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Resumen

Los parametros bioquimicos de funcion suprarrenal
incluyen la bioquimica general y determinaciones de
hormonas relacionadas con el funcionamiento del eje
hipotalamico-hipofisario-suprarrenal. La ontogenia del
funcionalismo de este eje presenta diferentes perio-
dos, desde el desarrollo fetal hasta el adulto joven,
de modo que es necesario conocerlos con el fin de
poder interpretar los resultados proporcionados por
los andlisis hormonales.

En la sangre periférica podemos medir las concen-
traciones de hormona adrenocorticotropa, de cortisol
y de aldosterona, asi como de la mayor parte de sus
precursores. En la saliva y en la orina se puede apre-
ciar la fraccion del cortisol libre de proteinas plasmati-
cas. Las mediciones de la renina y de la actividad de
la renina permiten conocer el estado del eje renina-
angiotensina-aldosterona. Ademas de mediciones
en condiciones basales, puede ser necesario realizar
pruebas dinamicas de estimulacion o de supresion de
la secrecion.

Las técnicas utilizadas por el laboratorio de hormonas
para la medicién de hormonas peptidicas y esteroi-
deas de indicacion mas frecuente son inmunoensa-
yos automatizados que permiten la obtencion rapida
de resultados con suficiente sensibilidad y especi-
ficidad. Sin embargo, en el caso de los esteroides,
algunas mediciones por inmunoensayo no son sufi-
cientemente especificas o no estan ni tan siquiera co-
mercializadas. Ademas, los esteroides se metabolizan
y excretan en la orina, y constituyen un metaboloma
de esteroides de gran utilidad diagndstica y terapéuti-
ca. Las técnicas de cromatografia liquida o de gases

acoplada a espectrofotometria de masas permiten la
medicion mas especifica y simultdnea de esteroides,
tanto plasmaticos como urinarios.

Palabras clave: ACTH, actividad de la renina, aldos-
terona; cortisol; eje hipotalamico-hipofisario-suprarre-
nal; esteroidogenia; renina.

Abstract

Adrenal function biochemical parameters include a
general biochemistry and measurement of hormones
involved in the hypothalamus-pituitary-adrenal axis
function. Ontogenesis of this axis presents different
periods, from fetal development to adulthood, and it
is necessary to interpret hormonal results considering
each period.

In peripheral blood, we can measure concentrations
of ACTH, cortisol and aldosterone as well as most of
their precursors. In saliva and urine, we can appreciate
the cortisol fraction that circulates unbound to plasma
proteins. Renin activity and renin measurements
inform on the functional state of the renin-angiotensin-
aldosterone axis. In addition to baseline measurements
it can be necessary to perform dynamic tests to
stimulate or to suppress secretions.

Techniques used by the hormonal laboratory to
measure the most frequently indicated peptide and
steroid hormones are automated immunoassays
that yield rapid results with sufficient sensibility and
specificity. Nevertheless, in the case of steroids,
some immunoassays are not sufficiently specific
or are not even commercialised. In addition, steroid
hormones are metabolised and excreted in the urine,
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thereby rendering the analysis of the urinary steroid
metabolome a source of useful diagnostic and
therapeutic information. Liquid or gas chromatography
coupled to mass spectrometry afford the most specific
and simultaneous steroid measurements, in plasma or
in urine.

Keywords: Hypothalamo-pituitary-adrenal — axis;
ACTH; cortisol;, aldosterone; renin; renin activity;
steroidogenesis.

Introduccién

Estudiar a un paciente pediatrico en el que se pueda
sospechar alguna anomalia en su funcién suprarrenal
requiere actuaciones multidisciplinares, entre las cua-
les, ademas de la exploracion y la descripcion clinicas,
son siempre necesarios analisis bioquimicos, a veces
también de imagen, y estudios moleculares cuando la
causa pueda ser genética.

Los parametros bioquimicos de funcion suprarrenal
incluyen la bioquimica general y determinaciones de
hormonas relacionadas con el funcionamiento del eje
hipotalamico-hipofisario-suprarrenal. La ontogenia del
funcionalismo de este eje presenta diferentes perio-
dos, desde el desarrollo fetal hasta el adulto joven,
de modo que es necesario conocerlos con el fin de
poder interpretar los resultados proporcionados por
los analisis hormonales.

Hormonas del eje hipotalamico-hipofisario-supra-
rrenal y ontogenia

El eje hipotalamico-hipofisario-suprarrenal comporta
la secrecion por células hipotalamicas del factor cor-
ticétropo (corticoliberina [CRH]) y su accidn sobre las
células hipofisarias adrenocorticotropas, la secrecion
por estas células del precursor proopiomelanocortina,
Su procesamiento que da lugar a la hormona adreno-
corticotropa (ACTH), la accion de esta Ultima sobre las
células suprarrenales, la secrecion de esteroides por
la glandula suprarrenal (precursores y cortisol como
principal glucocorticoide y aldosterona como principal
mineralocorticoide), la secrecion de renina y de angio-
tensina |, las acciones del cortisol y de la aldosterona
que regulan numerosos procesos metabdlicos y, a su
vez, la propia secrecion de CRH, ACTH y de renina .

1. Desarrollo hipotalamico-hipofisario y secrecién
de hormona adrenocorticotropa

El péptido CRH es sintetizado en los cuerpos
neuronales del nlcleo paraventricular del hipota-
lamo, circula por los axones neuronales a través
de la eminencia media y es liberado a la circula-
cion portal que lo transporta a la hipdfisis anterior,
donde, tras unirse al receptor CRHR, expresado
en las células hipofisarias, estimula la sintesis del
péptido proopiomelanocortina, precursor de la

ACTH. Este péptido es procesado por una enzi-
ma convertasa y da lugar a varios péptidos, en-
tre los que se hallan la lipotropina, la p-endorfina,
la hormona estimulante de los melanocitos vy la
ACTH, cuya forma natural circulante en la sangre
periférica contiene, predominantemente, 39 ami-
noacidos. El desarrollo del I6bulo anterior de la
hipdfisis es complejo (deriva del ectodermo oral
y esta ya formado hacia las cinco semanas) y re-
quiere la expresion coordinada de una serie de
factores de transcripcion @. Entre ellos, para la
diferenciacion de las células hipofisarias que van
a expresar el péptido proopiomelanocortina es
necesaria la expresion local del factor de trans-
cripcion TBX9 (T-box transcription factor-19),
previamente denominado TPIT ©4. Aunque se
detecta ACTH en la hipdfisis fetal hacia la sépti-
ma semana de vida fetal, su accion tréfica para el
mantenimiento de la suprarrenal fetal comienza a
ser importante después de los 4-5 meses.

Esteroidogenia suprarrenal y metabolismo de
los esteroides

La activacion de la esteroidogenia suprarrenal co-
rre a cargo de la ACTH, la cual interactua con el
receptor MC2R (melanocortin receptor 2), y tam-
bién es necesaria la presencia de MRAP (melano-
cortin 2 receptor accessory protein) para la trans-
mision de sefal y la activacion del transporte del
colesterol al interior de la mitocondria (proteina
StAR, Steroidogenic Acute Regulatory protein).

Las células de la corteza suprarrenal sintetizan
hormonas esteroideas, dependiendo de las ac-
tividades enzimaticas en ellas expresadas. Asi,
en las células de la zona fasciculada se sintetiza
cortisol como principal glucocorticoide; en las de
la zona glomerular, aldosterona como principal
mineralocorticoide; mientras que la zona reticu-
lar sintetiza principalmente el precursor deshi-
droepiandrosterona (DHEA) (Figura 1). El 7-des-
hidrocolesterol es transformado en colesterol por
la 7-deshidrocolesterol reductasa (gen DHCR?),
el colesterol es transportado al interior de las mi-
tocondrias por la proteina StAR (gen STAR), alli el
colesterol es transformado en pregnenolona por
la enzima colesterol desmolasa (gen CYP11A7),
ésta puede ser transformada (ya fuera de la mi-
tocondria, en el reticulo endoplasmatico) en
17-OH-pregnenclona (enzima 17-a-hidroxilasa;
gen CYP17A1) o en progesterona (P) (enzima
3-B-hidroxiesteroide-deshidrogenasa de tipo
2; gen HSD3B2) y la P en 17-hidroxiprogeste-
rona (17-OH-P) (enzima 17-a-hidroxilasa; gen
CYP17A1). La P prosigue hacia la sintesis de mi-
neralocorticoides al transformarse en 11-desoxi-
corticosterona (DOCA) (enzima 21-hidroxilasa o
CYP21A2; gen CYP21A2) y la DOCA es transfor-
mada en corticosterona (enzima 11-p-hidroxilasa
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de tipo 1; gen CYP11B17) y ésta en aldostero-
na (enzima 11-p-hidroxilasa de tipo 2, también
18-hidroxilasa y deshidrogenasa; gen CYP11B2).
La 17-OH-P puede proseguir hacia la sintesis de
glucocorticoides si es transformada en 11-des-
oxicortisol (enzima 21-hidroxilasa; gen CYP21A2)
y éste en cortisol (enzima 11-p-hidroxilasa de tipo
1; gen CYP11B17).

La figura 1 también muestra la biosintesis de es-
teroides sexuales (hasta testosterona y estradiol),
aunque en las glandulas suprarrenales solo se pro-
ducen precursores: la DHEA a partir de la 17-OH-
pregnenolona (enzima 17-20-desmolasa; gen
CYP17A1) y la androstenodiona a partir de la 17-
OH-P (enzima 17-20-desmolasa; gen CYP17A7).
A su vez, la DHEA puede transformarse en an-

deshidrogenasa de tipo 2; gen HSD3B2). Mas
alla de estos dos precursores, la androsteno-
diona se transforma en testosterona (enzima
17-B-hidroxiesteroide-deshidrogenasa de tipo 3;
gen HSD17B3) a nivel del testiculo y la DHEA en
estrona (E1) (enzima aromatasa; gen CYP719A7) a
nivel del testiculo y del ovario. A suvez, la T puede
transformarse en estradiol (E2) (enzima aromata-
sa; gen CYP19AT7) y la E1 también en E2 (enzima
17-B-hidroxiesteroide-deshidrogenasa de tipo 3;
gen HSD17B3). En este esquema vemos también
coémo la T es transformada en dihidrotestostero-
na (DHT) (enzima 5-a-reductasa tipo 2; gen SR-
D5A2) mas a nivel del metabolismo periférico.

