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En este trabajo se buscó el mejor mé-
todo de análisis de 11 —desoxicortisol por 
competencia proteica partiendo del trabajo 
de Murphy. Se estudiaron como fuentes de 
transcortina: suero humano normal, suero 
de embarazada y suero de mujer ovariecto-
mizada tratada con estrógenos y dexameta-
sona. Las proteínas se caracterizaron por el 
método de Scatchard encontrándose: para 
suero normal, una constante de afinidad de 
4.2 x 10 8  M - 1  y l a concentración de sitios 
ligadores de 7.5 x 10 - 7  M; para suero de 
embarazada la misma afinidad y una con-
centración de 12.0 x 1 0 - 7 M; para el de 
mujer ovariectomizada la afinidad fué de 
6 . 7 x l 0 8 M-1 y la concentración de 13.0x 
10-7  M. Las fuentes de transcortina más ade-
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cuadas para el análisis fueron los sueros de 
embarazada y de mujer ovariectomizada a 
una concentración de 2% en ambos casos. 

Se aplicó la técnica a un test corto de 
metopirona en 11 sujetos normales. Los va-
lores basales de 11 —desoxicortisol fueron de 
0 a 2µg./100 ml.de suero y se elevaron has-
ta l l - 24µg. / 100 ml.después de una dosis 
única de 2 g. de metopirona. 

INTRODUCCION 
El test de la metropirona se emplea pa-

ra estudiar la reserva funcional hipofisiaria 
de secreción de corticotropina ( 1 ). La meto-
pirona es un compuesto sintético con pro-
piedades adrenocorticostáticas cuya fórmu-
la estructural es: 
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Este compuesto inhibe en forma espe-
cífica la biosíntesis de cortisol, corticostero-
na y aldosterona, al bloquear la acción en-
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zimática de la 11-hidroxilasa, existente en 
la corteza adrenal. 

En el caso de la biosíntesis de cortisol, 
el preparado inhibe la siguiente reacción: 

Esta inhibición produce el descenso del 
nivel sanguíneo de cortisol, lo cual por el 
mecanismo de retroalimentación negativo e-
jercido por esta hormona a nivel hipotalá-
mico—hipofisiario, induce la secreción de u-
na mayor cantidad de corticotropina. El au-
mento de la concentración de ACTH en el 
plasma va a estimular la corteza suprarrenal, 
que al estar bloqueada en su producción de 
cortisol por efecto de la metopirona, va a 
producir mayores cantidades del precursor 
11-desoxicortisol; este incremento no ocu-
rre o se produce de una manera defec-
tuosa cuando existe cualquier proceso pato-
lógico que afecte la integridad funcional del 
eje hipotálamo-hipófisis-suprarrenal. 

De lo expuesto se deduce la gran im-
portancia clínica de este test de reserva de 
ACTH para casos de insuficiencia hipofisia-
ria incompleta, cuyo diagnóstico clínico no 
es posible y en los cuales los valores hormo-
nales basales suelen ser normales. 

El método más difundido y el único 
empleado en algunos centros hospitalarios 
de Colombia, es el basado en el trabajo ori-
ginal de Liddle (2), en el cual se determinan 
17-hidroxicorticoides (por el método de 
Porter-Silber), en orina de 24 horas duran-
te tres días consecutivos, administrando la 
metopirona durante el segundo día a razón 
de 750 mg.cada cuatro horas, hasta comple-
tar 4.5 g. 

En este trabajo se describe una técnica 
para determinar 11-desoxicortisol en suero 
por un método de competencia proteica y 
se practica en 11 sujetos sanos un test corto 

de metopirona, con determinación simultá-
nea de cortisol y 11-desoxicortisol. 

MATERIAL Y METODOS 
1.— Material Clínico. A 11 personas sanas 
que asistieron a la consulta externa del Hos-
pital Militar se les tomó muestra de sangre 
a las 8:00 horas del primer día. A las 24:00 
se les administró ocho cápsulas de 250 mg. 
de metopirona y a las 8:00 del segundo día 
se les tomó muestra de sangre. No se usó an-
ticoagulante al tomar las muestras y los sue-
ros se guardaron a —15° C. hasta el momen-
to de procesarlos. 
2.— Método de competencia proteica para 
determinar 11—Desoxicortisol. El método 
original de Murphy (3) fué adaptado a las 
condiciones de nuestro laboratorio median-
te modificaciones que permitieron obtener 
los mejores resultados. Para el análisis se de-
ben realizar dos pasos fundamentales: 
a.— Preparación de la muestra: A 0.5 ml. 
de suero se agregan 6 ml. de CCI4, se agi -
ta por un minuto el tubo de ensayo en un 
vortex y se centrifuga durante cinco minu-
tos; por medio de una trompa de vacío se 
elimina la fase acuosa. De la fase orgánica 
se toma una alícuota de 4 ml. que se evapo-
ra a sequedad por medio de una corriente 
de aire y en un baño a 45° C. 
b.— Cuantificación: Se efectúa una curva de 
calibración de la siguiente manera: en tubos 
de ensayo se adicionan 0, 0.1, 0.2,0.3, 0.4y 
0.5 ml. de un patrón de 11-desoxicortisol 
en alcohol etílico que contiene 80ng./ml. El 
solvente se evapora por medio de una co-
rriente de aire en un baño de agua a 45° C. 

