Estriol:

Estandarizacion del Radioinmunoanalisis
Valores en el Embarazo

Dra. Gladys de Arbelaez*

Introduccion

La medicion de estriol (E:) en flui-
dos corporales se ha usado para zva-
luar la unidad fetoplacentaria en el cur-
so de embarazo de alto riesgo (1, 2, 3);
inicialmente el interés se enfocd hacia
su excrecion urinaria (4).

Con el desarrollo de nuevas técnicas
mas especificas y sensibles se ha dado
gran importancia a su determinacion en
el suero (1, 3, 5). En la formacién del
estriol materno intervienen el feto, la
placenta y la madre (fig 1), constitu-
yéndose asi en un magnifico parametro
para valorar la funcién de esta unidad
biolégica en el embarazo.

El sulfato de dihidroepiandrosterona
(DHAS) es el mayor andrégeno produ-
cido por la glandula adrenal del feto.
La DHAS sufre una 16 hidroxilacién
principalmente en el higado del feto
dando origen al sulfato de 16 hidro-
xi-dihidroepiandrosterona (16 - OH -
DHAS) que luego en la placenta por ac-
cion de sulfatasas pierde su cadena la-
teral de sulfato quedando el compuesto
no conjugado que finalmente se aroma-
tiza para tormar el estriol, el cual pasa
a la circulaciéon materna y en el higado
se conjuga para formar sulfato de es-
triol, glucosiduronato de estriol y una
mezcla conjugada estriol-sulfoglucosi-
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duronato y en estas formas se excreta
en la orina materna (6).

Las determinaciones de estriol total,
exceden a las del esteroide no conjuga-
do por cerca de 11-14 veces. No esta
claro cual de las fracciones refleja me-
jor la secrecion de estriol por la pla-
centa, aunque es posible que el nivel
del no conjugado sea mejor indicador
debido a que la placenta no secreta es-
triol conjugado en gran cantidad ().
Bashore y Wetlake, encontraron que la
medida de estriol no conjugado, puede
ser mas importante en la valoracion de
preclampsia severa, hipertension croni-
ca y retardo de crecimiento intrauteri-
no (3).

Distler y colaboradores estudiando
pacientes diabéticas encontraron que
el estriol no conjugado es un mejor in-
dice para detectar sufrimiento fetal (7).

Las determinaciones de estriol en el
suero en comparacién con las realiza-
das en orina de 24 horas tienen las si-
guientes ventajas: evita las dificulta-
des de una buena recoleccion de orina
de 24 horas, y un descenso de estriol
se detecta méas precozmente en el suz-
ro (1, 4).

El objeto de este trabajo es presen-
tar la estandarizacion del radioinmuno-
andlisis de estriol libre en suero por un
mcétodo répido que nos permite dar re-
sultados en un mismo dia y establzcer
los valores normales durante el tercer
trimestre de embarazo.
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( FIGURA No. 1 \

BIOSINTESIS DEL ESTRIOL
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Materiales y métados Estriol marcado (6, 7-3H estriol) ac-
tividad especifica 55 Ci/mm obtenido
de la New England Nuclear. Se empleo
en una concentracion de 10.000 cpm/

Las muestras fueron obtenidas de 30
mujeres con embarazos normales, valo-

rados como tales por el Servicio de 0.1 ml/tubo.
Obstetricia del Hospital Militar Central _
quienes se sangraron hasta donde fue Antisuero anti E., obsequiado por el
posible quincenalmente entre las sema- Dr. Lynn Loreaux de los Institutos Na-
nas 28 y 38 de gestacion. Se separaron cionales de Salud USA. Se empled a
los sueros manteniéndolos a —20°C una dilucion inicial de .1/7.000, 0.1
hasta el momento del analisis. ml/tubo, que produce un enlace del
50% de la cantidad de trazador emplea-
Los reactivos empleados fueron: do, fig. 2. Este antisuero es de gran
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FIGURA No. 2

CURVA DE TITULACION DEL ANTI - ESTRIOL
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DILUCION INICIAL

especificidad. Su reaccion cruzada con
estrona es de 0.25% y con estradiol de
0.01%.