Ademas de las enzimas citadas, son necesa-
rias algunas coenzimas también indicadas en la

drostenodiona  (enzima  3-p-hidroxiesteroide- figura 1: las enzimas 21-hidroxilasa (P450C21
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Figura 1. Esteroidogenia suprarrenal y gonadal. Desde el colesterol, la biosintesis progresa en la glandula suprarrenal hasta

el cortisol (via de los glucocorticoides) y hasta la aldosterona (via de los mineralocorticoides). En las génadas, los precursores
progresan hacia los esteroides sexuales: testosterona (T) como principal andrégeno y estradiol como principal estrégeno. T se
transforma periféricamente en DHT como andrégeno mas potente.

En azul: abreviacion de las enzimas; en rojo: abreviacion de los genes que codifican cada enzima; cuadro amarillo: coenzima POR
(P450-oxidorreductasa); cuadro beige: citocromo b5.

3-B-HSD: 3-p-hidroxiesteroide deshidrogenasa de tipo 2 (gen HSD3B2); 5-a-reductasa de tipo 2 (gen SRD5A2); 17-B-HSD:
17-hidroxiesteroide deshidrogenasa de tipo 3 o 17-cetorreductasa (gen HSD17B3); DHCR7: gen DHCRY7 (7-a-deshidrocolesterol
reductasa); P-450aro: aromatasa (gen CYP19A7); P-450c11: 11p-hidroxilasa de tipo 1 (gen CYP11B1); P-450c11: 18-deshi-
drogenasa (corticosterona metil-oxidasa tipo Il [CMO-II]) (gen CYP11B2); P-450c11: 18-hidroxilasa (corticosterona metil-oxidasa
tipo 1 [CMO-I)); P-450c¢17: 17a-hidroxilasa/17,20-desmolasa o liasa (gen CYP17A1); P-450c21: 21-hidroxilasa (gen CYP21A2);
P-450scc: P-450 side-chain cleavage: colesterol-desmolasa (gen CYP11A1); StAR: steroid acute regulatoryprotein (gen StAR).
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6 CYP21A2), 17-a-hidroxilasa (P450C17 o
CYP17A1) y aromatasa (P450C19 ¢ CYP19A1)
precisan como dador de electrones la proteina
P-450-oxidorreductasa (POR; gen POR), vy la
17,20-desmolasa (CYP17A1) precisa, ademas
de POR, la presencia del citocromo b5 (CYB5;
gen CYB5A).

Ademas de la esteroidogenia suprarrenal y gona-
dal, representada en la figura 1, denominada via
clasica o ‘delantera’, existe otra via también fun-
cional, tanto en el feto como en la vida posnatal,
denominada via ‘no clasica’, ‘alternativa’ o ‘trase-
ra’ (Figura 2). Esta via es funcional ya en el feto y

seria necesaria para la virilizacion normal del feto
masculino (biosintesis de DHT sin pasar por la T)
©), La importancia de esta via aumenta en algunos
déficits enzimaticos, por aumento de precursores
de la via de la P y la 17-OH-P, de modo que el
andlisis de algunos de estos esteroides o de sus
metabolitos urinarios alcanza una gran importan-
cia tanto para algun diagnéstico como para expli-
car el origen de andrégenos virilizantes en algu-
nos déficits enzimaticos, asi como para controlar
el seguimiento de algunos tratamientos.

Es funcional también una via metabdlica llama-
da de ‘androgenos 11-oxigenados’ (a nivel del
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Figura 2. Vias de biosintesis de andrégenos: via clasica (o delantera), via alternativa (no clasica o trasera) y via de los
andrégenos 11-oxigenados. La via clasica progresa desde el colesterol hasta la testosterona (T), pasando por la pregnenolo-
na (intervienen la proteina StAR [gen STAR] y la enzima colesterol desmolasa [gen CYP11AT7]), la 17-OH-pregnenolona (enzi-

ma 17a-hidroxilasa [gen CYP17A1] y coenzima P450-oxidorreductasa [gen POR)]), la dehidroepiandrosterona (DHEA) (enzima
17,20-desmolasa [gen CYP17A1], coenzima P450-oxidorreductasa [gen POR] y citocromo b5 [gen CYB5A]), la androstenediona
o el androstenodiol (enzimas 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa de tipo 2 [gen HSD3B2], 17-p-hidroxiesteroide deshidrogena-
sa de tipo 3 [gen HSD17B3] y aldocetorreductasa, familia 1, miembro C3 [gen AKR7C3)). La T se transforma en DHT mediante
la enzima 5a-reductasa de tipo 2 (gen SRD5A2). También la DHT puede proceder de la transformacion de androstenediona en
androstenodiona (enzima 5a-reductasa de tipo 1 [gen SRD5A1]) y de ésta en DHT (enzima 17-hidroxiesteroide deshidrogenasa
de tipo 3 [gen HSD17B3)).

La via alternativa llega a la sintesis de DHT sin pasar por la T. En ella, la progesterona (procede de la pregnenolona) y la 170H-
progesterona (procede de la progesterona) se transforman en 170H-DHP (5a-dihidroxiprogesterona). Esta llega a androsterona,
la cual pasa a androstenodiona o androstenodiol, las cuales pasan a DHT (intervienen varias enzimas previamente descritas

asi, como aldocetorreductasa, familia 1, miembros C2 y C4 [genes AKR1C2 y AKR1C4], retinol-deshidrogenasa [gen RODH)], y
17-B-hidroxiesteroide deshidrogenasa de tipo 5y de tipo 6 [genes HSD17B5 y HSD17B6)).

La via de los andrégenos 11-oxigenados transforma la androstenodiona en 11-p-hidroxi-androstenodiona (mediante CYP11B1

y adrenodoxina), ésta pasa, de forma reversible, a 11-cetoandrostenodiona (HSD11B2 o HSD11B1 mas H6PDH), ésta pasa a
11-cetotestosterona (AKR1C3 o HSD17B2/4) y ésta a 11-p-hidroxitestosterona (HSD11B1 mas H6PDH o HSD11B2).

Ox: oxidacion; Red: reduccion.
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carbono 11) en la cual, a partir de la androste-
nodiona, se sintetizan la 11-cetotestosterona y
la 11-B-hidroxitestosterona, dos moléculas que
tienen actividad androgénica, puesto que activan
el receptor de andrégenos, aunque con menor
afinidad que la DHT (Fig. 2). Esta via aumenta
cuando aumenta la sintesis de precursores como
la androstenodiona en algunos déficits enzimati-
cos 0 en tumores suprarrenales ©.

Los esteroides circulan en la sangre ligados, en
parte, a proteinas plasmaticas de forma no cova-
lente: principalmente a la aloumina con una baja
afinidad, aunque con gran capacidad; con mayor
afinidad y especificidad, aunque menor capaci-
dad, a la corticosteroid binding globulin (CBG),
especifica para el cortisol, la aldosterona y la pro-
gesterona, o a la sex hormone binding globulin
(SHBG), especifica parala T, la DHT y el E2. De-
bera tenerse en cuenta este hecho para diluci-
dar si el laboratorio estd midiendo en la sangre
la totalidad de un determinado esteroide o sdlo
su fraccion libre, puesto que es la fraccion que
circula libre en la sangre la que potencialmente
puede tener actividad bioldgica. También se pue-
de apreciar la fraccion libre del cortisol o de la T
midiendo sus niveles en la orina o en la saliva.

Ademas de los glucocorticoides, los mineralocor-
ticoides y los esteroides sexuales y precursores
descritos que circulan en la sangre periférica se
metabolizan en diferentes tejidos (el higado, el te-
jido adiposo, la piel y el foliculo piloso, la prostata
y, finalmente, también el rindn), de modo que se
excretan en la orina numerosos metabolitos cuyo
interés diagndstico puede ser muy relevante .

Ontogenia de la esteroidogenia suprarrenal

Las glandulas suprarrenales derivan del surco
urogenital del mesodermo medio, del que tam-
bién derivan las génadas y el mesonefros. El de-
sarrollo de las células esteroidégenas comienza
hacia la cuarta semana, y estan claramente se-
paradas de las génadas hacia la quinta semana.
Hacia la séptima semana se diferencia la médu-
la suprarrenal a partir de células nerviosas sim-
paticas de la cresta neural que migran hacia el
centro de las suprarrenales. A la octava semana,
las glandulas suprarrenales estan diferenciadas y
la zona periférica o corteza suprarrenal presenta
dos zonas, la fetal y la zona definitiva. La zona
fetal ocupa aproximadamente el 80% del volu-
men de la glandula y es la zona mas activa de la
esteroidogenia. Debido a la baja actividad de la
HSD3B2, produce mayoritariamente DHEA y, por
la alta actividad de la sulfotransferasa, el sulfato
de DHEA (DHEA-S) es el principal producto de
la zona fetal. El DHEA-S es transformado en la
placenta en estriol. La produccion de cortisol es

detectable a las ocho semanas y tiene acciones
importantes durante la vida intrauterina sobre la
maduracion de otros drganos, como el pulmon,
el higado, la tiroides y otros. También comienza la
secrecion de DOCA, corticosterona y aldosterona
hacia las semanas 10-20.

La zona fetal comienza a involucionar después
del nacimiento y desaparece hacia el final de pri-
mer ano. La ‘zona definitiva’ de la suprarrenal (la
periférica de la corteza) aumenta de tamafo y se
diferencia a lo largo de los tres primeros afios de
vida en las tres zonas de la corteza suprarrenal
adulta (glomerular, fascicular y reticular), aunque
el desarrollo definitivo no es completo hasta poco
antes del inicio de la pubertad.

En el recién nacido a término y de peso adecuado
para la edad gestacional, el patron de esteroides
sintetizados por la suprarrenal sigue comportan-
do la DHEA y el DHEA-S como cantidades supe-
riores, seguidos del cortisol y de la aldosterona.

En el recién nacido no existe ritmo de secrecion
nictemeral, el cual se va estableciendo a lo lar-
go de los primeros meses de vida. Los niveles
de cortisol en la sangre pueden ser relativamente
bajos y deben interpretarse junto con los de la
ACTH. El ritmo nictemeral queda bien estableci-
do hacia los 12 meses, en paralelo a una dismi-
nucion del peso relativo de la glandula suprarre-
nal y una muy rapida disminucion de los niveles
sanguineos de DHEA, de modo que se desarro-
llan mas las zonas fascicular (principal sintesis de
cortisol) y glomerular (principal sintesis de aldos-
terona) ©9,

En el recién nacido prematuro y/o de bajo peso
para la edad gestacional, los niveles sanguineos
de DHEA, 17-OH-P y androstenodiona suelen
ser mas elevados que en el recién nacido normal,
el cortisol puede tardar mas en alcanzar niveles
normales y el ritmo nictemeral se establece mas
tarde.

