EXCRECION URINARIA DE ESTROGENOS FRACCIONADOS,
EN MUJERES CON CICLOS NORMALES (*)

Drs.: WASHINGTON RODRIGUEZ GUTIERREZ y JOSE CARLOS SALINAS HURTADO

El aislamiento e identificacién de los estrégenos clasicos: estrona,
17-beta-estradiol y estriol eliminados por la orina durante el ciclo sexual fe-
menino, tiene interés en el campo de la endocrinologia ginecolégica al per-
mitir una mejor valoracién de la funcién y patologia ovéricas, en compara-
cidén con los reportes dados por un estudio colpocitolégico.

Tiene validez medir los estrégenos fraccionados en volimenes de ori-
na por 24 horas, al haberse demostrado claramente que las variaciones plas-
maticas guardan paralelismo con la excrecién urinaria (Preedy y Aitken, 1957).
Asimismo, suele observarse niveles muy bajos inmediatamente después de la
menstruacién, seguido de dos elevaciones’ francas, \una bien nitida hacia lo
mitad del ciclo y otra, mds amplia, en plena fase luteinica, alrededor del 21°
dia (Loraine y Bell, 1963). También se ha destacado la importancia de otros
metabolitos como la 2-hidroxiestrona (Fishman, 1963) y el 16-epiestriol con
variaciones ciclicas propias (Nocke y Breuer, 1963).

El éxito obtenido con la introduccién de métodos cromatograficos en
nuestros laboratorios ha permitido realizar el fraccionamiento de estrégenos
segun la técnica de Brown [1955qa), valorada en una comunicacién anterior
(Salinas, 1967) con respecto a los criterios de confianza y practicabilidad del
método.

En el presente reporte comunicamos los valores hallados en la excre-
cién urinaria por 24 horas, tanto de la estrona, 17-beta estradiol y estriol, en
tres momentos del ciclo estral: fase folicular, ovulacidn y fase luteinica, pro-
curando establecer algunos patrones de normalidad, Gtiles para interpolar otras
mediciones efectuadas en condiciones patolégicas.

MATERIAL Y METODOS

Grupo de mujeres normales.— Se escogieron 10 mujeres sanas, con
edades entre los 21 y 29 afios, todas presentaron ciclos regulares por mds de

{*) Trabajo realizado en los Loboratorios Clinices, Seccién Endocrinologia del HospitaI-A. tooyza,
Facultad de Medicing, U.N.M.S.M.
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un aiio, junto con historia menstrual normal, exceptuando un caso (ICK), que
Geusaba, el primer dia, franca dismenorrea. Los datos importantes se resu-
men en el cuadro N° 1.

CUADRO N°* 1

DATOS CLINICOS DE LAS 10 MUJERES NORMALES ESTUDIADAS

Nombre Edad Talla Peso  Fr. Pulso  Fr. Resp. Régimen Dismenorrea  Menarq.
anos {em.) Kg.) {/min.) [/min.) Cotamen., {afos)
M.C.Y. 21 158 57 88 16 4/30 ausente 9
AKM. 29 156 55 88 16 7128-30 moderada n
P.C.P. 26 154 54 60 16 6-7125-32 moderada 11
A.P.K. 27 157 51 80 16 4/30 moderada 13
E.AK. 24 165 69 72 16 3-4/30 cusente n
1.C.K. 21 156 47 88 16 3/28-30 severo 13
G.M.M. 23 160 55 82 17 4/28 moderada 13
C.B.T. 20 157 50 86 16 5/29 ausente 12
H.P.R. 25 152 47 84 18 3-4/28 ausente 12
L.J.O. 29 156 51 80 16 4/30 moderodo 11

En cada caso con temperatura basal bifdsica comprobada, se indicd
realizar colecciones urinarias completas de 24 horas durante un ciclo mens-
trual, en la fase folicular, ovulacién y fase luteinica. Las muestras se proce-
saron inmediatamente después de su recepcidn, o si no se guardaron bajo
congelacién hasta el momento de realizar las mediciones, y los volUmenes
diarios se verificaron con la excrecidn de creatining.

