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Resumen

Introduccion: La 17a-hidroxiprogesterona (170HP) es uno de los metabolitos que
permiten evaluar la funciéon endocrinoldgica de las Glandulas Suprarrenales. Una de las
alteraciones frecuentemente observadas en pediatria es la Hiperplasia Suprarrenal
Congénita (HSC), situacion clinica resultante de deficiencias enzimaticas en la corteza
suprarrenal. El déficit de 21 a- Hidroxilasa es el mas frecuente, y ocasiona el incremento
de la 170HP, dicha hormona se determina mediante el método de radioinmunoensayo
(RIA). Un correcto resultado de 170HP es imprescindible para llegar a un diagndstico

certero en el paciente.
Objetivos: Evaluar si las dos versiones del kit para la determinacion de 17 a -

Hidroxiprogesterona por RIA, correlacionan entre siy pueden considerarse concordantes.

Materiales y métodos: Se trabajé con 40 muestras de pacientes de ambos sexos con
edades comprendidas entre 20 dias y 18 afos, que concurrieron al hospital durante el
periodo establecido octubre — noviembre de 2019 para el diagndstico y control de
tratamiento de hiperplasia, amenorreas y sospecha de pubertad precoz. Se realizo la
determinacion 17 a - Hidroxiprogesterona por ambas versiones del kit de
radioinmunoensayo. Se evalud a través del test de Shapiro-Wilk si la distribucion era
normal y en funcion del resultado obtenido en el test, se utilizd el Chi-cuadrado de
Pearson, el test Wilcoxon, el indice kappa de Cohen, el grafico de Bland Altman, el

coeficiente de correlacion Rho de Spearman y la regresion de Passing Bablok.

Resultados: En los test de Shapiro de los conjuntos de valores obtenidos por ambos
métodos la significancia asintotica = 0,00. En la prueba no paramétrica de Chi-cuadrado
de Pearson la significancia obtenida mediante el software SPSS era: 0,410. El test de
Wilcoxon el p valor = 0,014. En el analisis de correlacion de la actual version y de la
nueva version se observd que tenian coeficientes Rho de Spearman =1 y de 0,99
respectivamente. El indice kappa dio un valor = 0,26. En el grafico de Bland Altman se
visualizé que habia una concordancia entre los métodos. En la regresion lineal se obtuvo
un intervalo de confianza de la pendiente de 1 a 1,15 y de la ordenada: -0,08 a 0,68. E1 %
de Sesgo calculado = 0,065%, el CV =245 % y el error total =4,10 %. La media del
método nuevo = 4,59 ng/ml y la media del método actual = 4,29 ng/ml. La mediana del

método actual=0,8750 ng/ml y la mediana del método nuevo =1,05 ng/ml.



Conclusion

A partir el analisis estadistico realizado en esta tesis se puede concluir que existe una
fuerte correlacion y una buena concordancia entre los métodos. Ademas, el método nuevo
tiene una precision similar al método actual y es exacto ya que el % del sesgo obtenido
es menor al error sistematico aceptable, por lo tanto, el método analizado es valido para

hacer el diagnostico de HSC.
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1.Abreviaturas

- ACTH : Hormona adrenocorticotropa

- ARP : Actividad de la renina plasmatica

- CBG : Globulina transportadora de corticosteroide

- CRH : Hormona liberadora de corticosteroide

- CYPI11BI : Gen que codifica para la enzima 11 beta- hidroxilasa
- CYPI11B2 : gen que codifica para la enzima Aldosterona sintasa

- DAXI1: Producto del gen de inversion de sexo- hipoplasia suprarrenal sensible a

dosificacion
- CYP21 A2 : Gen que codifica para la enzima 21-hidroxilasa
- CYP21A 1 P: Pseudogen duplicado del gen CY21 A2
- DHEA : Dehidroepiandrosterona
- DNA : Acido desoxirribonucleico
- DOC : Desoxicorticosterona
- GCh : Gonadotropina coridénica humana
- GH : Hormona de crecimiento
- GnRH: Hormona liberadora de gonadotropina
- HDL : Lipoproteina de alta densidad
- HLA : Antigeno leucocitario humano
- Hsp90 : Proteina de schock térmico
- IGF-1 : Factor de crecimiento insulino simil tipo 1
- IL -1 : Interleuquina
- IAR : Indice aldosterona / renina
- LDL: Lipoproteina de baja densidad
- LH : Hormona luteinizante
- HPLC : Cromatografia liquida de alto rendimiento
- 170HP : 17-hidroxiprogesterona
- POMC : Proopiomelanocortina

- P450aldo : Aldosterona sintasa
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P450c11: 11 beta — Hidroxilasa

P450scc: Colesterol — 20, 22-desmolasa

PTH : Hormona paratiroidea

RIA : Radioinmunoensayo

SF-1 : Factor esteroidogenicos- 1 a

SHBG : Globulina de union a hormona sexual
StAR : Proteina reguladora aguda esteroidogénica
T3 : Triyodotirosina

T4 : Tiroxina

TRH : Hormona liberadora de tirotropina

TSH : Hormona estimulante de tiroides ( tirotropina)



2. Introduccion general

La 170-hidroxiprogesterona (170HP) es uno de los metabolitos que permiten evaluar la
funcion endocrinoldgica de las Glandulas Suprarrenales. Anatomicamente dichas
glandulas estan formadas por una corteza y una médula rodeadas por una céapsula de
tejido conectivo. La corteza se divide en la zona glomerular que produce los
mineralocorticoides (aldosterona), la zona fascicular que produce los glucocorticoides
(cortisol) y la zona reticular sintetiza los androgenos. La médula sintetiza las
catecolaminas (adrenalina y noradrenalina). La produccion de glucocorticoides y de
androgenos esta regulada por el eje hipotalamo- hipofisis — glandula adrenal. El
hipotalamo secreta la CRH (hormona liberadora de hormona adrenocorticotropa) la cual
estimula a la hip6fisis para que produzca la ACTH (hormona adrenocorticotropa) que

actlia sobre la zona fascicular y reticular de la corteza adrenal.

Una de las alteraciones frecuentemente observadas en pediatria es la Hiperplasia
Suprarrenal Congénita (HSC), la cual comprende un grupo de enfermedades hereditarias
autosOmicas recesivas, causadas por un defecto en alguna de las enzimas necesarias para
la biosintesis de glucocorticoides y mineralocorticoides. Como consecuencia se produce
un déficit de la produccion de cortisol, en algunos casos de aldosterona, y una elevacion
de esteroides previos al bloqueo enzimatico. La 17a-hidroxiprogesterona (170HP) es el
marcador bioquimico mas utilizado para el diagndstico y monitoreo de la HSC. En el 95%
de los casos es producida por deficiencia de la enzima 2 1- hidroxilasa citocromo P450C21
(21-OHD), la cual compromete la biosintesis del cortisol, provocando la elevacion
anormal de su sustrato esteroideo 170HP con produccion incrementada de androgenos
adrenales. El espectro clinico ocasionado por deficiencia de 21-OHD varia desde formas
asintomaticas a formas graves con deshidratacion, alteraciones electroliticas y genitales
ambiguos, dependiendo del grado de déficit enziméatico. Se presenta en tres formas
clinicas: perdedora de sal y virilizante simple, ambas descriptas como formas clésicas
(HSC-C) diagnosticadas por lo general en las primeras semanas de vida, y una forma de
comienzo tardio descripta como forma no clasica (HSC-NC). La incidencia global de la
forma clasica es de 1:10.000 a 1:15.000, y la incidencia de la forma no clasica o tardia

del mismo déficit es de 1:1000.



En la presentacion clasica perdedora de sal las manifestaciones clinicas son hipotension,
deshidratacion, hipertrofia de clitoris, fenotipo intersexo, hipertricosis pubertad precoz,
hiperpigmentacion de genitales y en la virilizante simple se produce la virilizacion de
fetos femeninos. La presentacion no clésica la sintomatologia que genera son alteraciones

menstruales, infertilidad, hipertricosis e hirsutismo.

La 170HP se determina mediante el método de RIA (radioinmunoensayo), su disefio es
competitivo, en el que se produce una reaccion antigeno-anticuerpo en donde compiten
la hormona fria (en la muestra) con la hormona marcada con un radioisétopo. La
concentraciéon de hormona fria puede ser estimada utilizando una curva de calibracion

realizada con estandares de concentraciones conocidas.