El estriol usado como patrén se ob-
tuvo de Calbiochem grado analitico.
Las concentraciones de la curva de ca-
libracién fueron: 0-12.5-25-50-100-200-
490-y 800 pg/0.1 ml.

Eter etilico reactivo analitico de
Merck, Darmstad, Alemania Carbon-

dextrano en relacion 2/1 (p/p), 1 mgr
en 0.3 ml de agua destilada/tubo.

Liquido de centelleo: PPO (2,5 dife-
niloxazona) 4 gr, POPOP (1,4 bis 2,5
Feniloxazoil) 0,04 gr, etanol 20 ml, dio-
xano 200 ml y tolueno comercial hasta
1 litro. Se emplearon 5 ml por frasco dJe
centelleo.

Buffer de fosfatos (PBS-Gel) 0.1M,
pH 7.0, 088%.
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NaCl, 0.1% de NaN., 0.1% gelatina.

El método empleado no difiere fun-
damentalmente del propuesto por Staf-
ford y Watson (%) y sus pasos son los
siguientes:

Extraccion del estriol con éter etili-
co. El procedimiento se efectud tanto
en los patrones como en las muestras
a fin de igualar las pérdidas en esta
etapa. En los tubos de la curva de cali-
bracion se colocaron 0.1 ml de las di-
ferentes concentraciones del patrén y
en los de las muestras 25ul de los sue-
ros. El volumen de cada tubo se com-
pleta a 0.5 ml PBS-Gel efectuando lue-
go la extracciéon con 5 ml de éter etili-
co durante 1 minuto de agitacién con
vortex. Después de un reposo de 5 mi-
nutos, se congeld la fase acuosa en
una mezcla de etanol-hielo seco, de-
cantando el éter en tubos, que luego
se evaporaron a sequedad en bafo Ma-
ria a 34°C.

Incubacion. A los extractos se les
agregdé 0.3 ml de PBS-Gel, se agit6 en
vortex, adicionando luego el antisuero
y el trazador, se efectué una incuba-
ciéon por 1 hora a temperatura ambien-
te seguida de Y de hora a 4°C.

Fuera de los puntos de la curva de
calibracién y de las muestras se colo-
caron 2 tubos, (tubos blanco), que con-
tienen solamente PBS-Gel y trazador,
que sirven para valorar el enlace no es-
pecifico.

Separacion: a fin de separar el es-
triol libre del ligado a su antisuero se
agregdé 0.3 ml de carbdn-dextrano, el
cual absorbe el esteroide libre, se agi-
t6 rapidamente, dejando luego en repo-
so 10 minutos y centrifugando a 3.500
r.p.m. por 10 minutos. Todo el proce-
so debe hacerse a 4°C.

Medicion: se decanté el sobrenadan-
te en frascos con liquido de centelleo
agitando con vortex y midiendo luego
la radioactividad en un contador Beta
(Beckman modelo LS 3133 T).
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Célculos: se empled el sistema Lo-
git-Log de Rodbard (8) que proporciona
una curva de calibracion practicamente
recta (fig. 3).

En este sistema la ordenada es el Lo-
git de la respuesta y la abscisa, el lo-
garitmo de la dosis.

El Logit se calcula asi:

Y
Logit Y = 1n
1-y
B-NS
en donde Y =
Bo-NS
B = Cuentas (cpm) de cada patron.
Bo = Cuentas promedio de los tubos
que tienen 0 de concentracién
de patrén.
NS = Cuentas promedio de los tubos
blancos.

En la curva se interpolan los Logit de
cada muestra de suero y se obtiene la
concentracion correspondiente expresa-
da en este caso en ng/ml.

Resultados

La pendiente de la curva de estriol
en la transformacion Logit, fue —2.404
valor cercano al teérico —2.303 (8) in-
dicando una alta afinidad entre el anti-
geno y el antisuero.