Método: Para la identificacién y andlisis cuantitativo de los estrége-
nos fraccionados se recurrid al método de Brown (1955a), adaptado a las
condiciones de nuestro laboratorio y descrito en un trabajo precedente (Sa-
linas, 1967). Los pasos fundamentales se presentan en un esquema (esquema
Ne 1). El método comprende: Hidrélisis dcida en caliente con &cido clorhi-
drico, extraccién y purificacién de los esteroides fendlicos, particidn entre agua
y soda para separar la fraccién fenédlica fuerte (estriol) de la débil (estrona
y 17-beta estradiol), metilacién de las dos fracciones con sulfato de dimetilo
en presencia de una solucidn tampédn de &cido bérico, cromatografia de ad-
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CUADRO N° 2
VALORES INDIVIDUALES CORRESPONDIENTES A LA EXCRECION URINARIA DE ESTROGENOS EN
10 MUJERES NORMALES DURANTE EL CICLO MENSTRUAL
Dfa del Volumen uri- ESTROGENOS (ug./24 hs.)
Caso Ciclo nario {ml./24 hs.) Estrona Estradiol Estriol E, + E + 53
1) MCY. 8° 1,570 8.4 1.0 10.7 20.1
14¢ 1,750 243 7.1 23.9 55.3
25° 1.590 10.9 2.2 25.7 38.3
2)  AKM. 8? 875 1M 2.0 8.2 21.3
14° 1,450 4.2 2.4 411 47.7
22° 920 101 0.0 17.5 27.6
3) P.C.P. 8¢ 1,050 4. 0.0 11.3 15.4
142 200 8.1 4.1 19.4 31.6
27° 1,390 3.4 2.3 10.0 15.7
4)  APK. 8° 1,250 6.1 1.7 10.3 18
Y49 790 7.5 4.7 7.3 19.5
25° 1,450 10.3 3.1 6.2 19.6
53U E.AK. 10° 910 10.6 4.7 24.2 39.5
149 1,200 1.4 2.6 38.3 52.3
24° 1,200 15.5 3.2 30.2 48.9
6) 1.C.K. 8?7 850 5.0 0.0 3.0 8.0
15¢ 1,450 23.0 3.9 40.6 67.5
21° 1,200 15.2 23 16.4 33.9
7)  G.MM. 8? 860 5.2 1.0 3.2 9.4
14° 820 8.1 2.6 7.3 18.0
21° 1,210 10.3 2.3 6.2 18.8
8) C.B.T. 8° 950 10.8 51 25.0 40.9
14° 1,530 24.6 8.2 42.6 75.4
22° 1,300 157 6.2 25.8 47.7
9}  H.P.R. 7¢ 1,200 7.0 2.0 12.6 21.6
14° 1,090 16.1 6.5 26.0 48.6
21° 1,470 14.5 4.8 18.1 37.4
10} L.J.O. 7° 1,010 6.9 1.5 14.9 23.3
13° 1,640 15.6 8.5 25.9 50.0
21° 1,280 12.9 3.7 12.7 29.3

E, = Estrona, E;, = 17-beto estradiol, E, = Estriol.
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sorcién en 2 columnas de albdmina reactivada para purificar la primera frac-
cién (estriol-3-metil-éter), y separar la segunda en sus dos constituyentes (es-
trona-3-metil-éter y 17-beta estradiol-3-metil-éter]. Finalmente la colorimetria
de las tres fracciones individualizadas se hizo por la reacciédn de Kober, se-
guido de lecturas espectrofotométricas corregidas segin la férmula de Allen
(1950) a 474 mu., 515 mu. y 555 mu. (en espectrofotémetro Carl Zeiss).

RESULTADOS

Hemos preferido comunicar en el cuadro N¢ 2 los resultados obtenidos
en cada caso, para observar mejor las variaciones individuales de las diver-
sas fracciones estrogénicas ubicadas en tres momentos del ciclo y consignan-
do los volimenes urinarios.

En el cuadro N¢ 3 se aprecian las variaciones ciclicas de la estrona,
estradiol y estriol, tomando los valores medios y sus correspondientes errores
standard.

CUADRO N° 3

ESTROGENOS URINARIOS EN LOS 10 CASOS NORMALES, EXPRESANDO LOS VALORES

MEDIOS EN ug./24 Hs.