Existe la actual version de RIA de 170HP y la nueva version. La diferencia entre ambas
es que el método nuevo tiene un anticuerpo policlonal de conejo que remplaza al

anticuerpo de conejo actual

Un correcto resultado de 170HP es imprescindible para llegar a un diagnostico certero
del paciente; evitandose perdidas salinas, errores en la asignacion de sexo, hipoglucemia
y otras manifestaciones clinicas. Es por lo tanto importante determinar si ambas versiones

arrojan resultados equivalentes

3. Introduccion especifica

3.1. Embriogenia y anatomia

Las glandulas suprarrenales humanas son dos estructuras piramidales localizadas en el
polo superior de ambos rifiones. Constan de dos tejidos endocrinos bien delimitados con
funciones y origenes embriologicos diferentes, una corteza externa y una médula interna,

ambas recubiertas por una capsula de tejido conectivo.

“La corteza suprarrenal deriva de las células mesenquimales unidas al revestimiento de
la cavidad celomica adyacente a la cresta urogenital” (Williams. (2017). Tratado de

endocrinologia .13° ed. Elsevier). La glandula adrenal se visualiza entre la sexta y la



octava semana de gestacion. Desde la vida fetal hasta los 12 meses postparto se distingue
una zona interna (zona fetal) y una zona externa definitiva que se transforma en la
glandula suprarrenal adulta. Al nacimiento ocurre la regresion progresiva de la zona
fetal siendo sustituida a los 6 meses por la zona definitiva que prolifera dando origen a
una zona interna fasciculada y una externa glomerular. La capa mas interna, zona reticular,

se evidencia luego del primer afio de vida.

Cercana a la quinta semana de gestacion las células primitivas de la cresta neural se
trasladan a la region toracica y se genera la cadena simpatica posterior. En la sexta semana
de gestacion las células primitivas se desplazan hacia la corteza suprarrenal para formar

la médula suprarrenal.

La médula estd compuesta por células cromafines o feocromocitos dispuestas en
pequefios grupos o cordones. Los cromafines sintetizan la noradrenalina y la adrenalina.
Las células de la médula estan inervadas por neuronas del sistema nervioso simpatico,

que hacen sinapsis al secretar acetilcolina y encefalinas.

La glandula esta perfundida por arteriolas y capilares de la frénica inferior, de la aorta y
de las arterias renales e intercostales. Estas arterias se ramifican y forman un plexo
arteriolar subscapular, del cual divergen capilares radiales e irrigan la corteza y la médula.
En la zona reticular se forma un plexo sinusoidal denso que libera la sangre hacia a una
vena central. La vena suprarrenal derecha drena a la vena cava inferior y la vena

suprarrenal izquierda converge en la vena renal izquierda.

3.1.1 Genes que codifican para proteinas asociadas a embriogénesis

suprarrenal

Los genes que codifican para los factores de transcripcion (SF-1y DAX1) son necesarios

para el desarrollo y la diferenciacion de la glandula.

El factor de transcripcion SF-1 interviene en la determinacion del sexo al regular la
actividad de los genes relacionados con las gonadas y las glandulas. Esta codificado por
el gen NR5SALI, el cual pertenece a la subfamilia de receptores nucleares, localizado en el

brazo largo del cromosoma 9 en la posicion 33.3.



SF-1 se expresa en tejidos esteroidogénicos adultos, en células adrenocorticales, células
de Leydig, células de la teca y granulosa ovarica. Este factor de transcripcion contribuye

en la diferenciacion de los testiculos fetales.

La diferenciacion sexual de los ovarios es estimulada por la disminucion en la

transcripcion de SF-1 y las proteinas.

La receptora nuclear DAXT1 esta codificada por el gen NROBI, este gen esta en el brazo
corto del cromosoma X en las posiciones 21.3 y 21.2. La proteina receptora nuclear
influye como un controlador negativo de receptores nucleares, es antagénica al SRY al
actuar de manera similar a un gen anti- testiculos. DAXI1 regula la funcién de genes en
las células de las glandulas suprarrenales, la glandula pituitaria, el hipotalamo, de los
testiculos y de los ovarios en el desarrollo embrionario. Ademas, controla la sintesis de

hormonas en los 6rganos mencionados.

3.2 Esteroidogénesis

Las hormonas adrenales (el cortisol, los androgenos y la aldosterona) derivan del
colesterol que tiene la estructura quimica del ciclopentanoperhidrofenantreno. “El 80%
aproximadamente del colesterol utilizado para la esteroidogénesis procede de las
lipoproteinas plasmaticas y las células suprarrenales poseen receptores de membrana para
la LDL que se internaliza y, a nivel de los lisosomas, los ésteres del colesterol son
hidrolizados, liberandose colesterol que es utilizado como sustrato para la
esteroidogénesis. E1 20% restante del colesterol utilizado para la esteroidogénesis procede,
en condiciones normales, de la biosintesis intracelular del colesterol a partir de acetilCoA.
En las células suprarrenales la ACTH aumenta el nimero de receptores para la LDL, asi
como las actividades de la enzima colesterol estearasa (ACAT) que libera colesterol libre
a partir de sus ésteres, aumentando, por lo tanto, la cantidad de colesterol libre intracelular”
(Brandan Nora C, Llanos Isabel Cristina, Horak Francisco A, Tannuri Hugo O, Rodriguez
Andrea N. (2014) . Hormonas de la corteza adrenal. Recuperado el 24 de diciembre de
https://med.unne.edu.ar/sitio/multimedia/imagenes/ckfinder/files/files/CarreraMedicina/

BIOQUIMICA/CORTEZA%20SUPRARRENAL%20%202014.pdf)



“La conversion del colesterol en los diversos esteroides involucra la accion de una serie
de enzimas pertenecientes, la mayoria de ellos, a la familia de las proteinas citocromicas
p450. Estas proteinas son oxidasas captadoras de hierro. La amplia familia de proteinas
citocromicas p450 consiste en mas de 10 familias de proteinas codificadas por mas de

100 genes y pseudogenes”.

(Brandan Nora C, Llanos Isabel Cristina, Horak Francisco A, Tannuri Hugo O, Rodriguez
Andrea N. (2014) . Hormonas de la corteza adrenal. Recuperado el 24 de diciembre de
https://med.unne.edu.ar/sitio/multimedia/imagenes/ckfinder/files/files/CarreraMedicina/

BIOQUIMICA/CORTEZA%20SUPRARRENAL%20%202014.pdf)

El gen CYP11A esta localizado en el cromosoma 15, codifica para P450scc (enzima), la

funcion de la proteina es realizar la escision de la cadena lateral del colesterol.

El gen CYP11B1 se ubica en el cromosoma &, codifica para P450c11 que interviene en
la 11 beta — hidroxilacion en la zona reticular y fascicular de la corteza de la glandula
adrenal. Esta reaccion transforma el 11 — desoxicortisol en cortisol y convierte la 11 —

desoxicorticosterona (11- DOC) en corticosterona.

EL CYPI11B2, es un gen situado en el cromosoma 8, el cual codifica para la enzima
P450aldo que participa de la 11 beta- hidroxilacion, la 18- hidroxilacion y la 18-

oxidacion para transformar 11-DOC en corticosterona.

El gen CY17 que esta en el cromosoma 10, codifica para la proteina P450c21 que

interfiere en la 21-hidroxilacion de la progesterona y de la 17- Hidroxiprogesterona.

Nombre de la enzima Gen Cromosoma

Escision de la cadena lateral del CYPI1IAT 15q23-q24
colesterol (SCC) (desmolasa)

3p-hidroxiesteroide- HSD3B2 1p13.1

deshidrogenasa (3p-HSD)
(isozima de tipo I1)

17a-hidroxilasa/17,20-liasa CcYP17 10g24.3
21-hidroxilasa CYP21A2 6p21.3
11p-hidroxilasa CYP11BI 8q24.3
Aldosterona sintasa CYPliB2 8q24.3

Tabla 3.2.1. Nomenclatura de las enzimas esteroidogénica suprarrenales, de sus genes y localizacion

cromosomica. Williams. (2017). Tratado de endocrinologia .13° ed. Elsevier.
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En la corteza suprarrenal las proteinas p450 estan localizadas en la mitocondria o en el
reticulo endoplasmico (microsomales): las mitocondriales requieren una proteina
sulfatoférrica y una flavoproteina como transportadores intermedios de electrones,
mientras que las microsomales s6lo requieren una flavoproteina. Todas estas proteinas
P450 requieren NADPH como donante de electrones. “El paso limitante de la velocidad
de la esteroidogénesis suprarrenal es la entrada de colesterol a través de las membranas
mitocondriales externa e interna” (Brandan Nora C, Llanos Isabel Cristina, Horak
Francisco A, Tannuri Hugo O, Rodriguez Andrea N. (2014). Hormonas de la corteza
adrenal. Recuperado el 24 de diciembre de
https://med.unne.edu.ar/sitio/multimedia/imagenes/ckfinder/files/files/CarreraMedicina/

BIOQUIMICA/CORTEZA%20SUPRARRENAL%20%202014.pdf)

En el proceso generado por 11 beta — hidroxilasa necesita un sistema de transferencia de
electrones que lo suministra la adrenodotoxina reductasa y adrenodoxina. Las reacciones

siguientes que se producen dependen de la zona de la corteza suprarrenal.