A todos los tubos con patrones y con 
los extractos de las muestras se les agrega 
1 ml. de solución de transcortina al 2%, 
que contiene aproximadamente 40.000 dpm 
de 1 l-desoxicortisol-1,2-3 H. Los tubos se 
dejan en incubación por 10 minutos a 45° C. 
y luego a 4º C. por una hora. 

A cada tubo se le adicionan 40 mg. de 
florisil (60-100 mallas) y se agita por dos 
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minutos. Se dejan en reposo por 20 minutos 
a 40°C., se toma una alícuota de 0.5 ml.de 
cada uno de los sobrenadantes la cual se 
lleva a un frasco de centelleo que contiene 
5 ml. de solución centelladora compuesta 
por 4g. de 2,5- difenil oxazole (PPO), 0.04 g. 
de p - bis - [2- (4- metil - 5 - fenil oxazoil) ] 
benceno (dimetil - POPOP), 20 ml. de e-
tanol absoluto y tolueno para llevar a un li-
tro. El contaje de la radioactividad se efec-
túa por 200 segundos en un contador de 
centelleo líquido Tricarb, modelo 3320 de 
la Packard. 

Los patrones así como las muestras se 
procesan por duplicado. 

El cortisol se determinó por un méto-
do de competencia proteica ya estandari-

zado en nuestro laboratorio y que no difie-
re fundamentalmente del establecido por 
Murphy (3). 

RESULTADOS 
En este trabajo se estudiaron los pará-

metros más importantes que afectan el aná-
lisis de 11-desoxicortisol por competencia 
proteica,hallándose que las condiciones óp -
timas de trabajo fueron las informadas en 
la sección anterior. 

Se ensayaron varias fuentes de trans-
cortina humana para el análisis: 
1.— Transcortina normal: pool de suero 
normal de 10 personas sin enfermedad en-
docrina. 
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2.— Transcortina de embarazo: pool de 
suero de 30 mujeres sanas en el último tri-
mestre de embarazo. 
3.— Transcortina de tratamiento: pool de 
suero de tres mujeres ovariectomizadas, es-
timuladas con estrógeno y tratadas con de-
xametasona. 

Se observó que las curvas de calibra -
ción se ven afectadas tanto por el origen 
como por la concentración de la proteína 
empleada. Esto puede verse en las Figuras 
1 y 2. 

Se hicieron estudios de reproducibili-
dad tanto para la curva de calibración he-
cha con una misma fuente de transcortina 
(Figura 3), como para sueros que se analiza-
ron varias veces en una misma curva de ca-
libración y varias veces en diferentes cur-
vas; los resultados se anotan en la Tabla 1. 

Por método descrito por Scatchard (4), 
se determinó la constante de afinidad de la 
transcortina por el 11-desoxicortisol así co-
mo la concentración de sitios ligadores en 
la proteína con gran afinidad por el esteroi-
de. Las curvas se muestran en la Figura 4 y 
los resultados en la Tabla 2. El valor de la 
constante de afinidad se obtiene de la pen-
diente de la curva de Scatchard y la concen-
tración de los sitios ligadores de la intersec-
ción de esta con la absisa. 
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Los análisis de sueros de pacientes tra-
tados con metropirona fueron efectuados 
con transcortina de tratamiento y de emba-
razo empleando el suero fuente de transcor-
tina diluido al 2% en ambos casos ya que 
esta concentración se encontró como la más 
adecuada para el rango del análisis. Los re-
sultados de las determinaciones de 11 -deso-
xicortisol y de cortisol en dichos pacientes 
se presentan en la Tabla 3. 

DISCUSION 
La constante de afinidad y la concen-

tración de sitios ligadores son criterios im-
portantes en la evaluación de la calidad de 
las proteínas transportadoras, receptores ci-
toplasmáticos y anticuerpos destinados a los 
análisis por saturación. 

De la Figura 4 y de la Tabla 2 se dedu-
ce que las transcortinas de embarazo y nor -
mal muestran una constante de afinidad 
igual, mientras que la transcortina de trata-
miento presenta una mayor afinidad por el 
esteroide 11-desoxicortisol. La diferencia de 
la calidad de la proteína inducida con estro-
genos en mujeres ovariectomizadas y la que 
se encuentra en personas sanas y en el em -
barazo, había sido observada por otros in-
vestigadores, aunque sin especificar el tipo 
de comportamiento. 

Se encontró que la concentración de 
sitios ligadores aumenta durante el embara-
zo posiblemente por los altos niveles de es-
trógenos y lo mismo ocurre al inducirlos 
iatrogénicamente en mujeres ovariectomi-

zadas, lo cual está de acuerdo con otros au-
tores (5). En suero normal el nivel de sitios 
ligadores es cercano a la mitad del valor ob-
servado durante el embarazo. 

