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ESTRIOL URINARIO

(ESTUDIO COMPARATIVO DE UN METODO
COLORIMETRICO DE ESTRIOL URINARIO
CON EL DE 1125 POR
RADIOUNMUNOENSAYO)

Walter Contreras argas®

INTRODUCCION

£l estriod s el estogeno que ¢n mayor can-
tidad se elimina por la orina durante el embarazo
por lo que su determinacion cuantitativa de un
indice significalivo e importante de la interrela-
cidn madre, feto, placenta como cvaluacion de la
salud fetal {7, 10, 14). Debido a la interaccion
entre estos tres compariimentos, se produce to-
mo resultade [a formacidn de estriol en ef emba-
razo, cuyos niveles se elevan marcadamente. Esie
se produce y cxcretd de ba siguiente manera: fa
glandula suprarrenal fetal produce dehidroepian-
dresterona sulfata (DHEA-S) que oS convertida
vta adrenal ¢ higado fetal a 16-alfa-hidroxidchi-
drucpiandrosterona {16 OH-DHEA-S), 1a gue s¢
aromatiza cn la placenta para formar estriol. Es
te pasa por la circulacion materna como estriol
no conjugade y en el higado materno ¢s conju-
gado con el dcido glucordnico y con ¢l sulfato
para scr excretado en la orina. Parte de fa
DHEA-S materna vy felal ¢s aromatizada a cstro-
na y 17-betaestradiol en la placenta; estos son
metabolizados por el higado maierno, s¢ conju-
gan y excretan como estriol conjugado. La ma-
yar parte de los estrogenos excretadas en iz ori-
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na corresponden a estriol, por lo anto su cuanti-
ficacion es reffejo de o produccidn esirogénita.
(18).

Los niveles de estriol, resulian usualmenty
bajos o descienden dantes de la mucrte fetal, Po
esta razon se recomicndds la determinagion seria-
da de estriol en embarazes de alto tiesga, pues
un cambiu en fos valores de esta hormuonag tiene
gren importancia diagnosticd; asi, un ingrememo
semanal de estriol sugicre an crecimiento felsl
normal, mientras una carda de fos niveles pucde
deberse a retardo del crecimiento fetdl o hiposta,
A su ver, uma carda diarig de ostriol significa
amenaza de muctie a muerie intravterina. Han
sido descritos varios métodus para 4 determima-
cion de estriol en oring y sueru: {lusroméiricos
(8], coloriméiricus (16), de cromatografia de ge-
ses on fuse 1iguida {4}, redioinmunocnsayo {13).
Ln vste trabajo nos propusimos estudiar el méto-
do parg estriol urintrio de Rourke ot al (16} mo-
dificado {3}, ampliamente utilizado on auestro
medio, pero adn no cvaluado, Utilizamos el mé-
todo inmunolégico de estriol por 1325 radiovin-
munoensayo {17} como mcétode de referencia,
pur su alta sensibitidad, precision y especificidad

{S}.
MATERIAL Y METODOS
Muestras

Sec obtuviccon 40 orinas de mujeres embare-
zadas sin medicacion, recolectadas en 24 horas,
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con edades gestacionales de 25 a 40 semanas. Se
les midio el volumen, se separaron aifcuotas y se
guardaron en congelacién a -159C, por un perio-
do no mayor de 30 dfas, Se analizaron por dupfi-
cado por el método colorimétrico y por triplica-
do por radicinmunoandlisis. Se prefirid la orina
de 24 horas para fa determinacién de estriol por
ambos métodos, porgue fos niveles obtenidaos

son mds confiables que los que se obtienen en o-

rinas al azar {10, 11). Para corregir posibles erro-
rcs en la obtencion de la muestra se efectuaron
andlisis de creatininuria.