Figura 3.2.2. Esteroidogénesis suprarrenal después de la captacion de colesterol mediada por la proteina

StAR

Cadena lateral de
escision dal c:olestercll

1 7e-hidroxilasa/ 17a-hidroxilasa’
17,20-liasa 17.20-liasa
3f-hidroxiestercide Jp-hidroxiestercide

deshidrcgenasal deshidmgenasal

———— [ 17-ti-progesterona |}——————> Aiona |
21-hidroxilasa J' 21 -hidroxilasa l

I 11-desoxicortisol I
11[5—hidr0xflasaj_ 11p-hidroxilasa l

o]

Aldosterona

sintasa |

Aldostarona

| Mineralocorticoide |

Glucocorticoide I

reguladora aguda StAR. Williams. (2017). Tratado de endocrinologia .13° ed. Elsevier.
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3.2.1 Sintesis de cortisol.

La pregnenolona sale de la membrana interna de la mitocondria y se transporta al reticulo
endoplasmico liso. En la pregnenolona se genera la 17alfa- hidroxilacion a través de 17
alfa- hidroxilasa y se convierte en 17 alfa — Hidroxiprogesterona, posteriormente a la
transformacion del doble enlace 5,6 en un doble enlace 4,5 mediante el complejo
enzimatico 3beta — hidroxiesteroide deshidrogenasa. Ademas, en la zona fascicular y
reticular se puede convertir la pregnenolona en progesterona a través de la isoenzima de
tipo 2 de la 3 beta — hidroxiesteroide deshidrogenasa y esta ultima hormona en 17 alfa-
Hidroxiprogesterona por medio de la accion de la 17 alfa- hidroxilasa. Después la enzima
21 — hidroxilasa realiza la 21- hidroxilaciéon de la 17 alfa- Hidroxiprogesterona para
convertirlo en 11- desoxicortisol, el cual es hidroxilado a través de 11beta -hidroxilasa
para sintetizar cortisol. Ademas, se genera DOC, 18-hidroxidesoxicorticosterona y

corticosterona en la zona fascicular y reticular.
3.3 Regulacion de la secrecion

La produccion de cortisol y de androgenos es regulado por el sistema CRH-ACTH (eje
Hipotalamo -Hipofisis -Glandula Suprarrenal). La ACTH es secretada por la hipofisis
anterior en respuesta al estimulo de CRH y otros neurotransmisores de origen
hipotalamico. Un aspecto importante de la secrecion de CRH y ACTH es el control de

retroalimentacion negativa ejercido por los mismos glucocorticoides.

La ACTH humana, o corticotropina, un péptido de 39 aminoacidos, se sintetiza como
parte de una proteina precursora de mayor tamaio, la proopiomelanocortina (POMC), y
se libera a partir de su precursor por medio de la separacion proteolitica de residuos
dibasicos, por accion de la endoproteasa serinica. Otros péptidos de importancia bioldgica,
entre ellos las endorfinas, las lipotropinas y la hormona estimulante de melanocitos

(MSH), se producen por el mecanismo proteolitico de la misma POMC precursora.



Factores de estrés  Regulacion circadiana
(hipoglucemia,

hipotension,
cirugla, fisbre, P Hipotalama

lesidn)

*_5; Vasoprasina

<= Citocinas
proinflamatoras
ACTH
Sup rarrenales

Cortisol

Figura 3.3.1. Regulacion normal de la secrecion suprarrenal de glucocorticoides. Williams. (2017). Tratado

de endocrinologia .13° ed. Elsevier.

La ACTH actua uniéndose a receptores de la membrana plasmatica, esto produce la
activacion de la adenilil ciclasa, que a partir de ATP genera AMPc, este activa a las
fosfoproteinas quinasas y a la StAR. La ACTH induce un incremento de la actividad del
colesterol esterasas originando un aumento de la sintesis de colesterol y de la captacion

LDL en la corteza suprarrenal.

i
de Ilé-r?:gn

;!.J'..-'P_'_Er-:lelna
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8 TP
Mitocondsia
L
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Figura 3.3.2 Mecanismo de accion de la ACTH sobre las células secretoras de cortisol en las dos zonas
internas de la corteza suprarrenal. David G. Gardner & Dolores Shoback (2012) . Endocrinologia basica

y clinica. (9° ed.). Mac Graw Hill.
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“Existen dos tipos de efectos del ACTH sobre la esteroidogénesis: los agudos, producidos
en pocos minutos y los cronicos, que requieren horas o dias. El efecto agudo del ACTH
consiste en aumentar la transformacion de colesterol a pregnenolona, la primera etapa
limitante en la esteroidogénesis: esto se consigue activando la enzima P-450-scc.”
(Brandan Nora C, Llanos Isabel Cristina, Horak Francisco A, Tannuri Hugo O, Rodriguez
Andrea N. (2014) . Hormonas de la corteza adrenal. Recuperado el 24 de diciembre de
https://med.unne.edu.ar/sitio/multimedia/imagenes/ckfinder/files/files/CarreraMedicina/

BIOQUIMICA/CORTEZA%20SUPRARRENAL%20%202014.pdf)

Los efectos cronicos del ACTH consiste en aumentar la sintesis de la mayoria de enzimas
de la esteroidogénesis y en efecto sobre la sintesis de proteina y DNA de las suprarrenales,

provocando hipertrofia e hiperplasia.

3.3.1 Control neuroendocrino

“Hay tres mecanismos de regulaciéon neuroendocrinos: el primero es la secrecion
episodica y el ritmo circadiano de ACTH, el segundo es la capacidad de respuesta al estrés
del eje hipotalamo- hipofisis- suprarrenal y el tercer es inhibicion por retroaccion por
cortisol de la secrecion de ACTH” (David G. Gardner & Dolores Shoback (2012) .

Endocrinologia basica y clinica. (9° ed.). Mac Graw Hill)

En la secrecion y el ritmo circadiano de ACTH, hay descenso en la produccion de cortisol
al final de la tarde y disminuye mas en el inicio del suefio. En la tercera, quinta, sexta y
octava hora del suefio incrementa la liberacion de cortisol por la zona fascicular de la
corteza adrenal. Al despertar la persona comienza a disminuir el cortisol en el plasma. La
secrecion de cortisol baja durante el dia y ademés puede incrementar la sintesis de la

hormona con el ejercicio e ingesta de las comidas.

En la respuesta al estrés, se incrementa la estimulacion al eje hipotalamo—hipofisis -
glandula adrenal aumentando la generacion de ACTH y de cortisol. Esto se produce en
situaciones de fiebre, cirugia, quemaduras, hipoglucemia, hipotension, esfuerzo, estrés

psicologico y en la depresion.
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El feedback negativo es producido por los glucocorticoides, los cuales ocasionan la
supresion de la transcripcion del gen POMC, de la produccion y de la liberacion de CRH.
Ademas, se produce una disminucion de cortisol y de andrégenos por la retroalimentacion

negativa anteriormente mencionada.
3.3.2 Secrecion de mineralocorticoides

“La aldosterona, se secreta en la zona glomerulosa, esta regulada principalmente por la
angiotensina II, el potasio y la ACTH. La secrecion de aldosterona y sus metabolitos
intermedios 18-hidroxilados esta restringida a la zona glomerulosa debido a la expresion
zonal especifica de CYP11B2: aldosterona sintasa”( David G. Gardner & Dolores
Shoback (2012) . Endocrinologia basica y clinica. (9° ed.). Mac Graw Hill).

La angiotensina II (Ang II) constituye el principal péptido del sistema renina angiotensina
aldosterona (SRAA). Sus acciones locales son la vasoconstriccion y la estimulacion de la

liberacion de aldosterona.

El aparato yuxtaglomerular (pertenece al SRAA) secreta la renina cuando disminuye la
carga de sodio, potasio en los tubulos contorneados distal y la presion de perfusion. La
renina es transportada al higado, en donde convierte el angiotensindgeno en angiotensinal,
la angiotensina 1 se traslada al pulmon donde una ECA (enzima convertidora de
angiotensina) la transforma en angiotensina 2. La angiotensina 2 produce la
vasoconstriccion elevando la presion arterial y en la zona glomerular de corteza adrenal

incrementa la transcripcion del gen CYP11B2 aumentando la sintesis de aldosterona.

