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RESUMEN

La determinacion de 17a-hidroxiprogesterona (170HP) es utilizada para el diagndstico
y monitoreo de la Hiperplasia Adrenal Congénita (HAC). Problemas asociados con la
especificidad de los anticuerpos utilizados en inmunoensayos directos pueden producir
resultados falsamente eclevados. Objetivos: Analizar niveles de 170HP directa
(170HPd) y con extraccion (170HPe) en el periodo neonatal, establecer valores de
referencia y relacionar niveles de 170HPd y 170HPe con otros andrdgenos en

pacientes con HAC. Sujetos y métodos: 400 neonatos e infantes sanos, 100 pacientes

con HAC en tratamiento. 170HP determinada por RIA-DPC. Extraccion con
isopropanol/heptano al 3%. Resultados: Se observo una correlacion significativa de 17
OHP con la edad cronoldgica, pero no con la edad gestacional, sexo y peso. La
diferencia entre 170HPd y 170HPe disminuy6 con la edad. El indice de correlacion
entre 170HPd y 170HPe en pacientes con HAC fue 0,93 (p< 0,01). Conclusién: El
método extractivo es necesario en el periodo neonatal hasta los 6 meses de vida.

Palabras clave: Hiperplasia Adrenal Congénita- 17-o hidroxiprogesterona- Neonatos-

Valores de referencia.



INTRODUCCION

17o-hidroxiprogesterona (170HP) es el marcador bioquimico mas utilizado
para el diagnodstico y monitoreo de la Hiperplasia Adrenal Congénita (HAC) debida a
la deficiencia en la actividad de la enzima 21-hidroxilasa.
La HAC comprende un grupo de enfermedades hereditarias autosdémicas recesivas,
causadas por un defecto en alguna de las enzimas necesarias para la biosintesis del
cortisol. En el 95% de los casos es producida por deficiencia de la enzima 21-
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 (1,2).

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 enzimatico. Se presenta en tres formas
clinicas: perdedora de sal y virilizante simple, ambas descriptas como formas clasicas
(HAC-C) diagnosticadas por lo general en las primeras semanas de vida, y una forma
de comienzo tardio descripta como forma no clasica (HAC-NC). La incidencia global
de la forma clasica es de 1:10.000 a 1:15.000, y la incidencia de la forma no cléasica o

tardia del mismo déficit es de 1:1000. Estos valores varian segin el grupo étnico

estudiado (3).

La interpretacion de los niveles de 170HP en neonatos e infantes esta
influenciada por factores tales como edad gestacional (EG), edad cronolégica (EC) a la
toma de muestra, sexo, peso al nacimiento (PN), estrés, y presencia de interferentes
esteroideos producidos por la corteza adrenal fetal (4-8). Estos metabolitos esteroideos
circulantes, pueden sobreestimar los valores de 170HP obtenidos por inmunoensayos

directos, produciendo resultados falsamente elevados. Esto conduce a la necesidad de



realizar procedimientos extractivos previos para mejorar la especificidad del método y
establecer valores de referencia adecuados (9-12).

En nuestro medio no se cuenta con valores de referencia de 170HP sérica directa
(170HPd) y con extraccion (170HPe) para la determinacion de 170P en sangre de
pacientes durante los primeros meses de vida.

OBJETIVOS

- Analizar la relacion de los niveles séricos de 170HPd y 170HPe con EG, EC, sexo y
PN en neonatos e infantes sanos.

- Establecer valores de referencia.

- Relacionar los niveles séricos de 170HPd y 170HPe con los niveles de otros
andrégenos circulantes en pacientes pediatricos con HAC con terapia hormonal
sustitutiva.

MATERIALES Y METODOS

Sujetos:

Se investigaron 400 neonatos e infantes sanos sin medicacion de 2 a 365 dias
(Femeninos: n= 195; Masculinos n= 205), EG > 37 semanas, PN > 2500g que
concurrieron al Hospital de Nifios de la Santisima Trinidad de Cérdoba para realizarse

la pesquisa neonatal.

Se analizaron 100 pacientes con HAC bajo terapia sustitutiva de 1 a 16 afios de EC

(Femeninos n= 57; Masculinos n= 43).

Las muestras de suero fueron almacenadas a - 30°C hasta su determinacion.



Inmunoensayo:

La concentracion de 170HP se determind en suero en forma directa y con un proceso
de extraccion previo. Las concentraciones de 170HP séricas se midieron por

radioinmunoensayo de tubo recubierto (DPC, Coat-A-Count 170-OH Progesterona).