A partir del ano de edad, los niveles sanguineos
de cortisol y aldosterona y sus precursores, asi
como la ACTH hipofisaria, muestran un ritmo
nictemeral con niveles maximos por la manhana
y minimos tras anochecer. Estos patrones ya no
se modifican.

Pero existe un periodo de cambio en el patron de
la esteroidogenia suprarrenal, denominado adre-
narquia (pubertad de la suprarrenal que ocurre
antes de la pubertad gonadal), que afecta sélo a
la secrecion del precursor DHEA y al DHEA-S, y
en menor medida de 17-OH-P y de androsteno-
diona. Este cambio se debe a una disminucion de
la actividad HSD3B2, cuya regulacion no se ha
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explicado todavia suficientemente. Este cambio
en el patréon de secrecion puede tener una re-
percusion clinica, ya sea porque se produzca de
forma prematura o de forma ‘exagerada’ (adre-
narquia precoz o exagerada) y, en todo caso, no
tiene repercusion sobre la secrecion de cortisol ni
de ACTH (19,

El desarrollo de la pubertad gonadal ya no mo-
difica el patron de la esteroidogenia suprarrenal.

Las causas de insuficiencia suprarrenal de origen
primario por fallo en alguna de las etapas de su

desarrollo y funcionalidad son de origen genético
)

Marcadores hormonales de la funcién suprarrenal
en pediatria implementados en el laboratorio de
diagnéstico

Hemos consultado a los miembros de la Comision
de Hormonas de la Sociedad Espafnola de Medicina
de Laboratorio (https://www.seqc.es/es/comisiones/
comision-de-hormonas/_id:12/) para conocer el es-
tado actual de las determinaciones hormonales rela-
cionadas con la funcion suprarrenal en los laborato-
rios de diagnostico bioquimico de algunos hospitales
publicos de Espana, y hemos obtenido respuesta de
ocho centros, ubicados en Alicante (uno), Barcelona
(tres), Madrid (dos), Terrassa (uno) y Vigo (uno). Ex-
ponemos a continuacion los parametros actualmente
implementados, sus tecnologias y algunas pruebas
funcionales diagnosticas.

1. Estudio de la secrecion hipotalamica de CRH

La CRH es un péptido de 41 aminodcidos. Tiene
una semivida de cuatro minutos; por ello, en las
pruebas de estimulacion se utiliza la CRH ovina,
que, en humanos, presenta una semivida de 55
minutos. En la sangre periférica sus concentra-
ciones son habitualmente indetectables (1-10 pg/
mL), excepto durante el embarazo, en que au-
mentan hasta valores superiores a 2.500 pg/mL.
Las concentraciones de CRH en la sangre perifé-
rica no se correlacionan con las concentraciones
basales o estimuladas de cortisol o ACTH.

Tan so6lo un laboratorio respondid haberlo deter-
minado por radioinmunoensayo en el marco de
un estudio.

2. Estudio de la secrecion hipofisaria de hormona
adrenocorticotropa

2.1 Determinacion basal de la hormona adreno-
corticotropa en el plasma

La forma predominante de ACTH circulante en la
sangre contiene 39 aminodcidos, su semivida es

inferior a 20 minutos, y su secrecién muestra un
ritmo ultradiano y circadiano, con una secrecion
maxima durante las primeras horas de la mahana
y minima durante las primeras horas de la noche.

Sin embargo, en algunos casos de enfermedad
de Cushing por adenomas productores de ACTH,
existen formas de ACTH de pesos moleculares
superiores, circulantes en la sangre periférica,
que no son detectadas por los anticuerpos mo-
noclonales, lo que da lugar a concentraciones
falsamente normales. Por ello, algunos autores
recomiendan todavia la utilizacion de radioinmu-
noensayos policlonales para detectar formas anoé-
malas de ACTH en tumores adenohipofisarios.

El ritmo circadiano presenta concentraciones
maximas a primera hora de la manana (7:00-9:00
horas) (20-80 pg/mL), que disminuyen progresi-
vamente a lo largo del dia hasta <20 pg/mL hacia
las 16:00 horas y alcanzan un nivel minimo una
hora después del inicio del sueno (<5 pg/mL). La
determinacion de concentraciones plasmaticas
de ACTH debera, por lo tanto, tener en cuenta la
hora de la extraccion de la sangre.

Las condiciones de obtencion de la muestra de
sangre son muy importantes en el caso de la
ACTH, ya que es un péptido que se degrada fa-
cilmente por las enzimas de las células sangui-
neas y de las plaquetas. Es necesario extraer la
sangre en tubos prerrefrigerados que contengan
acido etilendiaminotetraacético como anticoagu-
lante, mantenerlos en hielo, centrifugarlos inme-
diatamente en una centrifuga refrigerada, separar
el plasma y congelarlo lo antes posible.

El estrés es un estimulo de la secrecion de ACTH
que debera tenerse en cuenta al valorar las
muestras obtenidas inmediatamente tras la ve-
nopuncion.

Para la correcta interpretacion de las concentra-
ciones plasmaticas de ACTH es imprescindible
realizar una determinacion simultanea de cortisol
como indice de secrecion suprarrenal del princi-
pal glucocorticoide.

En una situacion clinica de estrés, deshidratacion
y/0 hipoglucemia, la determinacion basal de la
ACTH vy el cortisol informa sobre el estado fun-
cional del eje hipotalamico-hipofisario-suprarre-
nal, puesto que éste deberia estar activado, y se
observan concentraciones aumentadas tanto de
ACTH como de cortisol si no existe ninguna insu-
ficiencia, ni hipotalamico-hipofisaria ni suprarrenal
primaria.

Actualmente todos los laboratorios consultados
lo determinan en el plasma obtenido con acido
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etilendiaminotetraacético, mediante algun inmu-
noensayo monoclonal quimioluminiscente auto-
matizado, y es importante la obtencion rapida de
resultados.

2.2. Determinacion de la hormona adrenocortico-
tropa en los senos petrosos

En el diagndstico de la enfermedad de Cushing
por microadenomas productores de ACTH, la
determinacion del origen pituitario frente a ec-
topico vy la localizacion del microadenoma (lado
derecho frente a izquierdo) pueden requerir el
cateterismo de los senos petrosos inferiores
para la extraccion de micromuestras de sangre
de ambos lados y, simultaneamente, también de
una vena periférica para determinar las concen-
traciones de ACTH. El hallazgo de un gradien-
te senos petrosos/vena periférica superior a 2,5
indica que el origen de la produccion de ACTH
es hipofisario. La medicidon de ACTH a los 3, 5
y 10 minutos del estimulo con CRH aumenta la
eficacia diagndstica de esta prueba para determi-
nar el origen pituitario o ectdpico de la secrecion
de ACTH (sensibilidad del 97%, especificidad del
100%); también la estimulacion con desmopre-
sina se ha utilizado para confirmar el gradiente
centro-periférico, aunque es poco sensible para
localizar el tumor ", El problema fundamental de
esta prueba es la dificultad técnica del cateteris-
mo de l0s senos petrosos, que solamente se rea-
liza en centros experimentados.

Ninguno de los laboratorios consultados recuer-
da haber recibido este tipo de muestras proce-
dentes de pediatria, pero si de adultos, aunque la
bibliografia refiere su eficacia mediante estimula-
cidn con desmopresina en pediatria (1.

2.3. Estimulacion de la secrecion de hormona
adrenocorticotropa

Debido a su secrecion pulsatil y a su corta semi-
vida, en numerosas situaciones clinicas, una de-
terminacion basal aislada de la ACTH en el plas-
ma no permite conocer la capacidad secretoria
de la adenohipdfisis ante situaciones en las que
fisiolégicamente aumenta la demanda. Para ello,
es necesario estimular la secrecion hipofisaria de
ACTH mediante la administracion de sustancias
que provoguen un aumento de esa secrecion.
Entre ellas, la mas natural y fisioldgica es el pép-
tido hipotalamico CRH, el estimulador natural de
la sintesis y secrecion de ACTH. Antes de la ca-
racterizacion y obtencion de la CRH, se utilizaban
estimulos indirectos como los provocados por la
administracion de metopirona o de insulina. Es-
tos estimulos se utilizan poco en la clinica habi-
tual de pediatria, excepto cuando se realiza una
hipoglucemia insulinica con el objetivo de estimu-

lar otras hormonas hipofisarias, como la hormona
de crecimiento.

Test de CRH. La CRH sintética (ovina o huma-
na) se administra en bolos endovenosos de 100
ukg (0 1 pg/kg de peso corporal) con el paciente
en reposo previo de 30 minutos. Se determina la
respuesta de la ACTH en muestras sanguineas
obtenidas inmediatamente antes y a los 15, 30,
45, 60 y 90 minutos, y se produce una respuesta
maxima alrededor de los 30 minutos. En indivi-
duos normales, las concentraciones de ACTH en
respuesta a la CRH se duplican respecto al va-
lor basal. Es recomendable cuantificar el cortisol
plasmatico para valorar la respuesta final al esti-
mulo. La respuesta maxima del cortisol se obtie-
ne algo mas tarde, entre los 30 y los 45 minutos,
y debe incrementarse al menos un 20% respecto
al valor basal.

La falta de respuesta de la ACTH a la estimulacion
con CRH indica una insuficiencia primaria hipofi-
saria 0 una insuficiencia funcional por supresion
provocada por un exceso de glucocorticoides de
origen enddgeno o exdgeno. Los pacientes con
déficit suprarrenal terciario (déficit de CRH hipo-
talamica) presentan una respuesta exagerada y
prolongada de ACTH junto con niveles subnor-
males de cortisol.

En el sindrome de Cushing, se obtiene una res-
puesta exagerada de la ACTH (incremento supe-
rior al 35% del valor basal) y del cortisol cuando
se trata de la enfermedad de Cushing, mientras
que no hay respuesta cuando el origen del sin-
drome es suprarrenal o ectépico.

Test de metopirona. La metopirona inhibe la
enzima 11-B-hidroxilasa (CYP11B1), bloqueando
la sintesis de cortisol. La disminucion del corti-
sol plasmatico estimula la liberacion de CRH y
ACTH, lo que provoca un aumento de los precur-
sores inmediatos, principalmente del 11-desoxi-
cortisol. Esta prueba (administracion de una do-
sis Unica nocturna de 750 mg de metopirona) se
realiza obteniendo una muestra de sangre basal
y otra el dia posterior para determinar el cortisol,
el 11-desoxicortisol y la ACTH. Se considera va-
lida la prueba cuando el cortisol del dia posterior
es inferior a 8 pg/dL, lo que indica un bloqueo
adecuado de la actividad 11-p-hidroxilasa. En in-
dividuos normales, la administracion de metopi-
rona produce un incremento de la concentracion
de ACTH (>75 pg/mL) y del 11-desoxicortisol
(>7 pg/dL). Esta prueba se sigue utilizando en el
diagndstico de la insuficiencia suprarrenal secun-
daria (no hay elevacion del 11-desoxicortisol ni
de la ACTH), aunque su principal indicacion en la
actualidad es el diagndstico etioldgico del sindro-
me de Cushing, al obtenerse hiperrespuesta en la
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enfermedad de Cushing y falta de respuesta en el
sindrome de Cushing por tumor suprarrenal o de
origen ectopico.