3.4 Circulacion, transporte y metabolismo de los esteroides

suprarrenales

“ El cortisol circula unido a una proteina especifica (alta afinidad y especificidad), a2-
globulina glucosilada llamada transcortina o0 CBG (CorticosteroidBindingGlobulin). El
95 % del cortisol sanguineo circula unido a proteinas, el 70 % a la transcortina y el resto,
con menor afinidad, a la albumina y a los hematies. El 5 y el 8 % del cortisol esta libre
para sus acciones biologicas. En condiciones normales, la vida media del cortisol es de
60-80 minutos, y su metabolismo, asi como el de todos los demas esteroides, tiene lugar
principalmente en el higado. En este, el cortisol es rapidamente catabolizado a

tetrahidrocortisol y tetrahidrocortisona principalmente, siendo estos después conjugados



con el acido glucurénico y en menor proporcion son sulfatados, para formar productos
hidrosolubles que vuelven a la circulacion por la vena hepatica o son excretados a la luz
intestinal con la bilis. Ademas, en el rifion tiene lugar el metabolismo de cortisol a
cortisona. El 90 % del cortisol, sus metabolitos y conjugados, aproximadamente, son
excretados por el rifion en la orina, y el resto es eliminado por via intestinal.” ((Brandan
Nora C, Llanos Isabel Cristina, Horak Francisco A, Tannuri Hugo O, Rodriguez Andrea
N. (2014) . Hormonas de la corteza adrenal. Recuperado el 24 de diciembre de
https://med.unne.edu.ar/sitio/multimedia/imagenes/ckfinder/files/files/CarreraMedicina/

BIOQUIMICA/CORTEZA%20SUPRARRENAL%20%202014.pdf))

Los dos principales precursores de androgenos de origen suprarrenal son la
androstendionay la DHEA. Sélo son activos por metabolismo periférico y transformacion
en testosterona (T) o dihidrotestosterona (DHT). Androstendiona y DHEA se unen con
mayor afinidad a la proteina de transporte de los esteroides sexuales SHBG que a la CBG.
Estos esteroides son metabolizados en parte en el higado. Pero una proporcion importante
de su metabolismo tiene lugar en las gonadas, la piel y el tejido adiposo. La
androstendiona puede ser transformada de forma reversible en T por el enzima 17-
cetorreductasa y de forma irreversible en estrona por el enzima aromatasa (P-450-

AROM).

El principal mineralocorticoide circulante en sangre periférica es la aldosterona, siendo
menos activos, aunque su concentracion sea superior, la DOC y la corticosterona. La
aldosterona se une a la CBG con el 10 % de afinidad, con respecto a la del cortisol,
mientras que la corticosterona y la DOC se unen a la CBG con afinidades respectivas del
100 y del 50 %. La vida media de la aldosterona es aproximadamente de 45 minutos. El
higado metaboliza practicamente toda la aldosterona que llega a la circulacion
enterohepatica, siendo los dos principales metabolitos excretados por la orina, la

tetrahidroaldosterona y el glucurénido de aldosterona
3.4.1. Alteraciones en la depuracion y el metabolismo

El metabolismo de los glucocorticoides se encuentra reducido en los bebés, en personas
mayores, en hipotiroidismo, inanicion, anorexia nerviosa, embarazo, terapia con

estrogenos, enfermedad del higado y en enfermedad crénica grave. Esta incrementada la



depuracion en el hipertiroidismo y por drogas (barbitiricos, fenitoina, mitotano,

aminoglutetimida y rifampicina).
3.4.2. El exceso de cortisol genera hipertension

El cortisol cuando se produce de manera exacerbada en la zona fascicular, se une al
receptor de mineralocorticoides produciendo manifestaciones clinicas como expansion
del volumen, hipertension e hipotasemia ya que el evento post receptor origina un

aumento de la reabsorcion de sodio, de agua y de la secrecion de potasio.

En concentraciones normales de cortisol, la enzima 11 beta -HSD, transforma los

glucocorticoides en cortisona que no tiene actividad.

3.5 Efectos de las hormonas esteroideas

3.5.1 Glucocorticoides

El cortisol se une a sus receptores, las hsp90 se separan y los complejos de hormona-
receptor ingresan al nucleo. Este complejo actiia sobre determinadas zonas en el ADN y
el primer mecanismo de accion que se dispara es la regulacion de la transcripcion. El
complejo receptor/glucocorticoide puede llevar a cabo dos procesos diferentes: si se
transloca al nucleo, el complejo activara la expresion de proteinas antinflamatorias; si se
mantiene en el citoplasma, el complejo reprimird la expresion de proteinas
proinflamatorias (impidiendo la translocacion de otros factores de transcripcion del

citosol al nucleo).
3.5.2 La accion de los glucocorticoides sobre el metabolismo.

El cortisol aumenta la produccion de lactato en el musculo, estimula la lipdlisis en el
tejido adiposo, en el higado incrementa la glucemia a través de la gluconeogénesis y

aumenta la glucogenogénesis.

Ademas, incrementa la concentracion de colesterol, de triglicéridos y produce un

descenso en la cantidad de colesterol HDL.



También el cortisol impide que el musculo y tejido adiposo capten glucosa. Ademas, el
pancreas secreta mas insulina cuando esta aumentada la cantidad de los glucocorticoides

y también se produce una resistencia a la insulina.

3.5.3 Efectos que generan los glucocorticoides en diferentes tejidos

Los glucocorticoides estimulan la adipogénesis (sintesis adipocitos) mediante la

activacion de genes de diferenciacion de adipocitos.

En el musculo esquelético, el cortisol genera un incremento de la protedlisis, una

disminucion de la sintesis de proteinas, en la captacion y en el metabolismo de la glucosa.

Las elevadas concentraciones de cortisol inhiben a los fibroblastos, reduce el crecimiento
de células epidérmicas, sintesis de DNA, disminuyendo el colageno y el tejido conectivo.
Las alteraciones que origina son adelgazamiento de la piel, susceptibilidad a los

moretones, ser mas propenso a tener estrias y la cicatrizacion anormal en las lesiones.

Los glucocorticoides suprimen la osteogénesis (formacion de la masa 6sea) ocasionando
osteopenia (disminucion de la densidad mineral 6sea). Ademas estimula la ostedlisis
(resorcion osea) a través del incremento de la actividad de la PTH y de la 1,25-

dihidroxicolecalciferol.

El cortisol disminuye el calcio en el plasma y esta situacion hace que aumente la secrecion
de PTH. La 1,25 (OH) » D puede estar cantidades normales o aumentadas en

concentraciones incrementadas de glucocorticoides.

El cortisol en exceso ocasiona hipercalciuria (calcio elevado en orina), disminuye la
reabsorcion de fosfatos en el rifion, origina fosfaturia y disminucion en la cantidad de
fosforo en la sangre. También regula la concentracion de calcio en sangre aumentando la

degradacion del hueso y en consecuencia desencadena una osteoporosis.

Los glucocorticoides suprimen la sintesis de GH y de IGF-1  ocasionando una

disminucidn en la velocidad del crecimiento.

El exceso de glucocorticoides genera hipertension arterial debido a que incrementa la

sensibilidad de las catecolaminas y de la angiotensina 2 (produce vasoconstriccion).
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La produccion de angiotensindgeno esta incrementada por el evento post receptor que se
genera al unirse el glucocorticoide al receptor de mineralocorticoides y causa

hipernatremia (aumento de sodio en plasma) y perdida de potasio.

Los glucocorticoides exogenos suprimen la respuesta inmunologica, disminuye del
torrente sanguineo la cantidad de linfocitos, monocitos, eosinofilos en la sangre ya que

aumenta el transporte de estas células hacia el bazo, ganglio linfatico y médula 6sea.

De la misma manera el cortisol reduce el traslado de los leucocitos hacia el lugar del dafio,
las altas dosis de glucocorticoides ocasionan en la persona que sea mas propensa a las
infecciones por el efecto antinflamatorio que es mas potente a altas concentraciones.

Ademas reduce la sintesis de linfocitos y disminuye sus actividades.

También inhibe la sintesis de citoquinas producida por los linfocitos ya que inactiva a

NF-kB (estimula la transcripcion de los genes).

La induccion de las proteinas lipocortinas o anexinas bloquea la actividad de la
fosfolipasa Az, generando una disminucion en la produccion de prostaglandinas. También
modifica la secrecion de lifoncina IL1, la sintesis de anticuerpos y las actividades de los

linfocitos.

El cortisol aumenta el gasto cardiaco y los efectos de la vasoconstriccion. El control de

la expresion de los receptores adrenérgicos es llevado a cabo por los glucocorticoides.

También concentraciones incrementadas de cortisol producen alteraciones clinicas como
depresion, euforia, psicosis, trastorno bipolar, alteraciones de las funciones cognitivas,
incremento del apetito, disminucion del livido e insomnio. En el globo ocular
incrementan la sintesis de humor acuoso y en reticulo trabecular se acumula matriz
aumentando la presion en el ojo. Ademas, bajas concentraciones de glucocorticoides
causan apatia, depresion, irritabilidad, que el paciente se haga solitario, disminucion del

apetito e incrementa los sentidos del gusto y el olfato.