Se analiz6 la reproducibilidad determinando la precision interensayo del
radioinmunoensayo en forma directa y con el proceso extractivo previo. Se
confeccionaron para ello dos controles con niveles diferentes de 170HP, con droga
pura y suero libre de esteroides. Se realiz6 la recuperacion del proceso extractivo con

los controles mencionados.

Método extractivo

El procedimiento extractivo se realizd6 con 100 ul de suero y 1 ml de
isopropanol/heptano al 3% en un tubo de vidrio (9, 10). Se agité vigorosamente en un
vortex durante 2 minutos, se centrifugd a 1400 x g durante 10 minutos. De cada vial se
transfirio una alicuota de 0,5 ml de la fase isopropanol/heptano a otro tubo de vidrio. El
extracto se secd bajo corriente de nitrogeno gaseoso, y el residuo se reconstituyd con

50 pl de suero libre de esteroides.

La concentracion de androstenediona (A4) se determin6 con RIA DPC. Testosterona y
sulfato de  dehidroepiandrosterona ~ (SDHEA) se  midieron por

Electroquimioluminiscencia (EQLIA) Elecsys 2010 Roche.

Andlisis estadistico: analisis de varianza y de regresion lineal.



RESULTADOS

Variables analiticas

En la tabla N°1 se muestran los valores medios, desvios estandares y coeficientes de
variacion porcentual para los controles procesados en forma directa y con extraccion

previa.

Tabla_1._Precision interensayo para 170HP directa y extraida.

Muestra | Media+ DE | CV%
N=20 (ng/ml)

170HPd | 4,51 +0,35 | 7,76
Control 1

170HPd | 2,16 £0,24 | 11,11
Control 2

170HPe | 4,26+0,50 | 11,73
Control 1

170HPe | 2,01 £0,34 | 16,92
Control 2

La media de la recuperacion del proceso extractivo fue del 94%, con un rango de
recuperacion del 90 al 98 % para los dos controles utilizados (n=40). La eficiencia de

la extraccion fue similar a la reportada previamente por otros trabajos cientificos (11-

13).

Variables bioldgicas

El anélisis de los niveles de 170HPd y 170HPe en neonatos sanos no mostro

correlacion significativa con la EG, peso y sexo.

Se observo una correlacion significativa de 170HPd y 170HPe con EC al momento de

la toma de muestra (p < 0.001) (Figura 1).



Fig. 1. Relacion entre 170HPd y 170HPe (ng/ml) con EC (dias).
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La diferencia entre 170HPd y 170HPe disminuy6 con la edad haciéndose minima y

constante a partir de los 6 meses de EC. (Figura2).

Fig. 2. Relacion entre la diferencia de 170HPd - 170HPe (ng/ml) con EC (dias).
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Valores de referencia
Para establecer los valores de referencia de 170HPd y 170HPe se calcularon los

percentilos de la distribucion de frecuencias P5% y P95% (Tabla N°2).



Tabla 2. Valores de referencia de 170HPd y 170HPe.

EC 170HPd (ng/ml) | 170HPe (ng/ml)

(dias) P5% |P95% |P5% |P 95%

2-7 4,00 56,80 0,18 2,64
7-14 3,90 54,60 0,18 2,61
14 -28 3,30 47,50 0,17 2,46
28 — 60 2,70 38,50 0,16 2,29
60-120 1,90 26,30 0,14 2,01
120 -180 | 0,50 7,30 0,09 1,32
180 - 240 | 0,50 6,90 0,07 1,03
240-365 | 0,20 3,50 0,07 1,03

Pacientes con HAC en terapia sustitutiva

Los valores de 170HPd de los pacientes con HAC variaron ampliamente segin el
cumplimiento de la terapia sustitutiva (rango: 0,3 a 536 ng/ml). Se observo una

correlacion significativa entre 170HPd y 170HPe r=0,93 p <0,001, (Figura 3).

Fig. 3. Correlacion entre 170HPd y 170HPe en pacientes con HAC.
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No se observo correlacion significativa entre 170HPd y la diferencia (170HPd — 17
OHPe) con los niveles A4 (rango: 0,04- 44,4 ng/ml), SDHEA (rango: 0,1- 213,1 pg/dl)

y To (rango: 12-776 ng/ml) en pacientes con HAC.
DISCUSION y CONCLUSIONES

Los valores de 170HP determinados mostraron cambios relacionados con la edad, lo
que hace necesario la definicion de percentilos adecuados. Los resultados obtenidos en
este estudio proveen valores de referencia en infantes desde el nacimiento hasta el afo
de vida. Nuestros datos podrian ser utiles para realizar el diagndstico temprano de
HAC y el seguimiento de los neonatos con niveles elevados de 170HP sin patologia

adrenal.