Cuando se trata de escoger una fuente 
de transcortinas adecuada para el análisis de 
11-desoxicortisol utilizando proteínas trans-
portadoras de diferentes especies la utilidad 
de los dos parámetros mencionados antes: 
afinidad y concentración de sitios de enlace, 
es evidente. Pero cuando se quieren estable-
cer las condiciones de trabajo usando proteí-
nas transportadoras de una misma especie, 
como en este trabajo, es de mayor utilidad 
comparar la concentración, ya que la cons-
tente de afinidad varía poco. Para la deter-
minación de 11-desoxicortisol en las condi-
ciones establecidas en este estudio, emple-
ando transcortina humana, es recomendable 
tener una concentración de sitios ligadores 
entre 2.0 y 2.5 x 10 M., la cual permite ob-
tener una buena pendiente en la curva de 
calibración. En la Figura 1 se observa el 
efecto del aumento de la concentración de 
transcortina. Cuando se emplea el suero fu-
ente de transcortina a concentraciones de 
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3 y 4%, se obtiene menor sensibilidad que 
con una concentración de 2%, y por tanto 
su utilidad disminuye notablemente. 

La reproducibilidad del método es bue-
na y los coeficientes de variación menores 
de 10% garantizan un resultado confiable. 
En la Tabla 1 se observa que el coeficiente 
de variación .entre ensayos es ligeramente 
mayor que el que se encuentra dentro de un 
mismo análisis. 

Se estudió la reproducibilidad de la 
curva de calibración procesando los patro-
nes en diferentes días y con la misma fuente 
y concentración de transcortina. Estos en-
sayos se hicieron con el fin de verificar la es-
tabilidad de la proteína congelada durante 
cierto tiempo, y además para tener una idea 
del error que se introduce en las medidas 
por la variación del enlace en los diferentes 
puntos de la curva. En las muestras se pre-
senta mayor variación que en los patrones 
ya que en estos no se efectúa extracción 
con solvente.  

El factor limitante de la exactitud 
del método es la extracción del 11-desoxi-
cortisol de las muestras de suero con tetra-
cloruro de carbono. Se obtuvieron extrac-
ciones de 45.6% y 47.6% usando dos lo-
tes diferentes de solvente. Esto hace ver la 
nesecidad de determinar la recuperación en 
cada caso. 

Los resultantes del test corto de meto-
pirona realizados en los 11 sujetos sanos 
muestran que la elevación del 11-desoxicor-
tisol tanto en el valor promedio como en el 
intervalo de variación, permite diferenciar 
claramente los niveles basales de los post-me-
topirona, ya que no se presentan entrecru-
zamientos entre los datos; esta ventaja hace 
que el método expuesto pueda considerarse 
más preciso que el que emplea la determina-
ción de 17-hidroxicorticoides en orina, pu-
esto que en este caso sí puede ocurrir super-
posición de los valores pre y post-metopiro-
na (6,7). 

Otras ventajas del método descrito en 
este trabajo son: la reducción de la dosis de 
metropirona que evita molestias al paciente 

y disminuyé el costo; se elimina la recolec-
ción larga, tediosa y muchas veces incom-
pleta de orina de 24 horas durante tres días; 
se hace determinación directa en plasma 
o suero de 11-desoxicortisol, cuyo incre-
mento es la respuesta directa a la inhibi-
ción inducida por la metropirona, superando 
de esta manera técnicas inespecíficas como 
la de 17-OHCS. Por último, se requieren 
solo dos muestras pequeñas de sangre de 2 
ml. cada una, para determinar simultánea-
mente cortisol y 11-desoxicortisol. La de-
terminación de cortisol permite ver si hay 
un descenso en el nivel de esta hormona, lo 
cual indica que la metropirona se absorbió 
debidamente y ha producido el bloqueo su-
prarrenal deseado. Se evitan así falsas inter-
pretaciones en el comportamiento del 11-de-
soxicortisol. 

SUMMARY 
In this optimal conditions the determi-

nation of 11-desoxycortisol by the compe-
titive protein binding method of Murphy, 
were studied. Three sources of transcortin 
were analized: Serum from normal sub-
jects, serum from pregnant women and 
serum from ovariectomized women treated 
with estrogens and dexamethasone. The 
proteins were characterized by the Scat-
chard method and the following values 
were found: for sera from normal subjects, 
an affinity constant of 4.2 x 108 M -1 and a 
concentration of binding sites of 7.5 x 
1 0 -7 M; for sera from pregnant women, the 
same affinity constant and a concentration 
of 12.0 x 10 - 7  M; for sera from ovariecto-
mized women an affinity constant of 6.7 x 

108
  M-1 and a concentration of 13 x 10 -7

 M . 
The best sources of transcortin for the 

analysis were the sera from pregnant women 
and ovariectomized women at a concentra-
tion of 2% in both cases. 

A short test of Metopirone was applied 
to 11 normal subjects. Basal values of 
11 -Desoxycortisol were from 02 µg./100 ml. 
of serum and were elevated to 11 -24 µg./100 
ml. after a single dose of 2 g. Metopirone. 
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