Dias del Estrona Estradiel! Estriol E +E + E3

ciclo M - ES. M - ES. M - E.S. M =+ E.S.
79 — 8° 7.5 + 0.82 1.9 + 0.54 12.3 + 2.8 21.7 =+ 3.54
132 — 15° 143 + 240 51 -+ 078 27.2 = 4.1 466 + 7.39
21 — 25¢ 11.9 &= 0.80 3.0 4+ 0.58 16.9 = 2.64 31.8 =+ 4.02

En el cuadro N° 4 se intercalan nuestros promedios y rangos junto con
los comunicados por diversos autores que siguieron métodos comparables.
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COMPARACION DE NUESTROS RESULTADOS CON LOS REPORTADOS POR OTROS AUTORES,
DE CADA ESTROGENO URINARIO ANALIZADO EN
UG./24 HORAS, Y RANGOS NORMALES QUE SE INDICAN PR LOS NUMEROS ENTRE

TOMANDO LOS VALORES MEDIOS,

PARENTESIS.
Dias del N° de Edad media
ciclo ESTRONA ESTRADIOL ESTRIOL casos y rango
1) 7°— 8° 7.5 (41 —1311) 1.9 (0.0— 5.1) 123 ([ 3.0— 25.0) 10 24.5
132 —15° 143 ( 4.2 —24.6) 5. (24— 8.5) 27.2 (| 7.3-—426) (20 — 29)
21% — 25° 11.9 { 3.4—157}) 53 {0.0— 6.2) 16.9 { 6.2—30.2)
2) Aprox. 7° 50 ( 40— 7.0) 20 (0.0— 3.0) 6.0 { 0.0—15.0) 8 (17 — 40)
’ 13¢ 20.0 11.0—31.0) 9.0 {4.0—14.0) 27.0 (13.0— 54.0
M 21° 14.0 (10,0 —23.0) 7.0 {4.0—10.0) 22.0 ( 8.0—72.0)
3) 2° — 5° 47 ( 1.4— 9.2) 2.7 (0.0— B.6) 6.2 { 1.6 —16.2) 17 42.3
18° — 21°¢ 8.7 | 26 —20.5) 4.4 (0.0—11.4) 14.8 ( 2.9 —36.0) (35 — 49)
4) 6?2 — 10° 57 { 1.4—18.0) 2.9 {0.0—13.0) 6.8 | 1.5—17.4) 10 (18 — 37}
112 — 16° 126 ( 25 —24.6) 52 (1.0—23.0y 17.8 { 2.7 —73.8)
17° — 28° 9.4 ( 22— 23.6) 3.6 [0.0—13.2) 15.0 ( 4.0 —58.7)
5) 6% — 9° 7.8 ( 20—158) 3.5 (0.8— 7.5} 10.2 { 3.0 — 24.8) 7 27.0
14— 15° 13.3 { 45— 21.0) 44 10— 9.5) 151 { 53~—31.5) ne—3)
19° — 264° 123 [ 80 —19.9) 53 {(1.3— 8.2) 16.5 (12.3 —125.2)
AUTOR METODO

1) El presente reporte BROWN ({1955a)

2) BROWN ({1955b) BROWN (19554

3) DICZFALUSY y col. {1959) BROWN y col. {1957) modificado

4) LORAINE y BELL (1963) BROWN ({1955a)

5] BELL y col. (1966) BROWN (19550)

Se ha construido la gréfica N 1 para ilustrar la relacién de los valo-
res medios con sus respectivas desviaciones standard, que hacen posible usarla
con fines précticos cuando se desee interpolar valores desconocidos obtenidos
en mediciones rutinarias.



ESQUEMA N@ 1, Separacién de ESTRONA, 17-B ESTRADIOL y ESTRIOL
Esquesa del Método (Brown, 1955).