El cortisol suprime la produccion de TSH y su secrecion. Ademas, disminuye la respuesta
dela TSH ala TRH. La cantidad de T3 total y de T3 libre podria estar disminuida debido
al incremento de los glucocorticoides que reduce la transformacion de T4 a T3 e

incrementa la produccion de T3 reversa.
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La hormona producida por la zona fascicular de la corteza suprarrenal en los hombres
genera un descenso de la respuesta en la hipofisis a la GnRH, disminuyendo la produccion
de gonatropinas y de testosterona. Asimismo, inhiben la respuesta de la LH a la GnRH,
lo que ocasiona una inhibicion de los estrogenos y progesterona, con supresion de la

ovulacion y el cese de las menstruaciones.
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Figura 3.6. Puntos de accion principales de los glucocorticoides en humanos que subrayan algunas

consecuencias del exceso de glucocorticoides. Williams. Tratado de endocrinologia .13° ed. (2017)

3.6 Hiperplasia Suprarrenal Congénita

La Hiperplasia Suprarrenal Congénita (HSC) es una patologia autosomica recesiva, se

produce por un déficit de las enzimas necesarias para la sintesis de hormonas esteroideas,



lo que ocasiona que no se genere la retroalimentacion negativa del cortisol, aumentando

en circulacion la ACTH lo que incrementa la estimulacion de la glandula.

3.6.1 Déficit de 21 a -hidroxilasa

Se genera por mutaciones en el gen CYP21 ubicado dentro de HLA, en el cromosoma

6p21.3, el cual esta junto al pseudogen CYP21P.

Es el déficit mas frecuente que origina la HSC, se genera por una falla en la
transformacion de 17 a — Hidroxiprogesterona a 11- desoxicortisol, en consecuencia se
desencadena una deficiencia de cortisol que no hace el feedback negativo en el
hipotalamo y en la hip6fisis aumentando la ACTH en la sangre. Ademas, se produce un
aumento de la sintesis de androgenos por la zona reticular de la corteza suprarrenal y una
carencia de mineralocorticoides debido al defecto de la 21- hidroxilacion de la

progesterona y esto origina que no se sintetice DOC.

Por otra parte, esta enfermedad se puede clasificarse en presentacion no clasica y en

presentacion clasica, la cual se agrupa en virilizante y perdedora de sal y virilizante simple.

En la forma no clasica la enzima 21- alfa hidroxilasa tiene una actividad del 20 al 50%,
en la virilizante simple tiene una actividad enzimatica entre el 1 al 2% y en la virilizante

y perdedora de sal la enzima es inactiva.

En la forma clasica virilizante simple se aumenta la produccion de androégenos debido al
incremento de ACTH, ocasionando virilizacion del feto femeninos, hipertrofia del clitoris,
fusion de los labios, ambigiiedad genital. En los nifios se puede generar una pubertad
precoz y vello pubico. Incluso aumenta la velocidad de crecimiento por el incremento de
androgenos. La enzima tiene actividad enzimatica del 1 al 2% que alcanza para que la
glomerulosa forme una cantidad de aldosterona suficiente para evitar parcialmente la

perdida de sal, el paciente presenta hipotension, pero no deshidratacion.

Los pacientes con presentacion clasica virilizante y perdedora de sal posee una enzima
21 — alfa hidroxilasa que es inactiva que causa una deficiencia de aldosterona,
hiponatremia, hiperkalemia, deshidratacion, hipotension y aumento de la actividad de la

renina plasmatica. El incremento de androgenos en el feto femenino ocasiona ambigiiedad



fetal y virilizacion. En el niflo se genera hiperpigmentacion de los genitales, aumento del

tamafio del pene y pubertad precoz.

En la presentacion no clésica, los bebés recién nacidos no presentan alteraciones clinicas
y se manifiesta en forma tardia con hiperandrogenismo. Ademas pueden sintetizar
cantidades normales de cortisol y aldosterona. En las mujeres se generan alteraciones
como hirsutismo, oligomenorrea y acné. Debido a que la patologia no se manifiesta en el
nacimiento es necesario hacer la pesquisa para disminuir el indice de morbi-mortalidad.
El diagnéstico de esta patologia se hace mediante el dosaje de 17OHP. Encontrandose la
concentracion de dicha hormona elevada, por encima de los valores de referencia. En la
forma no clésica, la concentracion de 170HP puede ser normal o no estar tan alta como
en la presentacion clasica. Cuando se administra ACTH al paciente los valores de 170OHP

se incrementan.

Los estudios moleculares se basan en la deteccion de mutaciones puntuales, conversiones
génicas y deleciones génicas en el gen CYP21A2 mediante su identificacion y

secuenciacion.

Las mutaciones mdas frecuentes son las microconversiones producidas por
recombinaciones entre el gen CYP21A1P (gen inactivo) y CYP21A2 (gen activo). En la

forma clasica se genera deleciones, conversiones génicas y mutaciones puntuales.

La presentacion no clésica es originada por combinaciones ente una mutacion severa de

CYP21A2 y una mutacion leve CYP21A2 o combinacion de las 2 mutaciones leves.

El tratamiento consiste en la administracion de glucocorticoides (dexametasona o
hidrocortisona) para inhibir al eje hipotalamo- hipofisis -glandula suprarrenal, para que
disminuya la secrecion de ACTH y la produccion de androgenos adrenales. En caso de
que haya un déficit de mineralocorticoides se le suministra al paciente 9 alfa —

fluorhidrocortisona.
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Figura 3.7.1. Hiperplasia suprarrenal congénita relacionada con déficit de 21 a - hidroxilasa. Williams.

(2017). Tratado de endocrinologia .13° ed. Elsevier.

3.6.2 Déficit de 11 B - hidroxilasa.

Esta enfermedad es ocasionada por mutaciones en el gen CYPI11B1 que genera la
inactivacion de la enzima y no se produce la transformacion de 11 — desoxicortisol a
cortisol. Las consecuencias que produce la deficiencia de cortisol que no se genere el
retrocontrol negativo del cortisol y esto ocasiona un incremento de ACTH produciéndose

un aumento de los andrégenos.

Las manifestaciones clinicas son virilizaciéon de feto femenino, ambigiiedad genital,
hipertension por el aumento del 11- desoxicorticosterona (ocasiona la reabsorcion de

sodio y la secrecion de potasio).

El diagndstico se hace con la determinacion (sérica basales y estimuladas con ACTH) de

11 — desoxicortisol, 11- desoxicorticosterona y androgenos.
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El tratamiento de basa en la administracion de glucocorticoides, con el objetivo de inhibir
al eje hipotalamo-hipofisis-glandula adrenal, lo que disminuye la estimulacion de la
glandula al ocasionar un descenso en la concentracion de ACTH, produciendo una
inhibicion de la sintesis de 11- desoxicortisol, desoxicorticosterona y androgenos.
Ademas, se hace un dosaje en orina de tetrahidro-11-desoxicortisol, tetrahidro-11-

desoxicorticosterona y 17 — cetoesteroides.

También existe una forma no clasica de déficit de la enzima 118 — hidroxilasa, donde
tiene elevado los androgenos adrenales lo que desencadena alteraciones clinicas como
acné, hirsutismo, pubertad precoz, estatura, edad 6sea avanzada, la interrupcion de las

menstruaciones, infertilidad, presencia de vello pubico y axilar antes de la pubertad.

Los genes CYP11BI1 codifica P450c11B y CYP11B2 codifica P450aldo se ubican el

cromosoma 8q21-22.
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Figura 3.7.2. Hiperplasia suprarrenal congénita relacionada con el déficit de 113 -hidroxilasa. . Williams.

(2017). Tratado de endocrinologia .13° ed. Elsevier.
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3.6.3. Déficit de 17 a - hidroxilasa

La deficiencia de la enzima 17 alfa- hidroxilasa es causada por mutaciones en el gen
CYP17 lo que genera un déficit de cortisol, de andrégenos adrenales y de hormonas
esteroideas sexuales. La supresion de retrocontrol negativo aumenta la produccion de
esteroides que estan antes del bloqueo y también esta incrementada la concentracion de

aldosterona.

Las alteraciones clinicas que genera esta enfermedad son: hipertension, hipotasemia,
hipernatremia e hipogonadismo (debido a que no se sintetiza la 17 a - hidroxilasa en las
génadas se produce un trastorno en la produccion de hormonas esteroideas sexuales).
Ademas, las mujeres tienen las siguientes manifestaciones clinicas amenorrea primaria,
caracteristicas sexuales ausentes y los hombres presentan un seudohermafroditismo con

genitales externos femeninos (vagina ciega y testiculos no descendidos o inguinales).