La alicuota de 25ul de suero permite
el empleo del segmento mas reprodu-
cible de la curva Logit-Log, 25 a 400 pg/
0.1 ml, para concentraciones altas de
estriol lograndose asi mas precision en
el analisis.

En la tabla 1 se observa la variacidén
intra-analisis expresada en términos
del coeficiente de variacion (C.V) que
fue de 7.72% (n = 14). La variacion
inter-analisis obtenida fue < 14%
(n = 17) lo que demuestra la buena
reproducibilidad del método.
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FIGURA No. 3

CURVA DE CALIBRACION PARA EL RIA DE ESTRIOL
(REPRESENTADA EN EL SISTEMA LOGIT-LOG)
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TABLA No. 1

PRECISION Y REPRODUCTIBILIDAD DEL RIA. EXPRESADO EN
TERMINOS DE COEFICIENTE DE VARIACION

ESTRIOL PROMEDIO | C.V.INTRA-ANALISIS |C\V.INTER.ANALISIS
SUERO CONTROL ng /ml = 14 =17

! 7.33 7.72

2 2.71 14.06

3 6.96 9.10

4 9.85 8.40

5 19.90 12.05
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La dosis minima detectable en la cur- error estandar de la media, ESI\_A. Los
va de calibracion (9) fue de 0.25 ng/ resultados obtenidos para las diferen-
ml. tes semanas fueron:

En la figura 4, se pueden observar los
valores promedio X de estriol con su

Semanas X ng/ml Rango
28 4.61 = 0.95 3.71 7.87 u = 20
30 5.17 = 1.08 3.46 7.70 n == 19
32 7.81 = 2.71 5.43 14.26 n = 30
34 10.43 = 4.52 5.33 18.85 n = 25
36 11.79 = 3.21 6.71 17.76 n = 26
38 16.65 = 3.76 9.46 25.81 n —= 18
FIGURA No. 4

VALORES NORMALES DE ESTRIOL EN DIFERENTES SEMANAS DE
EMBARAZO (VALOR PROMEDIO + E. S. M.)
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Discusion

La presente técnica de dosificacion
de estriol por radioinmunoanalisis en
suero permite obtener resultados en 5
horas.

Su buena precision y reproducibilidad
se deducen del coeficiente de variacion
de 7.72% intraanédlisis y de < 14% in-
terandlisis. EIl comportamiento del es-
triol fue similar en todas las pacientes
aumentando progresivamente con el
embarazo, sin embargo los rangos obte-
nidos para las diferentes semanas pre-
sentan entrecruzamiento lo cual se de-
be al comportamiento individual del es-
triol en cada embarazo, de alli que en
cuanto sea posible es conveniente re-
lacionar valores seriados en la misma
paciente con embarazo de alto riesgo.

En la tabla 2 se comparan nuestros
valores en las ultimas semanas del em-
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barazo con los reportados por otros au-
tores (5-10-11-12), encontrandose una
buena concordancia. Las diferencias en
los promedios se deben a las caracte-
risticas del antisuero, tiempo de incu-
bacién y método empleado en la sepa-
racion.

En conclusién hemos estandarizado
un test rapido de estriol en suero de
gran precisién y reproducibilidad que
constituye una magnifica ayuda en la
valoracion y conducta del embarazo de
alto riesgo.

STRIOL: STANDARIZATION OF
RADIOINMUNOANALYSIS VALUES IN
PREGNANCY

Summary
The existing striol dosification techni

que through radioimunoanalysis in se-
rum allows to obtain results in 5 hours.