KEIDROLISIS ACIDA
1/5 - 1/6 vol. 24 hs
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PASE FOLICULAR OVULACION FASE LUTEINICA

Mt D.S. M % D.S. M % D.S.
ESTRONA  (B4) 7.5 ¢ 2.5 4.3 L 2.2 1.9 & 2.4
ESTRADIOL (E;) 1.9 & 1.6 5.1 % 2.3 3.0 £ 1.7
ESTRIOL  (E3) 12.3 & 6.5 27.2 £ 12,6 6.9 ¢ 7.9

QRAFiCA N2 1, Estrégenos urinarios en 10 mujeres normales, comaiderando
los valores medios y 1 deaviacifn standard, obtenidos durante un ciclo.
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DISCUSION

El método de Brown {1955a) seguido en nuestros andlisis, ha permitido,
con relativo éxito, identificar y cuantificar pequenas cantidades de estrona, 17-
beta estradiol y estriol en orina de mujeres con ciclos regulares.

Tanto el método original como su modificacién posterior (Brown y col.,
1957}, ofrecen garantia con respecto a los criterios de confianza establezidos
por diversos autores (Diczfalusy y col., 1959; Loraine y Bell, 1963), y también
estudiados en nuestro grupo con anterioridad (Salinas, 1967). La recupera-
cién de los esteroides puros agregados es aceptable (75 a 90%) y las cifras
minimas determinables con precisién, por alicuota, son para la estrona 0.4
ug. y para el 17-beta-estradiol y estriol de 0.7 ug. {Brown, 1955qa; Brown y col.,
1957). Estas evidencias permiten considerar al procedimiento como simple y
adecuado para su aplicacién rutinaria, con limitaciones imponibles al 17-beta-
estradiol, dada sus cantidades tan pequefas de excrecién que se comproba-
ron en nuestra observacion.

Los patrones de excrecién de los estrégenos urinarios, descritos en los
10 ciclos, fueron similares a los reportados, durante el ciclo menstrual, por
Brown {1955b), Diczfalusy y col (1959), Loraine y Bell {1963}, Bell y col. (1966},
entre otros. En la mayor parte de los casos estudiados, la variacién lineal de
cada estrégeno evidencié un pico bien definido a mitad del ciclo, con valo-
res medios significativamente diferentes (P < 0.005) a los obtenidos en la fase
folicular que resultaron los més bajos.

De las fracciones identificadas en los tres intervalos del ciclo, el estriol
presenté las mayores cifras, seguido de la estrona y luego el estradiol con
valores definitivamente menores. Estas evidencias sugieren que puede ha-
ber limitacién en las mediciones del 17-Beta estradiol urinario, dependiente
de la sensibilidad metodolégica que se considera aceptable para concentra-
ciones del orden de los 4 ug./24 hs. (Brown, 1955a); sin desmerecer el he-
cho fisioldgico de una franca metabolizacién, hacia estriol, eliminado en can-
tidades importantes. Esto mereceria comprobar investigando las tasas de pro-
duccién estrogénica.

La efimera duracién y ubicacién del pico ovulatorio en la mitad del
ciclo, destacada por Bell y Loraine (1965), explica que no fue posible obser-
var en este intervalo la elevacién caracteristica, sobre todo en la estrona vy
estradiol, en algunos de nuestros casos [AKM y EAK), no obstante las otras
evidencias de owvulacién.
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La informacién obtenida en nuestro estudio es posible completarla con-
duciendo mediciones seriadas por varios ciclos, estudio longitudinal que per-
mitiria conocer con mayor precisién los patrones normales de excrecidn para
los estrégenos urinarios.

RESUMEN

Se han realizado mediciones urinarias por cromatografia en columna
de alimina del 17-beta estradiol, estrona y estriol en 10 mujeres con historia
menstrual normal y edades comprendidas entre 21 y 29 anos. El estudio se
hizo durante un ciclo y las muestras se tomaron en la fase folicular, a mi-
tad del ciclo y en la fase luteinica.

El andlisis de resultados indica que el estriol presenté las mayores ci-
fras seguido de la estrona y luego el estradiol con valores definidamente me-
nores. A su vez las fracciones estrogénicas identificadas presentaron varia-
ciones ciclicas con niveles muy bajos después de la menstruacién, seguido
de dos elevaciones, una franca y bien nitida alrededor de la ovulacién vy
otra menor en plena fase luteinica.

SUMMARY

By using the Brown's procedure the authors have measured the urinary
excretion of estrone, estradiol and estriol in a group of 10 normal women. Two
peaks of excretion were observed: the first corresponding to ovulation and a
second one in the luteal phase; both were significantly different of the values
obtained in the first phase of the cycle.
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