Aparatos

En la determinacién de estrios por radioin-
munoensayo se utilizé una centrifuga refrigerada
{Sorvall RC-3 tvan Sorvall Inc. New Town, Con-
necticut 06470, U.S.A)), v las lecturas se efectua-
ron en un contador Bio-Gamma 1| Beckmann
{Scientific Instruments Division Campus DR, At
Jamboree Bivd. irvine C.A ). Para el método co-
lorimétrice, las lecturas se realizaron en un es-
pectrofétometro Perkin-Elmer Coleman 124
(Coteman Instruments Divisidén Maywood, 1llio-
nois, 60153, U.S.A.}

Métodos

La determinacion de estriol por radicinmu-
noensayo se realizd segdn las instrucciones de la
Casa Clinical Assays CAT N© CA-595 (6). Parael
andlisis de estrio! por el método colorimétrico se
agregaron en tubos de ensayo 2,5g de cloruro de
sodio puro cristalizado (Merck, E. Merck, Darms-
tadt Germany), seguido de 2 mi de orina de 24
horas filtrada, y 2 ml de agua destilada. Se agre-
garon dos gotas de dcido clorhidrico 10,1 mol/L
{Merck, E. Merck, Darmstadt Germany). Para
extraer se adicionaron 5 mi de acetato de etilo
puro {Merck, E, Merck, Darmstadt Germany) y
se agité durante 30 segundos en vortex. Se cen-
trifugd por tres minutos y se pasd 1 m! de fa ca-
pa superior del solvente a otro tubo. En otro tu-
bo se agregé 0.5ml de solucidn estandar de tra-
bajo de estriol 100 ug&ml {1, 3, 4, {10} -cstra-
tiene- 3,16 17- triol), (Sigma, St. Louis, MO.
63178) dilufda en etanol absaluto. A todos los
tubos se agregé 0.2 mi de solucién algohdlica de
hidroquinona purificada y cristalizada (Mallinck-
rodt Chemical Works St. Louis MO 6316. Ei
contenido de Jos tubos se sec6 mediante una co-
rriente de nitrdgeno, manteniéndolos cn bafo de
agua a 469, Para el desarrotlo del color se agregd
a cada tubo 2 m! de solucién de hidroquinona en
acido sulftirico 7,7 mol/L. Los tubos destapados

se colocaron en bafo a ebullicidn por 20 minu-
tos, agitandolos dos veces en los primeros 10 mi-
nutos. Se colacaren en bafio de hiclo por 3 mi-
nutos. Se agregé 1 mi de agua destilada a cada

"tubo, agitdndolos por 15 segundos. Se pusieron

en bafio ebullicidn por 10 minutos y se cofoca-
ron en bafio de hielo por 3 minutos. Se agregd 1
ml de dcide tricloroacético 2 mel/L a cada tubo
se agité vigorosamente por 15 segundos en vor-
tex y se pusieron en bano de hielo por 3 minu-
tos. Para extraer ¢l color se agregd a cada tubo 5
ml de cloroforme puro (Merck, E. Merck, Darms-
tadt Germany), se tapd y se agité con la mano
por 15 segundos. Se centrifugaron los tubos ta-
pados por 5 minutos a 3000 r.p.m. descartdndo-
se 1a capa superior. Se trasvasé la capa inferior a
cuvetas y se leyd en espectrofétometro a 505,
535, y 565 nm contra blaco de cloroformo.

La concentracion de estriol presente en la
muestra se calculd de acuerdo a la siguiente
ecuacion:

CA= A535nm — A505nm + A565nm
2

Concentracion del desconocido {ug/2 ml orina)=

CA Desconocido x concentracion del estandar
CA estandar

Concentracion del desconocido {mg/24 horas) =
{2ml orinax F.C.x V
&= 1000
A Absorvancia
CA. Coeficiente de absorcion
1000: Factor de Conversién de ug a mg
V: Volumen de orina de 24 horas en mililitros
FC: Factor de correcidn. Varia de acuerdo al vo
lumen tomado del estractante.
1 ml= F.C. 2,5 {mayor de 30 semanas dc
embarazo)
2 mi= F.C 1,25 (de 20 a 30 semanas dc
embarazo)
3 ml= F.C. 0,83 {menos de 20 semanas dc
embarazo}.

RESULTADOS

Curva de calibracion

La curva de calibracion de estriol para ¢l
método colorimétrico se efectué a partir de un
patrédn de estriol de 100mg/di, {figura 1). Se
efectuaraon diluciones en ctanol del patrdn con-
centrado para obtener valores intermedios. Se
observd linealidad hasta 100mg/d), y muestras
con valores superiores no son lineales.
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FIGURA 1
CURVA DE CALIBRACION DE ESTRIOL
POR EL METODO COLORIMETRICO

3 )

Recuperacion
Como se muestra en el cuadro 1 por el mé-
tode colorimétrico se agregaron cuatro diferen-

25 50 75

Concentracion de estriol (mg/dl).