De todas formas, sdlo uno de los laboratorios
consultados habia realizado un test de metopiro-
na en una sola ocasion en un adulto.

Test de hipoglucemia insulinica. La hipogluce-
mia inducida por insulina es una de las pruebas
mas sensibles para valorar la integridad del eje
hipotalamico-hipofisario-suprarrenal y evaluar su
capacidad de respuesta ante situaciones de es-
trés. La hipoglucemia es un estimulo cuya mag-
nitud es cuantificable, que provoca un aumento
de la secrecion de CRH, de ACTH y de cortisol
proporcional a su intensidad. En la actualidad,
la principal indicacion de esta prueba es la va-
loracion simultdanea de la reserva de ACTH vy
de hormona de crecimiento en pacientes con
sospecha de hipopituitarismo. En el protocolo
mas utilizado habitualmente, la prueba se inicia
a primera hora de la manana, con el paciente
en decubito supino y en ayunas desde la noche
anterior. Se cateteriza una vena periférica y, al
cabo de 30 minutos, se inyectan 0,15 Ul/kg de
insulina rapida (0,10 Ul/kg en ninos) por via in-
travenosa, y se extrae sangre inmediatamente
antes, y a los 15, 30, 45, 60 y 90 minutos para
la determinacion de la glucosa, el cortisol (opcio-
nalmente, la ACTH) y la hormona de crecimiento.
Para que la prueba sea valida, es necesario que
la concentracion de glucosa descienda por de-
bajo de 40 mg/dL y se acompane de sintomas
de hipoglucemia (taquicardia, sudor, sensacion
de hambre). La hipoglucemia maxima suele pro-
ducirse alrededor de los 30 minutos, mientras
que la respuesta maxima del cortisol se observa
entre los 60 y los 90 minutos, y la de la ACTH,
entre los 30 y los 45 minutos. Una respuesta del
cortisol superior a 18 pg/dL confirma la integri-
dad del eje hipotalamico-hipofisario-suprarrenal.
La dosis de insulina debe ajustarse en funcion
del estado clinico del paciente y de la sospecha
diagnostica: 0,1 Ul/kg ante la sospecha de in-
suficiencia suprarrenal y hasta 0,3 Ul/kg en pa-
cientes con resistencia a la insulina (obesidad,
diabetes mellitus, acromegalia o sindrome de
Cushing). Esta prueba tiene que realizarse siem-
pre bajo la supervision de un médico, que debe
determinar si esta indicada. Existen contraindi-
caciones formales, como la existencia de ante-
cedentes de crisis epilépticas, alteraciones men-
tales y cardiopatia isquémica. No esta indicado
realizarla en pacientes con un cortisol basal a las
8:00 horas inferior a 5 pg/dL.

Esta prueba ya casi no se utiliza en pediatria por
sus posibles efectos vitales graves.

2.4. Supresion de la secrecion de hormona adre-
nocorticotropa

Pruebas de supresion con dexametasona. En
el diagndstico del hipercortisolismo ocupan un lu-
gar destacado las pruebas de inhibicidn con dexa-
metasona, glucocorticoide sintético muy potente,
con una semivida larga y que no interfiere desde
el punto de vista analitico en la determinacion del
cortisol. Existen diferentes pruebas de inhibicion
cuyos protocolos podemos agrupar en funcion
de la dosis de dexametasona que utilizan:

e Pruebas que utilizan dosis bajas de dexa-
metasona (pruebas de supresion rapida y
supresion débil). Estas pruebas se basan en
que en los individuos en los que los meca-
nismos de retroalimentacion negativa estan
intactos, la administracion de pequefas do-
sis de glucocorticoide exdgeno inhibe la se-
crecion de la ACTH hipofisaria y, por tanto, la
de cortisol, mientras que los pacientes con
sindrome de Cushing de cualquier etiologia
pierden de manera caracteristica esta capa-
cidad de supresion. En la prueba rapida, la
administracion de 1 mg de dexametasona a
las 23:00 horas produce una inhibicion maxi-
ma del cortisol y de la ACTH a las 8:00 horas
del dia siguiente (cortisol < 5 pg/dL y ACTH
< 5 pg/mL), mientras que, en la mayoria de
los pacientes con sindrome de Cushing, es
superior 2 10 pg/dL. La maxima sensibili-
dad diagndstica para descartar un sindrome
de Cushing se obtiene tomando 1,8 pg/dL
como punto de corte para el cortisol en el
suero del dia posterior. Esta prueba presen-
ta un 10-15% de falsos positivos, debidos
fundamentalmente a la aceleracion del me-
tabolismo de la dexametasona en pacientes
tratados con inductores enzimaticos o con
estrogenos, o a la presencia de enfermeda-
des agudas graves. La maxima sensibilidad
diagndstica se obtiene cuando se toma una
concentracion inferior a 1,8 pg/dL como
punto de corte para el cortisol en el suero del
tercer dia, y una excrecion de cortisol libre
urinario durante el segundo dia inferior a 10
ug/24 horas. Esta prueba presenta la misma
sensibilidad que la obtenida con dosis Unica,
pero es mucho mas especifica.

e Pruebas que utilizan dosis altas de dexame-
tasona: son pruebas destinadas a determi-
nar la etiologia en pacientes que han sido
diagnosticados de sindrome de Cushing. Se
basan en que los pacientes con enfermedad
de Cushing de origen hipofisario mantienen
la capacidad de inhibicion de la secrecion de
ACTH por glucocorticoides exdgenos, cuan-
do éstos se administran en dosis elevadas,
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mientras que los pacientes con sindrome de
Cushing causado por tumor suprarrenal o
por ACTH de origen ectopico se muestran
resistentes, a pesar de aumentar la dosis de
dexametasona. En el protocolo de dosis mul-
tiple, se administran 2 mg/6 horas de dexa-
metasona por via oral durante dos dias; se
valora el cortisol libre en muestras de orina de
24 horas recogidas el dia previo y durante el
segundo dia, y el cortisol y la ACTH plasma-
ticos a las 8:00 horas del tercer dia. Los pa-
cientes con enfermedad de Cushing mues-
tran un descenso significativo del cortisol. El
70% presenta una disminucion de su excre-
cién urinaria superior al 90%, mientras que,
en el 78%, el cortisol plasmatico desciende
en mas del 50%. Existen respuestas falsa-
mente positivas en pacientes con secrecion
ectopica de ACTH, en especial las asociadas
a carcinoma bronquial. En el protocolo con
administracion de una dosis Unica nocturna
(8 mg), unicamente se valora el cortisol plas-
matico a las 8:00 horas del dia siguiente.

Prueba combinada con dexametasona 'y CRH.
La prueba de supresion con dosis baja de dexa-
metasona (0,5 mg/6 h durante 2 dias) seguida (2
h después de la ultima dosis) de una estimulacion
con CRH (1 pg/kg) a las 8 horas de la manana
se ha mostrado Util para diferenciar el sindrome
de Cushing del seudo-Cushing en varias situacio-
nes como la obesidad, el alcoholismo, la anorexia
nerviosa, etc. El cortisol a los 15 minutos de la
CRH se mantiene inhibido en el seudo-Cushing,
mientras que en el sindrome de Cushing aumenta
por encima de 1,4 o de 2 pg/dL.

Estudio de la secrecion suprarrenal de gluco-
corticoides

3.1. Determinacion basal del cortisol en el suero
y ritmo nictemeral

El cortisol es el principal glucocorticoide secre-
tado por la corteza suprarrenal. Su secrecion es
de tipo pulsatil, con un marcado ritmo circadia-
no, paralelo al de la ACTH, con concentraciones
maximas a primeras horas de la manana (10-20
ug/dL 0 275-555 nmol/L), intermedias a las 16:00
horas (3-10 pg/dL o 85-275 nmol/L) y minimas
una hora después del inicio del suefio (< 5 pg/dL
0 <140 nmol/L). A pesar de presentar secrecion
pulsatil y ritmo circadiano, el hallazgo de un corti-
sol a las 8:00 horas inferior a 4 ug/dL es altamen-
te predictivo de insuficiencia suprarrenal, mientras
que concentraciones basales superiores a 17 ug/
dL practicamente la descartan. La determinacion
de la concentracion de cortisol a las 8:00 horas y
a las 24:00 horas es util para demostrar la pérdi-
da del ritmo nictemeral, que es una caracteristica

constante del sindrome de Cushing. Es importan-
te realizar la prueba con el paciente hospitalizado
en el segundo dia del ingreso. El hallazgo de una
concentracion de cortisol a las 24 horas inferior
a 1,8 pg/dL practicamente descarta el sindrome
de Cushing.

Todos los laboratorios consultados determinan
actualmente el cortisol sérico mediante alguna
técnica de inmunoensayo quimioluminiscente au-
tomatizado, y es muy importante la rapidez de
obtencion de los resultados. Estas técnicas mi-
den el cortisol total. Solo un laboratorio ha refe-
rido analizar el cortisol por cromatografia liquida
acoplada a espectrofotometria de masas (LC-
MS-MS) en muestras seleccionadas que presen-
tan resultados elevados debido a posibles inter-
ferencias provocadas por esteroides exdgenos o
enddgenos.

3.2. Determinacion del cortisol en la saliva

El cortisol y algunos precursores, como la 17-
OH-P, se excretan por la saliva, y sus concen-
traciones aqui son algo superiores a la fraccion
libre de cortisol circulante en la sangre periféri-
ca. Existe una correlacion significativa entre los
cambios detectados en las concentraciones de
cortisol en el suero y en la saliva con independen-
cia del flujo salival, y se observa el mismo ritmo
circadiano y la misma respuesta a los test de es-
timulacion y de supresion, por lo que se ha pro-
puesto esta determinacion para valorar el cortisol
bioldgicamente activo, obviando la extraccion
de sangre. Pueden utilizarse las mismas técni-
cas de inmunoensayo que para el cortisol en el
suero, a condicion de que presenten la suficiente
sensibilidad. Las concentraciones de cortisol en
la saliva en voluntarios sanos son de 5,5 + 0,3
ng/mL a las 8:00 horas y de 1,4 + 0,1 ng/mL a
las 22:00 horas, y se observan valores inferiores
en las mujeres que en los hombres. El hallazgo
de concentraciones de cortisol > 1,3 ng/mL en
muestras de saliva obtenidas a las 23:00 horas
permite diagnosticar el sindrome de Cushing con
una sensibilidad del 92%.