TABLA No. 2

COMPARACION DE LOS VALORES NORMALES DE ESTRIOL CON LOS
REPORTADOS POR OTROS AUTORES

VALORES PROMEDIO DE ESTRIOL (ng/ ml)
SEMANAS DE EMBARAZO

AUTORES 28 30 32 34 36 38
:(l).;?\ACOHN YLASBP(?::TORIUM 5.3 5.9 6.6 6.8 |[7.65 ([14.30
BASHORE Y WESLAKE . 5.4 6.0 | 6.7 8.0 10.0
STAFFORD Y WATSON - - = 749 |10.47 |13.75
NICHOLS Y NELSON - 65 [10.8|12.9 |14.9 |I7 S
TULCHINSKY ET AL 5.5 6.6 7.0 7.6 8.8 [10.0
AR(BEESI}ZEZM;TS?);;JRT 461 |S.17 | 7.81 [10.43]111.79(16.65
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Its accuracy and reproductiveness
are deducted from the variation coeffi-
cient of 7.72% intra-analysis and 14%
interanalysis. The striol behavior was
similar in all patients, progressively in-
creasing with pergnancy; however, the
ranges obtained for the different weeks
show intercrossing due to the indivi-
dual behavior of striol in pregnancy.
Therefore, whenever possible, it is con-
venient to relate values in series to the
same patient with high risk pregnancy.

Table 2 compares our values in the
last weeks of pregnancy with those re-
ported by other authors (5-10-11-12),
showing a good concordance. The ave-
rage differences are due to the antise-
rum features, the incubation period and
the method applied in the separation.

In conclusion, we have standarized a
quick, accurate and reproductible striol
test in serum, which is of great help in
the assessment and behavior of high
risk pregnancy.

Bibliografia

1 NACHTIGALL, L., BASSETT, M.. HOGSAN-
DER, U., and LEVITZ, M.: A Rapid Method
for the assay of plasma estriol in preg-
nancy, J. clin. Endocrinol. Metab, 26: 941,
1966.

2 GURPIDE, E., GIEBENHAIN, M., TSENG, L,
KELLY, W.:
gens in human pregnancy urine, plasma,
and amniotic Fluid. am. J. Obstet. Gynecol,
109: 897, 1971.

3 BASHORE, R. A., WESLAKE, J. R.: Plas-
ma unconjugated estriol values in high-
risk pregnancy. Am. J. Obstet. Gynecol,
128: 371, 1977.

250

Radioimmunoassay for Estro-

12

REVISTA COLOMBIANA DE OBSTETRICIA Y GINECOLOGIA

GOEBELSMANN, U.; FREEMAN, R.; MES-
TAMAN JH.; NAKAMURA, R. M.; WOO-
DLING, B. A.: Estriol in pregnancy. Il Dai-
lyc urinary estriol assays in the manage-
ment of the pregnant diabetic Woman. Am
J. Obstet Gynecol, 115: 795, 1973.

STAFFORD, WATSON.: “Total and uncon-
jugated serum estriol Levels as a test of
foeto-placental function”; in RIA and rela-
ted procedures in Medicine, Vol. I, 1AEA,
Viena, 1979. pp. 57.

JAFFE, B. R., The endocrinology of preg-

nancy in reproductive Endocrinology, W.
B. Sauders Company Philadelphia, 1978,
pp. 521.

DISTLER W., GABBE SG, FREEMAN RK,
MESTAMAN JH, GOENELSMANN U.: Es-
triol in pregnancy. V unconjugated and to-
tal plasma estriol in the managment of
diabetic pregnancies. Am J. Obstet Gynec
130: 424, 1978.

RODBARD, D.; FRAZIER, G.; ‘“Statistical
analysis of radioligand assay data” in Ma-
lley B. W. J. G. Hordman, Eds. “Methods
in enzimology”, Vol. 37 Hormone action,
part B, peptide hormonas.

RODBARD, D., Statistical estimations of
the minimal detectable concentrations
(“Sensivity") for radioligand assays. anal.
Biochem 90: 1-12, 1978.

WHANG JOE, Estriol in: “Radionmunoassay
manual” Edited by Nichols Institute Cali-
fornia, 1977, pg. 59-63.

TULCHINSKY, D.; HOBEL C., YEARGER E .,
MARSHALL J., “Plasma Estrone, Estradiol,
Progesterona and 17 Hidroyprogesterone in
human pregnancy” Am J. Obstet Gynecol:
112, 8, 1972, p. 1095.

SPONA, J.; Universidad Frauenklinik. Vie-
na, comunicacién personal.





