observa una mancha de 25 f co-
rrespondiente & le zona de los compuestos Kendall E y Kendell F;/a la

diuresis total le corresponde 100

Caso 10t embarazo },G, 235 dfas; diuresis 1615 ce
Tratamiento previo con florisil; se observa una mancha
de ¥ 20 » a 0,7 cm que corresponden a 0,100 mg en la diuresis total,
v Ademds se cromatografiaron en 41 horas y se observaron
manchas de “’BOP en la zona de las sustanclas & y ¥, y 15*0 en la zona
de la sustanc.c S que corresponde respectivamente a 0.130 y 0.065 en 1la

diuresis total.
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Cago 11! enbareszo Led, 60 dfnsy diuresis 845 ce
Cromatograffs directa, ie ODsarve una mancha de v 80 )/’
o2 la soas de 1s sustassia ¥, & 12 diuresis tetal le corresponds - 00;'

Caso dt 18: H,G, 1atarzestrualj diuresis 1900,
Je observa uas mencha de 23 h (ue corresponde g ’/' en
1z dluresis total, ’

Caso 13¢ Frob, Cushing, Treta-iento previo con florisil, se cromsstogree
fiaron 1os extractos en diferentes tiempos ¥ se obeervd valores de 1,1
ng oa 13 dluresis total cerrespondiente & la rona de las sustancies b y
7, o8 decir como excepciéa volores muy préximos s} dsto guimice corres-
poadifente.
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Cpéfico de los valores obtenidos

Caso 1 Caso 2 Caso 3
Te '}"6 T?SJ{CO . ’
=] ['? : PR T P ,%Aap
o8 [T ed(e) ~los [2] 0.8 () ~lozen| =] o8 em ()
0 (28 .la s \5)
= “[dem| Lfrem (5) s|%m |- 130k (3)

7 h.. ‘ h‘.sol i 6 h..aol
Caso k4 o) Caso 4 D)  Caso §
Tectios Teileo Teshice
P o B —% b
s Bl g il =L
Dg" oe?' “12m | 3| p.8em (E4F) :'3, : :: (F>
L—l -—i J o [ =
5 hs. 70 hse : 15 hs,
Ceso 6 Caso 7 c:., ':: e
TenGs Tesdiao
m _‘ 2 & & oy T | Jom
3 4 lem [T Jom( E45)
g 1 R Jom (€4 F) “lem |+ Jas ()
* | bem . :em('??)
ks ol = L e L ]

w”. mh‘. mh..
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~lod |7
tn

*lokem |, |iem

1

7"331 (o

03B

6 hse30°’

LR&O

13 v

Teshes

M

3 , 1;.&5@

= 55 =

Cnso 10 a)

T oo

Wj
T gemff)
fm

20 hs,

Caso 12
Bbeo

g |+ (03
"|E lem

o

6 hs30*

Cuso 13 ¢)

Tesbee

]
[

Tl | 7| gem \P
| e (€)

Ceso 13 a)

fp;ﬁ&"

o

0.3 | 03F

7 hs,

Tes
(tratafiopisil)

Tn#&v /3 Ho

R F4

Flo.3)

o] €(08)

Jd 5 (eew)

6 hse30°
¥roee 17 OB



FIGURA N@ 1 ( Fotcgraffa de cromatogramas
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EXPLICACION Dic LA FIGURA )

Dicha figura representa algunos de los cromatogramas obe

tenidos revelados con trifeniltetrazolium (') .

Tiempo Cant,de sustan-
cla
1) Testigos ( & y F) 2 hs40' 25 / e/u
2) Testigos ( 4 y B) 2 hs 40' 25/ c/u
3) Testigos ( E, F, S y B) 7 hs 20/ c/u
4) Testigos ( &, F y 8) 21 hs 25/ c/u
5) Testigos tratados con florisil
fraccién resto de hormonas con
oxhidrile en el C,, 6 hs 30!
6) Testigos tratados con florisil
fraccidn correspondiente a las
hormonas con oxhidrilo en el 017 6 hs 30! 40/' c/u
7) Testigos ( B, F y S ) 6 hs 30 30/ c/u
8) kmb, 180 dfas T.P.G, 7 hs 35/(zona E yF,
9) Emb, 235 dfas M,G, 6 hs 30° zaf(zona i yF
10) L,J, (prob. Cushing) 7 hs 5 Sqr(zona B yF,
11) L,J, (prob. Cushing) 21 hs 70f(zona & yF,
12) L,J, (prob. Cushing) 70 hs 2§!(zona E yF.

Nomenclatura: B = 17 hidroxi 11 dehidrocorticosterona; F = 17 hidroxicor.
ticosteronaj B = corticosteronaj A = 11 dehidrocorticosterona; S = 17 hi-
droxl 11 desoxicorticosterona,

(') Mychos de los cromatogramas no se pudleron incluir por no ser sufi-
clentemente nftidas las fotograffas respectivas,
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Casos Cromatograffa Valoraciones qufmicas
10 - Emb,(235 dfas)

M.G.

dgirecto 0,115 mg 1.8 mg
11 - kmb, ( 6V dfas)

LN,

directo 0,06 ng 2.21 mg.
12 - H,G, (intermes-

trual) : 0,05 mg 0,88 mg

directo
13 = Prob. Cushing

Trat. florisil 1.1 mg

directo Fel, 3.20 mg

X =1,5
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