Cinco de ocho laboratorios utilizan una técnica
de inmunoensayo quimioluminiscente y tres de
ocho un andlisis de inmunoadsorcion ligado a
enzimas ((ELISA), todos automatizados y adapta-
dos a la sensibilidad requerida. Existen procedi-
mientos para la obtencion de la muestra de saliva
adaptados a edades pediatricas.

3.3. Determinacion de la excrecion urinaria de
cortisol libre

La degradacion del cortisol se produce principal-
mente en el higado mediante diversos procesos
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enzimaticos de oxidacion, reduccion, hidroxila-
cion y conjugacion que lo transforman en meta-
bolitos hidrosolubles que son excretados por la
orina. Se ha demostrado que la secrecion diaria
se situa alrededor de 10 mg/dia (5,7-6,8 mg/m?2/
dia en ninos adolescentes y adultos normales).

Una pequena fraccion del cortisol libre es filtra-
da por el rindn sin haber sido metabolizada y se
excreta por la orina como molécula intacta. Esta
fraccion, que corresponde aproximadamente al
1% del cortisol total secretado, se denomina cor-
tisol libre urinario, que puede medirse en la ori-
na de 24 horas como indice de secrecion diaria.
Constituye un parametro muy Util en la clinica, por
ser el indice que mejor reflgja la produccion dia-
ria de cortisol en presencia de una funcion renal
conservada. Su determinacion es imprescindible
en el estudio de los estados de hipercortisolis-
mo. Tiene una gran sensibilidad en el diagndstico
del sindrome de Cushing, por lo que es muy dutil
como prueba de cribado. Sin embargo, la espe-
cificidad es menor, ya que existe un aumento de
la excrecion urinaria de cortisol en los sindromes
de seudo-Cushing. En casos de insuficiencia su-
prarrenal tiene poco interés, ya que los valores se
solapan con los valores bajos hallados en indivi-
duos normales.

Para su determinacion, los laboratorios consulta-
dos utilizan las mismas técnicas de inmunoensa-
yo automatizado que para el cortisol sérico, con
una fase de extraccion previa con diclorometano
para obviar posibles interferencias. El cortisol en
la orina también puede medirse por LC-MS-MS,
que constituye el método mas especifico, ya que
no presenta interferencias por esteroides exdge-
nos. Uno de los laboratorios aplica esta técnica
en las muestras en las que se han detectado va-
lores elevados por inmunoensayo.

El limite superior del intervalo de referencia del
cortisol libre en la orina de 24 horas varia en fun-
cion de la especificidad del método empleado
para su cuantificacion: inferior a 50 pg/24 horas
cuando se usa LC-MS-MS e inferior a 100 pg/24
horas para los inmunoanalisis.

La evolucion de las concentraciones urinarias de
cortisol libre durante 24 horas en funcion de la
edad puede observarse en Audiy Granada (219,

Es recomendable hacer determinaciones de cor-
tisol en la orina de dos o tres dias consecutivos
para minimizar los errores inherentes a la recogi-
da de la muestra, asi como determinar simulta-
neamente la creatinina urinaria, para comprobar
que la recogida de la orina de 24 horas ha sido
adecuada. La excrecion urinaria de cortisol por
metro cuadrado de superficie corporal permane-

ce constante a lo largo de la vida, por lo que no
es preciso utilizar entonces valores de referencia
especificos para la edad durante la infancia (con-
viene entonces multiplicar por la superficie cor-
poral del nifio y dividir por 1,72) o en individuos
obesos.

3.4. Determinacion de cortisol en el cabello

Esta determinacion se ha propuesto para el diag-
nostico del sindrome de Cushing llamado ‘cicli-
co’. Cada centimetro de cabello podria informar
sobre el cortisol promedio mensual . Sdlo uno
de los laboratorios consultados implementa esta
técnica.

3.5. Determinacion de la proteina de transporte
CBG

El 97% del cortisol circula en la sangre periférica
unido a proteinas plasmaticas. Entre ellas, la prin-
cipal es la CBG o transcortina, que une el 75% del
cortisol y el 20% de la aldosterona con una afini-
dad y una especificidad elevadas. En condiciones
fisiologicas, la CBG se satura en concentraciones
plasmaticas de cortisol de 25 pg/dL, por lo que,
cuando se sobrepasa este nivel, aumenta de
manera brusca la fraccion libre. Hay una serie de
circunstancias fisiologicas y patoldgicas que cur-
san con alteraciones de la CBG, lo que provocara
cambios concomitantes en las concentraciones
de cortisol total con el fin de mantener la fraccion
libre adecuada para la actividad biolégica. Por su
afinidad y especificidad elevadas, los cambios
en la produccion, principalmente hepatica, de la
CBG, o en sus caracteristicas moleculares (dis-
minucion de afinidad) pueden provocar cambios
en las fracciones circulantes de cortisol. Se trata
de patologias raras, pero que es necesario cono-
cer (OMIM 611489).

Existen radioinmunoandlisis para la determina-
cion de las concentraciones séricas de CBG,
aunqgue no han llegado a comercializarse por su
aplicabilidad muy restringida a patologias de es-
casa frecuencia o a estudios muy delimitados.
Las concentraciones plasmaticas de CBG son,
en el adulto, de 700 nmol/L (35-40 ng/L). Las
concentraciones son algo mas altas en los nifios
prepuberales y algo mas bajas en los ancianos.
No presentan ritmo circadiano ni diferencias entre
sexos ni dentro del ciclo menstrual; sélo aumen-
tan bajo la administracion de estrogenos y duran-
te el tercer trimestre del embarazo. También es-
tan aumentadas en la hepatitis cronica, algunas
leucemias agudas y de forma congénita. Por el
contrario, las concentraciones de CBG se hallan
disminuidas en patologias con pérdida importante
de proteinas (sindrome nefrético o enteropatias),
shock séptico, diabetes mellitus, hipertiroidismo,
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en algunos casos de sindrome de Cushing, en la
obesidad o de forma congénita.

3.6. Estimulacion de la secrecion suprarrenal de
cortisol

El estudio de las concentraciones basales de cor-
tisol en el suero o en la saliva, el estudio del ritmo
circadiano y el de la excrecion urinaria no son su-
ficientes para estudiar la capacidad de respuesta
de la corteza suprarrenal ante una situacion de
demanda de aumento de secrecion.

Ya se ha mencionado en el apartado dedicado a
la ACTH que los test de estimulacion de la secre-
cion del péptido hipofisario también estimulan, en
caso de ser normal la secrecion de la ACTH, la
secrecion de cortisol. Por ello, también se cuan-
tifica el cortisol sérico en las muestras de sangre
procedentes de los test de CRH, de hipogluce-
mia insulinica, etc.

Estimulaciéon aguda con ACTH sintética. La
estimulacion directa de la corteza suprarrenal con
ACTH exdgena es una prueba rapida y segura
para diagnosticar la insuficiencia suprarrenal ins-
taurada. Utiliza la ACTH sintética (tetracosactida)
con la misma secuencia 1-24 de la molécula en-
ddgena de 39 aminoacidos, que es la que posee
actividad bioldgica. La semivida de esta ACTH in-
yectada por via endovenosa es de 20 minutos y
provoca un aumento del cortisol circulante que es
maximo entre los 30 y los 60 minutos después de
la administracion e independiente de la hora del
dia. La administracion por via subcutanea o intra-
muscular también induce un aumento del cortisol
con las mismas caracteristicas y se ha utilizado en
pediatria. La dosis de tetracosactida clasicamente
utilizada es de 0,25 mg en adultos y de 0,125 mg
en ninos menores de 2 anos. Se realiza una ex-
traccion de sangre basal (inmediatamente antes)
y alos 30 ¢ 60 minutos para la determinacion de
cortisol. Numerosos trabajos equiparan la sensibi-
lidad diagnostica de la concentracion de cortisol
en muestras sanguineas obtenidas a los 30 y los
60 minutos, por lo que, en el marco de las prue-
bas funcionales ambulatorias, se prefiere la extrac-
cién a los 30 minutos con el fin de terminar antes
la prueba. Se considera normal una respuesta
maxima de cortisol superior a 20 ug/dL. Es con-
veniente realizar una determinacion de la ACTH
en la muestra de plasma basal. La presencia de
una respuesta subnormal del cortisol junto con
concentraciones elevadas de ACTH es diagndsti-
ca de insuficiencia suprarrenal primaria, mientras
que, en la insuficiencia suprarrenal secundaria o
yatrégena, la concentracion de ACTH es baja.

Diversos autores han propuesto realizar la esti-
mulacion suprarrenal utilizando dosis bajas de te-

tracosactida (1 pg 0 0,5 pg/1,73 m? de superficie
corporal), ya que inducen la misma respuesta de
cortisol y permiten detectar casos de insuficien-
cia suprarrenal parcial, que quedarian enmasca-
rados al utilizar la dosis estandar de 0,25 mg. Una
respuesta del cortisol a 1 pg de tetracosactida
superior a 21,7 pg/dL indica que el eje hipotala-
mico-hipofisario-suprarrenal esta intacto.

La respuesta del cortisol a la estimulacion agu-
da con ACTH en los dos sexos, en funcion de la
edad, puede observarse en Audi y Granada (29,

Esta prueba se realiza en todos los centros con-
sultados, teniendo en cuenta que la dosis de
0,25 mg solo se utiliza cuando el peso es supe-
rior a 30 kg y la estimulacién con 1ug no se utiliza
en pediatria.

Estimulacién crénica con ACTH. En la insufi-
ciencia suprarrenal secundaria, el déficit croni-
co de ACTH enddgena produce una atrofia de
la corteza suprarrenal que se traduce en la falta
de respuesta del cortisol al estimulo agudo con
ACTH. La administracion cronica de ACTH sinté-
tica puede restablecer la capacidad de secrecion
de cortisol en la insuficiencia suprarrenal secun-
daria, pero no en la insuficiencia primaria.

Se administra un preparado depot de tetracosa-
ctida por via intramuscular durante cuatro dias
consecutivos, y se obtienen muestras de sangre
basal y al tercer y quinto dias del inicio de la prue-
ba para la determinacién del cortisol. El aumento
progresivo de las concentraciones de cortisol in-
dica insuficiencia suprarrenal secundaria.