CUADRQ 1

29

PRUEBAS DE RECUPERACION DE ESTRIOL
POR LOS METODOS COLORIMETRICOE

tes concentraciones de estriol 2 una orina de em- INMUNOQLOGICO
barazada que contenrfa 0.52 mg/dl de estriol. Se
obtuvo una recuperacion promedio de 97 por Colorimétrica {mp/dl)*
ciento. Por el método por radioinmunoensayo se Muestra Valor Veler Recugparacion
obtuvo una recuperacién promedio de 101,4 por _ obtenido  nsperado {O/g)***
ciento, agregando seis concentraciones conacidas oring 0.52 - -
a partir de un patrégn de estriol de 400ng/mi a oring — 10mg/ds 880 10,52 836
una orina de mujer no embarazada, ofing — 20mpg/d! 19,63 2052 95,7
orina — 30mg/di 33.10 30,52 108,5
oring — $0mg/di 4056 40,52 100,1
tnmunotgico {ag/mi)**
Musstna Valor Ascuperacion
Obtenido {%/o)***
oring — 40ng/mi 36 a0
orina — 80ng/mi g2 103,3
* Promedio de valoras abtanidos poc duplicado. orine — 120ng/mi 118 98,3
** Promedio de valores obtenidos por triplicade, oring — 180ng/m! 158 93,3
*** Valor obtenido x 100 @ orina — 240ng/ml 258 107,58
Valor esperedo oring — 300ng/ml 348 116
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Comparacion con sl método de referencia

Se efectud un estudio de correlacidn entre
el método colorimétrico para estriol de Rouke et
al {16} modificado (3} y el método inmunolagi-
co de estriol con 1125 como método de referen-

cia. Se analizaron 40 muestras de orina de muje-
res embarazadas con diferentes edades gestacio-
nales por ambos métodos. La figura 2 muestra la
curva de regresion lineal obteniéndose los datos
siguientes: 1= 0,916 y=0,863x-1,42

FIGURA 2
CORRELACION DE LOS RESULTADRQS DE
LOS METODQOS INMUNOLOGICO Y COLORI-
METRICO PARA LA DETERMINACION DE
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E1 cuadro 2 muestra lgs vaiores obtenidos
de las pruebas de precision en un mismo dia y
dia dia, en tres muestras de orina de mujer em-

triof, para el método colorimétrico. Para eiméto-
do inmunoldgico se efectud la precision en un
mismo dia,
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CUADRO 2
PRECISION DEL ANALISIS DE ESTRIOL POR LOS METODOS
COLORIMETRICO E INMULOGICO

Pracisibn en un mitmo dis Precisibn dfa n din
Eolorimétrico®

Muastrs X 0.5 Muestra ) 4 D.S c.V.

(mg/24 hrs) {ma/24 hrsi {mg/24 hrs) {mg/28 hrs) {9/0)
Vslor haie 5,6 83 Vialor bajo 5,1 0.36 59
Valor alte . 55,2 30 Valor alto 55,8 3,56 6,3

Inmunaldgien **

Vaior bejo 88 06 - - -
Valor intermedio 33,7 23 - - -
Valor slto 69,4 53 - - -

* Sa realizeron 20 anélisis de cads muestre,
*® Sa realizaron 24 andlizis de cade muestra,

DISCUSION Y CONCLUSIONES

De acuerdo a los resuitados obtenidos en
este trabajo, se demuestra en la curva la calibra-
cién del método colorimétrico linealidad hasta
100mg/di, ya que 3 concentraciones mayores se
pierde la linealidad. Es importante sefalar que,
aun en embarazos gemelares no se obtienen valo-
res tan elevados. La recuperacion de estriol obte-
nida por el método colorimétrico fue de 83,6
por ciento y 10 8,5 por ciento, con un promedio
de 97 por ciento, io que indica una buena recu-
peracién. Se observa que se obtiene menor recu-
peracién a menor concentracion de estriol, lo
que concuerda con Mejfa y col (12}, A pesar de
que la recuperacidn por el método inmunoldgico
es ligeramente superior en los valores bajos, no
consideramos que esta pequena diferencia justifi-
que la sustitucion del método colorimétrico por
el inmunoldgico. En el estudio de comparacién
de los dos métodos se obtuvo un coeficiente de
correlacién de 0,916 el cual consideramos acep-
table. Adn cuando se observa dispersion de fos
valores en la linea de regresion, los resuitados
concuerdan con los valores normales estableci-
dos por ambos métodos. Al evaluar fa precision
del método de estriol colorimétrico, obtuvimos
coeficientes de variacién de 5,3 y 5,4 por ciento
para valares bajos y altos de estriol respectiba-
mente en un mismo dfa, y coeficientes deg varia-
cién de 5,9 y 6,3 por ciento para valores bajos y