El tratamiento con glucocorticoides disminuye la concentracion de 11-
desoxicorticosterona y se restablece el sistema renina-angiotensina— aldosterona,
generando un descenso en la presion arterial. Ademas, el paciente tiene que ser

suministrado con hormonas sexuales en la pubertad.

El diagnostico se fundamenta en que las concentraciones de la 17 alfa- hidroxiladas estan
disminuidas con falta de capacidad de respuesta a la ACTH o a la GCh. Ademas, las
concentraciones, basales y post estimulo con ACTH, estan incrementadas de DOC,

corticosterona, 18- hidroxicorticosterona y 18- OH DOC.

El paciente que no es medicado, presenta una inactivacion de la reina plasmatica y de la
aldosterona causada por la produccion aumentada de DOC y la hipovolemia. El
tratamiento con glucocorticoides genera un descenso en la sintesis de hormonas, de la

volemia e incrementa la actividad de la renina en la sangre y de la aldosterona.

La deficiencia de la enzima P450c17 puede ser estudiado mediante la genética molecular,

en el cual se puede observar deleciones y duplicaciones de pares de bases.
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Tratado de endocrinologia .13° ed. Elsevier.

3.6.4 Déficit de 3 B — hidroxiesteroide deshidrogenasa.

La deficiencia de la enzima 3 B — hidroxiesteroide deshidrogenasa, es de baja incidencia,
ocasiona una disminucion de cortisol, de androgenos débiles que se produce a partir de
DHEA 'y de aldosterona. Este déficit es debido a mutaciones en el gen 3p -HSD de tipo
2. Las alteraciones clinicas que origina son hiponatremia, hiperpotasemia,
seudohermafroditismo en el hombre con fenotipo femenino debido a que no se expresa la
enzima 3B — HSD2 en los testiculos. Ademas, se puede generar hipospadias, leve
virilizacion en los genitales externos de un feto femenino causado por el incremento de
DHEA que se transforma en testosterona, hirsutismo, interrupciones en las
menstruaciones, aceleracion del crecimiento, la presencia de vello pubico antes de la

pubertad, acné e infertilidad.
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El diagnostico se hace con las determinaciones en plasma (basales y post estimulo con
ACTH) de pregnenolona, 17- hidroxipregnenolona, DHEA, 16 — hidroxipregnenolona y

de 16- hidroxi- DHEA. Incluso los valores de esteroides estan altos en orina.

También se puede hacer pruebas de estimulacion con GCh que genera el incremento de

la sintesis de testosterona en las gonadas.

La medicacion se basa en la administracion de glucocorticoides, fluorhidrocortisona y

esteroides sexuales.

| SR || ACTH |
N\ ¥
|  Colesteral |
E:vp11m+ CYP YR
| Pregnenclona | -ibl 17-0H-pregnenolona | -'1!-! DHEA |
¥
3B-HS DN

“

| Progesianna |-!l~| 17-0H-progestenona | -I-I androstenod cna.l

CYP21AZ o CYP2142
| Doc | | 11-desoxicortizal |
CYP1IE 1 o CYP1IB1
|_ Corlicostanna I I_ Coresol I
CYP11B2o
| Aldasterona I
Mineralocorticoide Glucocorticoides Andrigenos
Figura 3.7.4. Hiperplasia suprarrenal congénita asociado al déficit de 3 B  — hidroxiesteroide

deshidrogenasa. Williams. (2017). Tratado de endocrinologia .13° ed. Elsevier.
3.6.5. Déficit de 1a StAR.

El déficit de StAR, se genera por mutaciones en el gen que codifica para StAR, que
ocasiona que no se transporte el colesterol desde la membrana externa a la interna,
produciendo una deficiencia de todas las hormonas de la corteza suprarrenal y de los
esteroides sexuales (situacion no compatible con la vida). Las deficiencias parciales
cursan con baja produccion de esteroides suprarrenales y acumulacion de gotas de

colesterol que terminan intoxicando a la célula patologia denominada sindrome lipoide.
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3.6.6. Déficit de cortisona reductasa.

La deficiencia de la enzima cortisona reductasa ocasiona una falla en la transformacion
de cortisona en cortisol, generando un déficit de cortisol que no realiza la
retroalimentacion negativa en la hipdfisis y en hipotalamo. Debido a que no se lleva a
cabo el retrocontrol, la adenohipodfisis aumenta la secrecion ACTH produciendo una

hiperplasia de glandula suprarrenal.

Las manifestaciones clinicas son hirsutismo, alteraciones menstruales, alopecia originado

por un aumento de la sintesis de andrégenos.

La medicacion es la dexametasona, es administrada para suprimir el eje hipotalamo —
hipofisis-glandula adrenal y de esta manera generar la disminucion en la produccion de

androgenos adrenales.

3.7 Pesquisa de HSC

La provincia de Buenos Aires cuenta con un programa de pesquisa neonatal denominado
PRODYTEC (programa de diagnostico y tratamiento de enfermedades congénitas).” Los
programas de pesquisa neonatal son una herramienta del sistema interdisciplinario de
Salud Publica, que permite seleccionar entre todos los recién nacidos (RN) vivos, a
aquellos presumiblemente afectados por la enfermedad investigada” ( Ministerio de salud .
Programa de diagnostico y tratamiento de enfermedades congénitas PRODyTEC. .

Recuperado el 24 de diciembre de http://www.ms.gba.gov.ar/sitios/prodytec/ ) .Esta

destinado a patologias dificiles de reconocer clinicamente, cuya evoluciéon espontanea
tiene una morbimortalidad elevada y un tratamiento que mejora su evolucion si su
implementacion es precoz. Los casos positivos en la pesquisa deben ser sometidos luego
a estudios de confirmacion, que permitan establecer el diagnostico y su correspondiente
tratamiento. La HSC es una de las enfermedades incluidas en dicho programa. La
pesquisa detecta principalmente a la HSC ocasionada por un déficit de 21 o -hidroxilasa.
El Laboratorio de Endocrinologia del Hospital de Nifios “Sor Maria Ludovica” es Centro
de Referencia para la Confirmacion y Seguimiento de HSC. Para la confirmacion y el
posterior control del tratamiento de dicha patologia, se utiliza el dosaje de 17-a-

Hidroxiprogesterona por RIA.



3.8. RIA.

Es un ensayo competitivo, en el cual se genera una reaccién antigeno — anticuerpo, en
donde la hormona de la muestra compite con la hormona marcada con un radioisétopo

por los sitios de union al anticuerpo.

El anticuerpo es una inmunoglobulina producido por células plasmaticas. El is6topo
radiactivo son atomos que tiene en su nucleo mayor niimero de neutrones y tiene que

emitir radiaciones que pueden ser detectada mediante un detector de radiaciones.

La sensibilidad es mayor cuando la concentracion del anticuerpo es baja y una

determinada cantidad de la hormona no se une al anticuerpo.

El formato competitivo puede ser de un paso, que se lleva a cabo con una cantidad
limitada de anticuerpos y el de dos pasos posee una concentracion infinita de anticuerpos

y una alta sensibilidad.

El método utilizado para el dosaje de 170HP es RIA, pero en los nifios menores de 6
meses se hace una extraccion previa de la 170HP debido a que estos pacientes tiene en
circulacion la 17 — hidroxipregnenolona de origen materno y esto puede generar una

reaccion cruzada ocasionando falsos positivos.

La concentracion de la hormona en la muestra se puede obtener a partir de la
extrapolacion de una curva de calibracion con estandares de concentraciones conocidas.

La sefal es inversamente proporcional a la concentracion de la hormona en la muestra.

3.9 Distribucion normal y pruebas no paramétricas

La distribucion normal es una funcion de densidad de variable continua. El grafico se

representa como una campana y es simétrica.



La funcidn de la distribucion normal es:

x
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Figura 3.9 Distribucion normal. Recuperado el 14 de noviembre de

https://es.wikipedia.org/wiki/Distribuci%C3%B3n_normal.

Ademas, se pueden utilizar graficos de Q-Q normal, que indica una distribucién normal

cuando los puntos se alinean a la recta.

Las caracteristicas mas importantes de la distribucion normal son: simétrica, la moda, la
mediana tiene el mismo valor que la media, los puntos de inflexion se producen en x =

media + desviacion estandar y x= media — desviacion estandar.
3.9.1 Test de Shapiro-Wilk

Este test es utilizado para saber si un conjunto de datos tiene una distribucion normal y

es aplicado en una cantidad maxima de 50 muestras.

Se descarta que es una distribuciéon normal cuando p valor es menor a alfa y en caso de

que p valor sea mayor a alfa se deduce que los datos se distribuyen en forma normal.
3.9.2. Método no paramétrico

El método no paramétrico es empleado cuando los datos no se distribuyen de forma

normal.