3.7. Supresion de la secrecion suprarrenal de
cortisol

LLa exploracion de los estados de hipercorticismo
requiere el estudio diferencial de la supresion de
la secrecion tanto hipofisaria como suprarrenal
por el glucocorticoide sintético dexametasona.
Ya se han mencionado en el apartado dedica-
do a la supresion de la secrecion de la ACTH
los diversos protocolos de administracion de la
dexametasona. La supresion de la secrecion de
cortisol puede medirse en la sangre periférica,
normalmente en una extraccion a primera hora
de la manana. En esta muestra se determinan el
cortisol y la ACTH. En las pruebas de adminis-
tracion de dexametasona durante 2 dias, como
minimo, es también muy Util realizar una recogida
de orina durante las Ultimas 24 horas de la prue-
ba para la determinacion del cortisol libre urinario.
Uno de los laboratorios consultados refiere que
en pediatria solo realizan supresion con 2 mg de
dexametasona.
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3.8. Cateterismo de las venas suprarrenales

El estudio de tumores suprarrenales de dificil lo-
calizacion por técnicas de imagen obligd, en al-
gunos casos, a la determinacion, mediante cate-
terismo selectivo de sendas venas suprarrenales,
de las concentraciones de cortisol y precursores
o de aldosterona ante un sindrome de Conn. Ello
permite localizar el origen de la hiperproduccion
de esteroides suprarrenales. Sin embargo, se
trata de una técnica delicada, por lo que su uti-
lizacion se ha restringida mucho y ademas ac-
tualmente las técnicas de imagen permiten una
mejor localizacion de los tumores suprarrenales.

Sdlo cinco de los ocho laboratorios consultados
habian recibido muestras procedentes de adultos
y ninguna de pediatria.

3.9. Determinacion de cortisona en el suero o en
la orina

La cortisona es el metabolito del cortisol tras la
accion de la 11-p-hidroxiesteroide deshidrogena-
sa de tipo 2 (HSD11B2), que lo inactiva. Su medi-
cion en el suero o en la orina es importante para
el célculo del cociente cortisol/cortisona como
indice de la actividad enzimatica. Asi, permite el
diagndstico diferencial del exceso aparente de
mineralocorticoides (disminucion de la inactiva-
cion del cortisol y aumento de la activacion del re-
ceptor de mineralocorticoides por el cortisol) (19,

Sdlo un laboratorio implementa esta determina-
cion mediante LC-MS-MS, mientras que otro re-
fiere poder externalizar esta determinacion.

Estudio de la secrecion suprarrenal de esteroi-
des precursores del cortisol

La figura 1 muestra la cadena de esteroides y las
enzimas que, desde el colesterol, llevan a la bio-
sintesis del principal glucocorticoide, el cortisol,
y del principal mineralocorticoide, la aldosterona.
Todos los esteroides precursores del cortisol se
excretan también a la sangre periférica y circu-
lan por ella. En principio, no se atribuye ninguna
actividad bioldgica a estos productos, aunque se
intenta atribuir una funcion fisioldgica a la DHEA,
pero su cuantificacion puede ser imprescindible
en el marco del estudio diagndstico de las de-
ficiencias enzimaticas de la esteroidogenia su-
prarrenal, tanto en sus formas congénitas por
mutaciones en los correspondientes genes como
en las formas funcionales adquiridas. Por otra
parte, su estudio durante la infancia y la puber-
tad ha permitido conocer la ontogenia del patrén
de secrecion suprarrenal, que presenta diversas
etapas bien diferenciadas que no afectan cuanti-
tativamente a la secrecién de cortisol (1219,

Todos estos precursores (excepto el DHEA-S)
presentan un ritmo de secrecién circadiano que
debera tenerse en cuenta en la interpretacion de
los resultados.

4.1. Determinacion basal de precursores

11-desoxicortisol. Se trata del precursor inme-
diato del cortisol (Figura 1). Su produccion es
exclusiva de la corteza suprarrenal. Su deter-
minacion debe realizarse en el marco del ante-
riormente mencionado test de metopirona que
inhibe la actividad de la 11-B-hidroxilasa, ya que
indicara la eficacia de dicha metopirona y la res-
puesta de la suprarrenal al consiguiente aumento
de secrecion de ACTH.

Su determinacion también es diagndstica del défi-
cit congénito de 11-p-hidroxilasa (gen CYP11B7)
como causa de hiperplasia suprarrenal congéni-
ta. Las concentraciones basales son muy eleva-
das en las formas clasicas o graves del déficit.
Dada la escasa frecuencia de las mutaciones del
gen CYP11B17 en nuestra poblacion y la eleva-
da frecuencia del déficit de 21-hidroxilasa (gen
CYP21A2), el diagndstico diferencial solo debe
establecerse entre ambas deficiencias ante una
clinica de forma clasica de hiperplasia suprarrenal
congeénita, sin pérdida de sal, en la que, ademas
de la 17-OH-progesterona elevada, también lo
esté el 11-desoxicortisol.

Las formas no clasicas del déficit sélo pueden
diagnosticarse tras la estimulacion con ACTH.

Las concentraciones basales de 11-desoxicorti-
sol y su respuesta a la estimulacion con ACTH,
en los dos sexos, en funcion de la edad, se
muestran en Audi y Granada (219,

No existen actualmente técnicas de inmunoensa-
yo automatizado comercializadas para su cuan-
tificacion. Soélo existe un radioinmunoensayo. Su
cuantificacion éptima es por LC-MS-MS 9,

Entre los laboratorios consultados, dos de ellos
pueden derivar estas muestras a un laboratorio
externo y estan en proceso de implementar una
técnica de LC-MS-MS.

17-OH-P. Se trata del precursor inmediato del
11-desoxicortisol (Figura 1). Su cuantificacion es
diagndstica para el déficit enzimatico suprarrenal
mas frecuente, el de 21-hidroxilasa.

Las concentraciones basales estan muy eleva-
das en las formas clasicas del déficit, tanto con
pérdida de sal como virilizante simple, aunque las
concentraciones guardan una correlacion con la
intensidad de la deficiencia.
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El diagndstico de las formas no clasicas requiere
la estimulacion suprarrenal con ACTH.

La 17-OH-P no sdlo se origina en la corteza su-
prarrenal, sino que también se excreta por las
godnadas (tanto el ovario como el testiculo, a par-
tir de la pubertad). Las concentraciones basales
presentan una evolucion ontdégena 2139 desde el
nacimiento hasta la edad adulta. Antes de la pu-
bertad, su origen es exclusivamente suprarrenal
y puede observarse que las concentraciones del
recién nacido son elevadas, pero disminuyen ra-
pidamente a lo largo de las primeras semanas de
vida, vuelven a aumentar algo en el sexo mascu-
lino debido al periodo de actividad testicular de
los cuatro primeros meses de vida, y después se
mantienen concentraciones muy bajas y similares
en ambos sexos durante la infancia, hasta que
comienzan a aumentar algo en el momento de
la adrenarquia, para aumentar mas significativa-
mente a lo largo de los estadios de la pubertad.
En el adulto, las concentraciones del sexo mas-
culino son superiores a las de la mujer en la fase
folicular del ciclo ovarico, pero son superiores en
ésta durante la fase luteinica.

Las técnicas de cuantificacion actuales son inmu-
noensayos especificos y sensibles que pueden
ser de tipo radioinmunoensayo, quimioluminis-
cencia o ELISA automatizados, y la técnica mas
especifica sin interferencias es la LC-MS-MS (9,
Es también posible la cuantificacion en la saliva
y en muestras de papel de filtro impregnado de
sangre para el diagndstico precoz del déficit de
21-hidroxilasa. Uno de los laboratorios tiene pre-
visto, en breve, pasar su cuantificacion a LC-MS-
MS.

Androstenodiona. Es el precursor de la testos-
terona en la cadena de esteroidogenia que lleva
a la biosintesis de la testosterona (predominante
en el testiculo) y el precursor de la estrona en la
cadena de esteroidogenia que lleva a la biosin-
tesis de estrogenos (predominante, aunque no
exclusiva, en el ovario) (Figura 1).

La ontogenia de las concentraciones basales en
la sangre periférica presenta un patrén similar al
de la 17-OH-P (1219

Sus concentraciones estan aumentadas en la
hiperplasia suprarrenal congénita por déficit de
21-hidroxilasa y de 11-p-hidroxilasa, pero no son
el principal parametro diagndstico.

Su cuantificacion en la sangre periférica es in-
teresante como marcador de buen control bajo
tratamiento sustitutivo con hidrocortisona del
déficit de 21-hidroxilasa, y se recomienda man-
tener concentraciones normales para la edad (la

17-OH-P no constituye un buen parametro para
el control del tratamiento, porque, en las formas
clasicas graves, la normalizacion de las concen-
traciones basales indica un exceso de tratamien-
to sustitutivo).

Sus concentraciones estan aumentadas en el hi-
perandrogenismo de origen ovarico.

Es el parametro diagndstico en el déficit enzima-
tico de 17-B-hidroxiesteroide-deshidrogenasa de
tipo 3 o 17-cetorreductasa (gen HSD17B3) que
afecta a las gonadas, aunque los niveles basa-
les estan ya aumentados, pero aumentan todavia
mas bajo estimulacion con ACTH vy, sobre todo,
con hCG.

Su cuantificacion se realiza mediante inmunoen-
sayos de tipo ensayo inmunorradiométrico, ELI-
SA o guimioluminiscente automatizado. Uno de
los laboratorios lo implementara en breve por LC-
MS-MS.

DHEA y DHEA-S. La secrecion de DHEA y de
DHEA-S es principalmente de origen suprarrenal,
aunque las gonadas también los sintetizan como
producto intermediario en la cadena que lleva a
androgenos y estrogenos. Es el principal este-
roide producido por las suprarrenales del feto, y
su produccion disminuye rapidamente después
del nacimiento. En la evolucion ontdgena de sus
concentraciones plasmaticas basales se detec-
tan concentraciones bajas e iguales en ambos
sexos a lo largo de la infancia hasta detectarse
aumentos significativos unos dos anos antes del
inicio de la pubertad gonadal, en ambos sexos,
fendmeno que se denomina adrenarquia 23, Sus
concentraciones siguen aumentando después a
lo largo de la pubertad hasta alcanzar los niveles
del adulto. A partir de la edad de la menopausia
en la mujer y en el hombre de edad avanzada se
produce una disminucion significativa y progresi-
va de las concentraciones plasmaticas de DHEA
y DHEA-S. Este hecho, unido a que el DHEA-S es
el esteroide que circula en mayor concentracion
en la sangre periférica (superior a la del cortisol),
ha hecho que se le busquen acciones bioldgicas
directas a través de unos receptores potenciales,
todavia por describir, o indirectas a través de me-
tabolitos producidos localmente, y que se inten-
ten hallar situaciones de deficiencia que podrian
beneficiarse de su administracion sustitutiva.