altos de estril dfa a dfa, resultados que indican la
buena precision del método, Por el método in-
munolégico de precisidn en un mismo dia fue de
6.7 v 7,6 por ciento para valores bajos y altos
respectivamente. En este método solo se efectud
la precision en un mismo dfa ya que 12 precisién
dia a dra, resultaba de muy alto costo. Segin
Abraham G. E., y col. con un método por radio-
inmunoensayo obtienen C.V. de 8.6 y 18 ciento
en un mismo dfa y dfa a dia respectivamente,
demostrando que la variacién dia a dfa es mds
alta que la obtenida en un solo dia, {1), lo cual
concuerda con los resultados obtenidos por ia
casa Clinical Assays {5). Puede observarse que {a
presicién obtenida por el método colorimétrico
fue mejor que la obtenida por e! método inmy-
noldgico. No evaluemos en este trabajo el estriol
en suero como otro parimetro de comparacién
con respecto al estriol presente en orina, porgue
se ha demostrado variacién en los resultados ob-
tenidos en un mismo dfa {2}; dicha variabilidad
en la concentracion obtenida de estriol en suero
depende de diversos factores como son el ritmo
circadiano, intervalo de toma de la muestra y la
fraccion de estriol a determinar (5, 9, 15, 17}. Se
pudo comprobar gque el método colorimétrico
para estriol de Rouke et al {16} modificado (3),
a pesar de ser un método clisico, tiene buena co-
rrelacion con el método per radiocinmunosgnsayo
que es mas sofisticado, sensible y especifico (5).
Ademis, con el método colorimétrico, por ser de
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menor costo, se puede realizar un exdmen aisla-
do en cualquier momento, lo cual es muy impor-
tante para evaluar a la paciente enbarazada, pues
asi se obtiene el resultado el mismo dia; por lo
tanto su aplicacion tiene mayores posibitidades
practicas en nuestro pafs, dada ia infraestructura
economica actual.

RESUMEN

Se evalué un método colorimétrico para la
determinacion de estriol urinario usando como
método de referencia el radioinmuncensayo. Al
analizar 40 orinas de 24 horas de mujeres emba-
razadas por ambos métodos se obtuvo un coefi-
ciente de correlacién de 0.916 con una ecuacién
de regresidn fineal de y=0,863x—1,42. Se com-
probd que elmétodo es lineal hasta 100mg/dl. La
recuperacion promedio obtenida fue de 97 por
ciento por el método colorimétrico y de 101,4
por ciento por el método inmunolégico. La preci-
sion del método {C.V.) en un mismo dia fue de
5,3 por ciento y 5,4 por ciento para valores ba-
jos y altos respectivamente, y C.V. dia a dfa de
5,9 por ciento y 6,3 por ciento para valores ba-
jos y altos de estriol por el método celorimétri-
co. Por el inmunoldgico el C.V. fue de 6,7 por
ciento y 7,6 por ciento para valores bajos y ai-
tos. Comprobamos que e] método colorimétrico
es exacto, reproducible, y de bajo costo, por lo
que sigue siendo utit,

Abstract

A colorimetric method using hidroquinone
in acid medium for the determination of urinary
estriol, was evaluated against a radioinmunoassay
method as reference. Analyzing 40 twenty-four
hour urines of pregnant women by both me-
thods a 0,916 correlation coeficient and
y=0.863x—1,42 regression equation was obtai-
ned. Linearity was proved up to 100 mg/dl. The
colorimetric method gave a mean recuperation
of 97 per cent and the inmunologic one 101,4
per cent. In the colorimetric method the within
day precision analysis showed a 5,3 per cent
C.V. for low values and 5,9 per cent for high va-
lues, while the day to day precision showed a
5,9 per cent C.V. for low values and 6,3 per cent
C.V. for high values. By the inmunologic me-
thod a 7,5 per cent C.V. for low values and 6,7
per cent for high values was obtained in the day
to day precision. We proved that the colorime-
tric method is exact, reproducible and low cost,
being still very usefull.
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