La prueba de x* de Pearson es una prueba no paramétrica que permite poder analizar si
dos variables o dos conjuntos de datos son independientes o estan relacionados y

examinar si existe una diferencia entre la distribucion calculada y la teérica.



5 (observada — estimada )?
X =
estimada

i
Féormula 3.9.2. Prueba de ¥?® cuadrado de Pearson. Recuperado el 5 de noviembre de

https://es.wikipedia.org/wiki/Prueba %CF%87%C2%B2 de Pearson.

3.9.3. Test de Wilcoxon.

Este test se utilizado en muestras relacionadas para comparar si existe diferencia entre las
medianas de dos conjuntos de datos que no se distribuyen en forma normal. Si p valor es
menor a 0,05 se rechaza la hipotesis nula, por lo tanto, existe una diferencia significativa

entre las medianas de los conjuntos de datos analizados.
3.9.4 Concordancia, correlacion y regresion de Passing Bablok.

El indice Kappa de Cohen se utiliza para saber el grado de concordancia entre dos
observadores o variables y se puede utilizar la interpretacion de Landis y Koch para

evaluar la fuerza de concordancia que existe entre las variables.

PO'P(

1'Pe

Férmula 3.9.4. Coeficiente kappa de Cohen. Recuperado el 15 de noviembre de

https://es.wikipedia.org/wiki/Coeficiente_kappa de Cohen.

Po es la cantidad de acuerdos observados y Pe es la cantidad de acuerdos esperados.

Cosaficiente Fuerza de la concordancia
kappa

0,00 Pobre (Poor)

0,01 - 020 Leve [(Siught)

0,21 - 0,40 Aceptable (Fair)

041 - 0,60 Maoderada (Moderate)

0,61 - 0,80 Considerable (Substantial)
0,81 - 1,00 Cas=i perfecta (Almast perfect)

Tabla 3.10.4. Valoracion del coeficiente kappa. Jaime Cerdal y Luis Villaroel del P. Evaluacion de la

concordancia inter-observador en investigacion pediatrica: Coeficiente de Kappa. Recuperado el 14 de

noviembre de https://scielo.conicyt.cl/pdf/rcp/v79n1/art08.pdf.
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El grafico de Bland Altman indica que cuanto mas grande sea la dispersion (diferencia
entre los resultados) menor sera la concordancia entre las variables. Cuando los puntos
estan dentro de las lineas de las desviaciones estandar que estan por arriba y por debajo

de la media indica una buena concordancia.

La correlacion y la regresion lineal es aplicada para poder averiguar la relacion que existe

entre dos variables.

El coeficiente de correlacion establece el nivel de asociacion que existe entre dos

variables y la correlacion tiene como objetivo averiguar la fuerza de la asociacion.

El coeficiente de correlacion Spearman se aplica en pruebas no paramétricas determina

la correlacion entre dos variables que no se distribuyen de manera normal.

La regresion lineal de Passing Bablok es un método no paramétrico, indica que hay
errores sistematicos proporcionales cuando el intervalo de confianza de la pendiente no
incluye al 1 y errores sistematicos contantes cuando el intervalo de confianza de la
ordenada no incluye a 0, revelando que los métodos no se correlacionan, en caso contrario
hay una relacion entre las variables estudiadas. En el caso de que r = 0 indica que no hay
una correlacion entre X e Y, a medida que aumenta r aumenta la fuerza de la correlacion

entre las variables.

4. Objetivos.

Evaluar si las dos versiones del kit para la determinacion de 17 alfa — Hidroxiprogesterona

por RIA, correlacionan entre si y pueden considerarse concordantes.

Objetivos especificos.

- Comparar dos métodos de campo.

- Hacer foco sobre las diferencias observadas.



- Decidir si el método en uso puede ser reemplazado sin un cambio sistematico

significativo sobre los valores de los resultados.

S5.Materiales y métodos.

Lugar de trabajo: Hospital de nifios “Sor Maria Ludovica”

Tamaiio de la muestra: Se trabajo con 40 muestras de pacientes de ambos sexos con

edades comprendidas entre 20 dias y 18 afios que concurrieron al hospital durante el

periodo establecido octubre — noviembre de 2019.

Método de dosaje:

El método utilizado para el dosaje de 170HP es RIA, pero en los nifios menores de 6
meses se hace una extraccion previa de la 170HP. Las muestras acondicionadas a
temperatura ambiente se las mezcla bien antes de comenzar la extraccion. Se le agrega a
la muestra éter etilico y se agita con vortex. Posteriormente se congela la fase acuosa, se
extrae la fase orgénica y se la transfiere a otro tubo. Por ultimo se evapora la fase organica

bajo campana.

A las muestras de suero, los extractos, el control y los calibradores se le agrega el trazador
125] 170HP en tubos que este revestido de anticuerpos anti 170OHP. Se mezcla y se incuba
30 minutos a 37 °C. A continuacion, se decanta el contenido de los tubos y se lo lava con
solucion de lavado para retirar el exceso de trazador no unido a los anticuerpos. Se hace
la determinacion a través de un contador gamma. Las cuentas por minutos de la muestra
se le divide por las cuentas por minutos del calibrador cero, el resultado de esa division
se extrapola en la curva de calibracion obteniéndose la concentracion de 170HP. La
construccion de la curva de calibracion se hace en un papel logit-log donde se grafica en
el eje X el log de la concentracion de los calibradores en el Y logit la relacion entre las
cuentas por minutos de cada uno de calibradores y las cuentas por minuto del calibrador
cero. Este procedimiento se hace con la nueva y actual version de radioinmunoensayo.
El control de calidad se utiliza para confirmar una excelente calidad en los resultados de

las muestras.



5.1 Programas informaticos:

v' Para la recoleccion de datos y el armado de base de datos se utilizé el programa
Excel.
v’ Se realizo el analisis estadistico con el software SPSS ( Statistical Package for the

Social Sciences) y method validator ,

5.2 Tratamiento estadistico

Se hizo el analisis de distribucion normal mediante el test de normalidad de Shapiro Wilk,
se aplico una prueba no paramétrica (Chi- cuadrado de Pearson) debido a que los datos
no se distribuian de forma normal para evaluar si se trataban de métodos independientes
o relacionados. Luego se realiz6 el test de Wilcoxon para evaluar si habia una diferencia
entre las medianas de ambos métodos. Después se examiné la concordancia mediante el
grafico Bland Altman y el coeficiente kappa de cohen. Posteriormente se realizo la
correlacion Rho de Spearman para evaluar la relacion entre ambos métodos. Por ultimo,
se procedid con la curva de regresion de Passig Bablok para analizar si existian una

correlacion, errores sistematicos contantes y proporcionales.



6. Resultados

[170HP] ng/ml (actual versio| ¥ |[170HP] ng/ml( nueva versiol ™
2,6 2,3
2,6 1,7
2,6 0,68
2,6 0,52
2,6 1,3
2,6 1,3
2,6 1,1
2,6 1,1
2,6 0,38
2,6 0,26
2,6 4,6
0,7 0,8
0,9 0,95

4 3,8
0,64 0,68
1,7 1,7
0,66 0,75
2,6 2,6
38 38
0,34 0,34
0,26 0,26
0,6 0,9
0,26 0,25
1,1 1,1
0,38 0,38
0,57 0,57
0,95 1,1
2,9 3,1
40 4z
0,31 0,36
0,35 0,28
15 15
0,35 0,11
0,75 1,1
1,1 1,5
0,85 1
40 a7
0,35 0,12
0,4 0,52
1,3 1,3

Tabla 6. 1.: Determinacion de 170OHP por la nueva version (NV) y actual version (AV).



Analisis de datos:

Se realiz6 la evaluacion de la distribucion de los datos a través de test de Shapiro Wilk.
Ho (hipotesis nula): los datos se distribuyen de manera normal.

H1(hipotesis alternativa): los datos no se distribuyen de forma normal.

Nivel de significancia (a)) = 0,05

El nivel de significancia es la probabilidad de cometer un error al rechazar la hipotesis

nula.
Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnov?@ Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Método actual ,403 40 ,000 ,406 40 ,000
Método nuevo ,403 40 ,000 ,408 40 ,000

a. Correccion de la significacion de Lilliefors

Tabla 6.2.: Prueba de normalidad

El test de Kolmogorov-Sminov no se utilizd ya que es para una cantidad mayor a 50
muestras y por lo tanto se aplico el test de Shapiro-Wilk que es para una cantidad méxima

de 50 muestras.

En la prueba de normalidad del test de Shapiro -Wilk tenia una significancia de 0,00, que
es menor a al nivel de significacion de 0,05, por lo tanto, se descart6 la hipotesis nula

determinandose que los datos no se distribuian de forma normal.
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Grafico 6.3.: Q-Q normal de método actual.

Grafico Q-Q normal de Método nuevo
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Grafico 6.4.: Q-Q normal del método nuevo.