Su produccion esta muy aumentada en una gran
proporcion de carcinomas de la corteza suprarre-
nal, por lo que su cuantificacion es imprescindible
en el marco del estudio de estados de hiperan-
drogenismo de posible origen tumoral. Las con-
centraciones muy elevadas de DHEA y DHEA-S
suelen ser diagndsticas de carcinoma suprarre-

44 Congreso de la Sociedad Espafola de Endocrinologia Pediatrica

45



Interpretacion de los parametros bioquimicos de funcion suprarrenal en edades pediatricas

nal. Sus niveles estan aumentados, aunque pro-
porcionalmente mucho menos, en el hiperandro-
genismo funcional suprarrenal de la mujer adulta
joven, y estan elevados para la edad, aunque
acordes con el estadio de vello pubiano, en la
adrenarquia prematura que puede afectar a am-
bos sexos, aunque es mas frecuente en la nifa.

Junto con la 17-OH-pregnenolona, constituyen
los parametros diagndsticos del déficit enzima-
tico de 3-p-hidroxiesteroide deshidrogenasa (gen
HSD3B2), que, en su forma clésica, provoca una
hiperplasia suprarrenal congénita con pérdida de
sal y un desarrollo sexual diferente 46,XX en la
nifa y un desarrollo sexual diferente 46,XY en el
nifo. Las concentraciones basales son ya muy
elevadas en estos casos. Las llamadas formas
tardias o leves del déficit enzimatico, que pue-
den detectarse como una adrenarquia prematu-
ra, no suelen corresponder a mutaciones en el
gen HSD3B2, tal como han demostrado algunos
estudios, aunque en algunos casos si han podi-
do detectarse mutaciones en dicho gen. En estos
casos, es necesario realizar un test de estimula-
cion suprarrenal con ACTH para estudiar la res-
puesta de la DHEA.

No existe ningun inmunoensayo comercializado
para la medicion de la DHEA. Uno de los labora-
torios puede solicitar su determinacion por LC-
MS-MS a un laboratorio externo.

El DHEA-S se mide en todos los laboratorios
consultados mediante un inmunoensayo quimio-
luminiscente automatizado, aunque puede deter-
minarse por LC-MS-MS (19,

17-OH-pregnenolona. Es el esteroide precursor
de la DHEA o de la 17-OH-progesterona y el pro-
ducto de la transformacion de la pregnenolona a
través de la enzima 17-o-hidroxilasa (Figuras 1
y 2).

Constituye el marcador mas sensible del déficit
de 3-p-hidroxiesteroide-deshidrogenasa (gen HS-
D3B2), que, en su forma clasica o grave, presen-
ta unas concentraciones basales muy elevadas.
Las formas menos graves o0 no clésicas requieren,
para su diagndstico, la estimulacion con ACTH.

Para su medicion en el suero no existe actual-
mente ningun inmunoensayo comercializado. Su
medicion mas sensible y especifica es por LC-
MS-MS (9, Uno de los laboratorios puede exter-
nalizar esta medicion en casos de interés.

Progesterona y pregnenolona. Constituyen
los precursores respectivos de la 17-OH-P y de
la 17-OH-pregnenolona sobre los que actua la
17-a-hidroxilasa (Figuras 1y 2), por lo que consti-

tuyen los principales marcadores bioquimicos del
déficit enzimatico de 17-a-hidroxilasa, cuya pre-
valencia es muy baja, y que provoca un sindrome
de hipertension arterial con hipopotasemia, un
desarrollo sexual diferente 46,XY en el sexo mas-
culino y una amenorrea primaria en el femenino. El
diagndstico bioguimico se realiza por las concen-
traciones elevadas de progesterona frente a las
concentraciones disminuidas de los esteroides
que le siguen en la cadena biosintética, en condi-
ciones basales o tras la estimulacion con ACTH.

Por otra parte, la progesterona es el principal
producto del cuerpo Iuteo ovarico, por lo que su
cuantificacion es importante en la evaluacion de
la funcion ovarica.

La progesterona se mide en el suero mediante
inmunoensayos quimioluminiscentes automatiza-
dos (siete de los ocho laboratorios), aunque su
medicién més especifica es por LC-MS-MS (19,

Para la medicion de la pregnenolona en el suero
no existe ningun inmunoensayo comercializado,
por lo que su medicion debera ser mediante LC-
MS-MS. Uno de los laboratorios puede externali-
zar las muestras de interés.

4.2. Respuesta de los precursores del cortisol a
la estimulacion con ACTH

El diagndstico de los déficit enzimaticos supra-
rrenales requiere, en la mayoria de los casos, la
comprobacion del aumento excesivo de los este-
roides precursores frente a la disminucion de los
que subsiguen normalmente. En los déficits gra-
ves, o formas clasicas, la estimulacion con ACTH
puede incluso realizarse bajo tratamiento sustitu-
tivo con glucocorticoides y mineralocorticoides.
De todos los déficits enzimaticos que afectan
a la corteza suprarrenal, ya hemos dicho que
el mas frecuente es el de la 21-hidroxilasa (gen
CYP21A2). Los patrones de respuesta normal
de la 17-OH-P a la estimulacion con ACTH (0,25
mg intravenosos) a los 30 o a los 60 minutos
han sido establecidos por numerosos autores,
aunque los mas utilizados constituyen el llama-
do nomograma de MI New, en el que existe una
relacion lineal entre las concentraciones basales
y las obtenidas a los 60 minutos de la prueba (lo
mismo ocurre para la androstenodiona). Existe
una distribucion de puntos segun la cual las for-
mas clasicas perdedoras de sal del sindrome pre-
sentan los valores mas elevados, las formas no
clasicas presentarian concentraciones algo mas
bajas, los portadores heterocigotos podrian pre-
sentar concentraciones algo elevadas en algunos
casos, aungue no en todos ellos, y la poblacion
normal no portadora, genéticamente estudiada,
presentaria los valores mas bajos.
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Ya se ha indicado en los apartados anteriores
que la respuesta de la DHEA y de la 17-OH-
pregnenolona debe estudiarse para diagnosticar
el déficit de 3-p-hidroxiesteroide-deshidrogenasa
(gen HSD3B2); la del 11-desoxicortisol, para
estudiar el déficit de 11-B-hidroxilasa (gen
CYP11B1); y la de la progesterona, para el déficit
de 17-a-hidroxilasa (gen CYP17AT7). Los limites
que deben sobrepasar los precursores bajo esti-
mulacion con ACTH para poder ser considerados
como indicadores de déficit enzimatico congénito
y, por lo tanto, susceptibles de diagndstico mo-
lecular han ido aumentando a lo largo de los ulti-
mos anos, al observarse que existen estados de
deficiencia enzimatica funcional o adquirida sin
mutacion detectable y cuya expresion varia con
el tiempo de evolucion.

Las respuestas del cortisol y de sus precursores
a la estimulacion con ACTH, en los dos sexos, en
funcién de la edad y del estadio de maduracion
puberal, se observan en Audiy Granada (219,

Un esteroide que ha sido determinado en el diag-
nostico de homocigotos y, sobre todo, de hete-
rocigotos de la deficiencia de 21-hidroxilasa es
el 21-desoxicortisol, esteroide que normalmente
apenas se detecta en la sangre periférica y que
estda aumentado en la deficiencia enzimatica.
Constituye, actualmente, el mejor parametro
sérico para seguir el tratamiento del déficit de
21-hidroxilasa. No existe ningun inmunoensayo
comercializado, por lo que debe medirse median-
te LC-MS-MS 9. No se esta implementando en
ninguno de los laboratorios consultados, aunque
uno de ellos lo puede externalizar y esta prepa-
rando su implementacion mediante LC-MS-MS.

4.3. Respuesta de los precursores del cortisol a
la supresion con dexametasona

Los precursores del cortisol pueden determinarse
en el suero bajo tratamiento sustitutivo con glu-
cocorticoides y, eventualmente, con mineralocor-
ticoides en los déficits enzimaticos (ya se ha indi-
cado que, en el caso del déficit de 21-hidroxilasa,
los mejores parametros son la androstenodiona y,
mejor adn, el 21-desoxicortisol).

La supresion del cortisol y de algunos precursores
que puedan estar elevados debe estudiarse en los
sindromes de Cushing con o sin hiperandrogenis-
mo. Ya se han indicado los diversos protocolos
existentes de administracion de dexametasona.

Estudio de la secrecién suprarrenal de minera-
locorticoides

La funcion mineralocorticoide depende de la al-
dosterona en un 95%, y de sus precursores y

del cortisol en una proporcion mucho menor.
La aldosterona se sintetiza exclusivamente en la
zona glomerulosa de la corteza suprarrenal, cu-
yas células expresan las enzimas necesarias para
la transformacion de la corticosterona en aldos-
terona (Figura 1). Entre sus precursores, la 18-hi-
droxicorticosterona se forma principalmente en la
glomerulosa y su secrecion es paralela a la de la
aldosterona, mientras que la corticosterona y la
DOCA se sintetizan en la zona fasciculada y su
secrecion es paralela a la del cortisol. La secrecion
de aldosterona esta regulada fundamentalmente
por el sistema renina-angiotensina y el ion potasio,
aunque la ACTH, el factor natriurético atrial y el ion
sodio, entre otros, tienen un efecto modulador. Se
establece un circuito de regulacion entre la accion
mineralocorticoide sobre la retencion de sodio y la
tension arterial, y la actividad del eje renina-angio-
tensina-aldosterona. La disminucion de la presion
arterial o la disminucion de la perfusion renal esti-
mulan la liberacion de renina, que actua sobre su
sustrato de origen hepatico, el angiotensindgeno,
y lo transforma en angiotensina |. Sobre ésta ac-
tuan las enzimas conversoras de la angiotensina
de origen pulmonar y dan lugar a la forma activa,
la angiotensina Il. La angiotensina Il es una hor-
mona con una potente accidn vasoconstrictora vy,
ademas, actla sobre la glomerulosa suprarrenal,
donde estimula la sintesis de aldosterona cuyo
efecto es la retencion de sodio por el tubulo renal.

5.1. Determinacion basal de aldosterona en el
suero y en la orina

La aldosterona es el mineralocorticoide endoge-
no con mayor actividad bioldgica y el ultimo pro-
ducto de la biosintesis de mineralocorticoides.
Su secrecion, de tipo pulsatil, presenta un ritmo
circadiano paralelo al del cortisol, pero que no
esta relacionado con la secrecién de ACTH. Su
secrecion esta muy influenciada por los cambios
hemodinamicos y el estrés.