Escasos estudios han reportado valores de referencia de 170HP en recién nacidos e
infantes. En la mayoria de ellos, la muestra analizada fue pequena particularmente en

los primeros meses de vida (14- 23).

Las muestras de bebés menores a dos dias de edad no fueron analizadas debido a que
durante el Ultimo trimestre de embarazo la circulaciéon materna contiene altos niveles
de 170HP y ésta atraviesa la placenta siendo eliminada dentro de las primeras 48 horas

de vida en neonatos a término sanos (24- 28).

En el periodo neonatal hay un riesgo de reaccion cruzada en la determinacion de
170HP por RIA con esteroides 3B-hidroxi-5n producidos en la zona fetal de la
glandula adrenal. La concentracién de estos esteroides en el suero puede variar mas
que la de 170HP, particularmente en recién nacidos pretérminos y enfermos (29).
Debido a que en la zona fetal los esteroides estan presentes en gran medida en forma
de conjugados, ellos pueden ser retenidos en la fase acuosa si los esteroides libres

(como 170HP) son extraidos previamente en un solvente organico (30, 31).



Para la determinacion rutinaria de 170HP se usan casi exclusivamente inmunoensayos
con distintos tipos de marcacion: radioisotopicos, enzimaticos y fluoremétricos a
tiempo resuelto. Sin embargo los inmunoensayos directos sobreestiman los niveles de
170HP debido a una especificidad insuficiente del anticuerpo, especialmente en
neonatos, debido a la reactividad cruzada de metabolitos esteroideos de origen adrenal
fetal (32). Muchos de estos metabolitos esteroideos sulfatados fueron identificados:
170H- Pregnenolona, 160H- Pregnenolona, pregnenolona y varios pregnenetrioles. La
170H- Pregnenolona sulfato seria uno de los esteroides que interferiria mas

significativamente en los inmunoensayos (9).

La produccion de esteroides interferentes disminuye con el aumento de la EG y de EC

del recién nacido hacia la infancia temprana (33).

Algunos intentos han sido realizados para mejorar la especificidad de la determinacion
de esteroides adrenales usando extraccidon y cromatografia de alta resolucion (HPLC)
previos al RIA (34). El empleo de espectrometria de masa asociada a cromatografia
gaseosa o liquida permiti6 alcanzar una mayor especificidad en la determinacion de
170HP (35, 36). Sin embargo, el problema de los resultados falsos positivos en
prematuros o recién nacidos estresados, que tienen una reducida actividad de la 11-
hidroxilasa, no puede ser superado completamente con la determinacion unica de

170HP (7).

En nuestro estudio se observo una correlacion significativa (r=0,93; p< 0,001) entre los
resultados de 170HPd y 170HPe en pacientes con HAC tratados con terapia
sustitutiva. Esta correlacion se mantuvo a pesar de las distintas concentraciones de
androgenos observadas durante el tratamiento, por lo tanto en estos pacientes no seria

necesario realizar el proceso extractivo.
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Los niveles elevados de 170HP determinados en nuestras muestras de suero sin extraer
en el periodo neonatal ponen en evidencia que el anticuerpo anti-17OHP utilizado en el
radioinmunoensayo de DPC sobreestima los valores del analito presentes en estas

muestras. Esta observacion fue corroborada por otros trabajos (6- 11, 34).

Nuestros datos avalan la conveniencia de emplear procedimientos extractivos en la
determinacion de 170HP en el periodo neonatal y en los primeros seis meses de vida
para evitar las interferencias observadas durante esta etapa, no siendo necesaria su
implementacion a edades mayores para el diagnostico y monitoreo de pacientes con

HAC.

Tanto para la 170HPd como para 170HPe se observd una disminucion de sus valores
en funcion de la EC, probablemente reflejando la maduracion de la corteza adrenal con

la concomitante involucion de la zona adrenal fetal.

La obtencion de valores de referencia para la metodologia extractiva asegura su
utilidad en el diagnéstico y control evolutivo de pacientes con HAC en los primeros

seis meses de vida.
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