En el grafico 6.3. y 6.4. los puntos de los datos no estdn alinecados a la recta,

indicandonos que no existia una distribucion normal en ambos métodos.



Debido a que los datos no se distribuian de manera normal se utiliz6 el Chi- cuadrado de

Pearson para evaluar el si los métodos son independientes o estan relacionados.
Ho: Variables independientes

H1: Variables relacionadas

Nivel de significacion (a) = 0,05.

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintodtica
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 848,6672 840 ,410
Razén de verosimilitudes 232,562 840 1,000
Asociacion lineal por lineal 38,793 1 ,000
N de casos validos 40

a. 899 casillas (100,0%) tienen una frecuencia esperada
inferior a 5. La frecuencia minima esperada es ,03.
Tabla 6.5.: Prueba de Chi- cuadrado de ambos métodos

El valor de la sig. asint6tica calculado es mayor al nivel de significacion por lo tanto se

rechazo6 la hipotesis nula y se determiné que los dos métodos estan relacionados.

Después se realizo la evaluacion de las medianas de ambos métodos para saber si existian

diferencias mediante el test de Wilcoxon para muestras relacionadas.

Resumen de prueba de hipétesis

Hipotesis nula Test Sig. Decision
Frueba de
La mediana de las diferencias entre ?;f#ﬁg:ﬂcﬂnge los Rechazar la
1 método nuevo y método vigjo es sigr%n e 014 [ hipdtesis
igual a 0. muestras nula.
relacionadas

Se muestran las significancias asintdticas. El nivel de significancia es .05.

Tabla 6.6. Test de Wilcoxon.
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En test de Wilcoxon se obtuvo un p valor menor al nivel de significancia (0,05), por lo

tanto, se rechazo la hipotesis nula y se deduzco que existia una diferencia significativa

entre las medianas de los dos métodos.

Luego se realiz6 el grafico de Bland Altman para saber si habia una concordancia entre

los métodos analizados.

8 Difference

Mean

0 10 20 30 40
Difference plot N = 40
Mean difference : 0,301 [-0,0801 to 0,683 ]

Grafico 6.7. Bland Altman de ambos métodos.

50

En el grafico de Bland Altman los limites de confianza de la media incluian al 0 indicando

una concordancia entre los dos métodos y ademas la mayoria de los puntos estaban dentro

de los limites aceptables, en las lineas de los desvios estandar, indicando que hay un buen

acuerdo entre ambos métodos.

Medidas simétricas

Error tip. Sig.
Valor asint.2 T aproximada® | aproximada
Medida de acuerdo Kappa ,258 ,070 10,951 ,000
N de casos validos 40

a. Asumiendo la hipétesis alternativa.

b. Empleando el error tipico asintético basado en la hipétesis nula.

Tabla 6.8. Indice kappa.
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El indice Kappa de Cohen indic6 que existia una concordancia aceptable segun la escala

de Landis y Koch entre los métodos ya que el valor calculado del indice esta dentro del
intervalo (0,21-0,40).

Posteriormente se hizo la correlacion Rho de Spearman con el objetivo examinar la fuerza

de asociacion entre ambos métodos analizados.

Correlaciones

Método actual

Método nuevo

Rho de Spearman Método actual Coeficiente de correlacion 1,000 977"
Sig. (bilateral) ,000
N 40 40
Método nuevo  Coeficiente de correlacion 977" 1,000
Sig. (bilateral) ,000
N 40 40

**. La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

Tabla 6.6.: Correlacion de Rho de Spearman de los métodos

El coeficiente reveld una correlacion fuerte entre los métodos, ya que el método actual

tenia un coeficiente de correlacion de 1 y el otro método tenia un coeficiente de 0, 97(a

medida que aumenta el coeficiente Rho de Spearman aumenta la correlacion).

Después se realizé la regresion de Passing Bablok para saber si ambos métodos eran

comparables y equivalentes.




50 _RIA nuevo

40

RIA viejo

2‘0

Passing-Bablok regression N =40
Slope - 1,088 [ 1,000 to 1,152
Intercept : -0,007 [ -0,052 to0 0,040 ]

Grafico 6.9.: Regresion lineal de los dos métodos.

Resumen del modelo

R cuadrado Error tip. de la
Modelo R R cuadrado corregida estimacion
1 ,9972 ,995 ,995 ,83367
Tabla 6.10. Calculo de R.

30

40

En el grafico 6.9. se visualiza que no existe un error sistematico constante significativo

debido a que el intervalo de confianza de la ordenada incluye al o y tampoco hay un error

sistematico proporcional

significativo ya que el intervalo de confianza la pendiente

incluye al 1, es decir que los métodos comparados son equivalentes considerando un

intervalo de confianza del 95%.
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Estimacion del sesgo a partir de la ecuacion de la recta:

Y = 1,068 X-0,007 X = valor verdadero =4,29 (media del método actual y valor

evaluado)

Y =1,068 x 4,29 -0,007 = 4,57

Y = Valor que se obtiene con la nueva version del método (valor obtenido)
Sesgo % = (valor obtenido — valor evaluado) / valor evaluado x 100

Sesgo % (4,57-4,29) / 4,29 x 100 = 0,065%

Seglin la tabla de variabilidad bioldgica el error sistematico permitido es de 14%, la nueva
version tenia un % sesgo que es menor al 50% del requisito de la calidad (7 %). Por lo
tanto, el error obtenido en el nuevo método analizado se lo considerd insignificante y la

nueva version de RIA es exacto.

Coeficiente de variacion = desviacion estandar / media x 100

Coeficiente de variacion método nuevo = 11,28341 / 4,5953 x 100 =245,54. = 2,45 %

Coeficiente de variacion método actual = 10,3907/4,2940 x 100= 241,98. = 2,42%

El error aleatorio permitido obtenido en la tabla de variabilidad bioldgica es de 9,8 %, el

método nuevo tenia un coeficiente de variacion (2,45%) menor al 50% del requisito de la

calidad (4,9%), lo que indic6 que era despreciable el error aleatorio y que el método nuevo

€s preciso.

ET% = 1,65 x 2,45 % + 0,065 % = 4,10 %

Segun la tabla de variabilidad bioldgica el error total aceptable es de 30,2, el método

analizado tenia un error total menor al 50 % del error total aceptable (15,1 %).
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Descriptivos

Estadistico Error tip.

Método actual Media 4,2940 1,64292

Intervalo de confianza para la Limite inferior ,9709

media al 95% Limite superior 7,6171

Media recortada al 5% 2,5344

Desv. tip. 10,39072

Coeficiente de variacion 241,98 18

Mediana ,8750
Método Media 4,5953 1,78406
nuevo Intervalo de confianza para la Limite inferior ,9866

media al 95% Limite superior 8,2039

Media recortada al 5% 2,5994

Desv. tip. 11,28341

Mediana 1,0500

Tabla 6.11. Estadisticos descriptivos.

7. Discusion

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo se puede decir que los datos de los dos

métodos no se distribuian de manera normal ya que tenian una significancia asint6tica en

el test de Shapiro menor a 0,05. En la prueba no paramétrica de Chi-cuadrado de Pearson

la significancia obtenida mediante el software SPSS era mayor a 0,05 indicandonos que

los métodos estaban relacionados y no eran independientes. Aunque existia una diferencia

significativa entre las medianas, el analisis de correlacion de ambos métodos tenia

coeficientes Rho de Spearman igual a 1 o cercanos a 1, demostrandonos que hay una

fuerte asociacion entre la actual y nueva version de RIA. La grafica de Bland Altman y el

indice kappa revel6 una buena concordancia entre los métodos. En la regresion lineal de

Passig Bablok y el % de sesgo indicod que no existia errores sistematicos significativos




y los métodos eran equivalentes. Ademas, el coeficiente de variacion del método nuevo
calculado era menor al 50% del error aleatorio aceptable, se deduzco que tenia precision
la nueva version de RIA y por lo tanto es valido y se puede utilizar en el diagnostico de

HSC por déficit de 21-hidroxilasa.

8.Conclusion

Mediante el analisis estadistico realizado en esta tesis se puede concluir que existe una
fuerte correlacidon y una buena concordancia entre los métodos. Sin embargo, se obtuvo
una diferencia significativa entre las medianas, pero los resultados obtenidos demuestran
que los dos métodos poseen precision semejante, lo que nos lleva a pensar que, bajo
nuestras condiciones usuales de operacion, el cambio de metodologia no disminuiria la
precision de los datos obtenidos. Ademas, el método nuevo tiene un error sistematico
menor al error sistematico aceptable por lo tanto es exacto. También no tiene errores
sistematicos constantes y proporcionales, lo que indica que los dos métodos son

equivalentes y la nueva version de RIA puede remplazar el método actual.
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