La interpretacion de las concentraciones séri-
cas de aldosterona debera, por lo tanto, tener
en cuenta la existencia de un ritmo circadiano,
el estado de reposo o actividad del paciente, los
cambios posturales y la ingestion de sodio duran-
te los ultimos dias.

Las concentraciones basales de aldosterona son
elevadas en el recién nacido y presentan un am-
plio intervalo de variacion durante el primer afio de
vida 219; después, disminuye el intervalo de va-
riacion hasta que se establecen niveles similares
a los del adulto a partir de los 8-9 anos de edad.

Las concentraciones séricas de aldosterona au-
mentan bajo estimulacion con ACTH, aunque
este tipo de estimulo se utiliza poco 219,
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Las determinaciones de aldosterona sérica deben
siempre acompanarse de la renina o de la activi-
dad de la renina, con el fin de poder evaluar el
estado del eje renina-angiotensina-aldosterona.

La mayoria de los laboratorios (seis de ocho)
determina la aldosterona sérica mediante un in-
munoanadlisis quimioluminiscente automatizado,
mientras que dos de ocho la determinan median-
te un radioinmunoensayo.

La determinacion de la excrecion urinaria de la
aldosterona intacta permite evaluar la secrecion
integrada de aldosterona durante las 24 horas del
dia. La mayoria de los laboratorios utilizan la misma
técnica automatizada que para el suero, aunque la
orina debe recogerse refrigerada y la muestra que
se va a analizar debe hidrolizarse previamente (hi-
drdlisis del glucurénido de aldosterona).

5.2. Determinacion de la actividad de la renina
plasmatica (angiotensina I)

El estimulo presor ejercido sobre las células de
la capsula de Bowman regula la sintesis de la re-
nina, la cual transforma el péptido angiotensind-
geno de origen hepatico en angiotensina |l y, a su
vez, la angiotensina | es transformada en angio-
tensina Il por una enzima de conversion (enzima
conversora de la angiotensina).

La medicion de la actividad renina plasmatica
consiste en cuantificar, mediante un inmunoen-
sayo, la concentracion de angiotensina | genera-
da en una muestra de plasma tras incubacion a
37 °C durante un tiempo controlado. Ello permite
conocer la cantidad de angiotensina | presente y
generada a partir del angiotensindgeno a través
de la renina presente. Ha resultado ser un exce-
lente parametro para evaluar el eje renina-angio-
tensina-aldosterona. Las muestras de plasma
deben separarse y congelarse inmediatamente
después de la centrifugacion a temperatura am-
biente para evitar la generacion in vitro de renina
a partir de la prorrenina.

Sus concentraciones son elevadas en el recién
nacido y presentan, similarmente a las de aldos-
terona, un amplio intervalo de variacion durante
la primera infancia (2317, |a actividad de la re-
nina plasmatica depende de la actividad fisica, la
postura y la ingestién de sodio. En condiciones
ideales, las muestras de sangre para la determi-
nacion de niveles basales deben obtenerse tras
un reposo minimo de 30 minutos y en decubito
supino, en pacientes a los que se ha retirado la
medicacion.

El cociente aldosterona en plasma/actividad de la
renina plasmatica se utiliza como prueba de cri-

bado del hiperaldosteronismo. El hallazgo de un
cociente aldosterona/renina elevado (>30) permi-
te orientar el diagnodstico de hiperaldosteronismo
primario, aunque debera confirmarse median-
te pruebas funcionales, como la supresion con
suero salino o la prueba de captopril. Posterior-
mente, habra que realizar estudios morfoldgicos
o cateterizacion de las venas suprarrenales para
determinar si se debe a un adenoma, Unica cau-
sa potencialmente curable de hiperaldosteronis-
mo primario, o se trata de una hiperplasia, la cual
serfa tributaria de tratamiento médico.

Entre los laboratorios consultados, cuatro de
ocho la determinan mediante un radioinmunoen-
sayo comercializado.

5.3. Determinacion de la renina plasmatica

Las concentraciones plasmaticas de la proteina
renina pueden también medirse mediante inmu-
noandlisis directos. Se utilizan analisis inmuno-
métricos con dos anticuerpos monoclonales es-
pecificos contra la molécula. Esta determinacion
presenta algunas ventajas respecto a la deter-
minacion clasica de la actividad de la renina, ya
que no depende de la disponibilidad del sustrato,
el angiotensindgeno, y ademas no se ve afecta-
da por la presencia de activadores o inhibidores
plasmaticos. Por otro lado, la realizacion de estos
ensayos es metodoldgicamente mas simple, ya
que no se realiza la activacion de la renina, que
implica cambios en el pH y en la temperatura. Los
principales inconvenientes de los inmunoanalisis
para medir la renina son la escasa sensibilidad
analitica y la presencia de reacciones cruzadas
con la prorrenina, aunque Ultimamente estos as-
pectos negativos estan mejorandose.

También se observa en pediatria una disminucion
rapida de las concentraciones de la renina a lo
largo del primer afo de vida, aunque los patrones

de normalidad no estan todavia bien establecidos
(17

Cuatro de los ocho laboratorios determinan la re-
nina plasmatica mediante un inmunoanalisis qui-
mioluminiscente automatizado.

5.4. Determinacion de los precursores de la al-
dosterona

Los precursores de la aldosterona en la via de la
esteroidogenia de los mineralocorticoides son la
corticosterona y la DOCA (Fig. 1). Su cuantifica-
cion no es habitual en la clinica humana; sin em-
bargo, es importante poder realizarla en el marco
del diagndstico diferencial de los sindromes con-
génitos de hipoaldosteronismo aislado por posi-
ble déficit de las actividades enzimaticas CMO-|
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y CMO-II (gen CYP11B2) con el fin de demostrar
el nivel del déficit enzimatico. Las concentracio-
nes de DOCA vy corticosterona estan elevadas
en el déficit congénito de 17-a-hidroxilasa (gen
CYP17A1) por hiperestimulacion por la ACTH de-
bido al déficit de la 17-a-hidroxilacion, mientras
que la aldosterona esta disminuida debido a la
supresion de la secrecion de renina provocada
por el aumento presor consecuente al gran au-
mento de la DOCA y la corticosterona.

Las concentraciones basales presentan variacio-
nes ontdgenas a lo largo de la infancia, asi como
su respuesta a la estimulacion con ACTH (1219,

No existen actualmente inmunoensayos comer-
cializados para la cuantificacion de la DOCA ni de
la corticosterona en el suero, por lo cual seis de
los ocho laboratorios no las determinan, y dos de
los ocho las pueden cuantificar mediante LC-MS-
MS (in situ o0 en un laboratorio externo).

5.5. Pruebas dinamicas para el estudio de la se-
crecion de aldosterona

El diagnostico diferencial de los sindromes de
hiperaldosteronismo precisa el estudio de la res-
puesta de la secrecion suprarrenal de aldostero-
na a la supresion o la estimulacion del eje renina-
angiotensina-aldosterona.

Pruebas de estimulacién. Algunas pruebas uti-
lizan el estimulo que supone el cambio postural
(de decubito supino a posicion erecta), la deam-
bulacion o una combinacion de ambos estimulos.
La prueba se inicia a las 8:00 horas colocando
un catéter intravenoso con el paciente en reposo
y en posicion supina, y a los 30 minutos se ex-
trae una muestra basal para la determinacion de
la aldosterona, la actividad de la renina plasma-
tica y el cortisol. Después de al menos una hora
de deambulacion, se extrae una nueva muestra
para determinar los mismos parametros que en
el tiempo basal. En individuos normales, la con-
centracion de aldosterona tras la deambulacion
aumenta entre dos y cuatro veces respecto a la
basal. En los pacientes con aldosteronismo, el in-
cremento de la aldosterona es menor o, incluso,
puede descender en pacientes con adenoma. Se
utilizan poco dado su baja sensibilidad (64%) y
especificidad (70%) para diferenciar entre adeno-
ma e hiperplasia.

Pruebas de supresion. Una prueba utilizada
consiste en la expansion del volumen intravascu-
lar mediante la infusion de suero salino isoténico
por via intravenosa durante 2-4 horas, realizan-
do la determinacion de la actividad de la renina
plasmatica, la aldosterona y el cortisol basales y
después de la infusion. En individuos normales se

observa una supresion de la actividad de la renina,
un descenso de las concentraciones de la aldos-
terona (< 5 ng/dL) y una disminucion de las con-
centraciones del cortisol, que es apropiada a su
ritmo circadiano. La presencia de una concentra-
cion de aldosterona tras la infusion superior a 10
ng/dL confirma que su produccion es autbnoma.

Prueba del captopril. El captopril es un inhibi-
dor de la enzima conversora de la angiotensina,
responsable del paso de angiotensina | a angio-
tensina ll, que bloguea su accion presora y la es-
timulacion de la sintesis de aldosterona. Su admi-
nistracion en individuos normales o en pacientes
con hipertensién arterial esencial produce una
disminucion de la aldosterona (<15 ng/dL) y un
aumento de la actividad de la renina plasmatica.
Esta prueba permite diferenciar el hiperaldostero-
nismo primario debido a un adenoma productor
de aldosterona, en el que no se observa modifi-
cacion de la concentracion de la aldosterona, del
causado por una hiperplasia idiopatica, en el que
suele observarse un cierto descenso.

La prueba de supresion con dexametasona per-
mite diagnosticar el aldosteronismo primario sus-
ceptible de supresion por glucocorticoides, un
caso poco frecuente de hiperaldosteronismo que
es dependiente de la produccion de ACTH. Se
trata del hiperaldosteronismo familiar de tipo |, se-
cundario a la formacion de un gen anémalo en el
cromosoma 8 al producirse un mal apareamien-
to de los genes CYP11B1 y CYP11B2 durante
la meiosis. Este gen hibrido que codifica para la
sintesis de aldosterona determina entonces que
dicha sintesis esté bajo control de la ACTH y no
del sistema renina-angiotensina. La prueba con-
siste en determinar la concentracion plasmatica
de aldosterona antes y después de administrar
dexametasona por via oral. El hallazgo de una
concentracion de aldosterona tras la administra-
cion de dexametasona inferior al 80% respecto a
la basal o inferior a 4 ng/dL permite el diagndstico
con una sensibilidad del 92% y una especificidad
del 100%.

Medicién en la orina de precursores, glucocor-
ticoides, mineralcorticoides, andrégenos y sus
metabolitos

Hemos mencionado la medicion mediante LC-
MS-MS del cortisol y de la cortisona en la orina.
Las técnicas de cromatografia liquida o de gases
acopladas a espectrofotometria de masas (LC-
MS-MS y GC-MS-MS) permiten medir la excre-
cion urinaria de gran cantidad de esteroides deri-
vados de sintesis suprarrenal y gonadal y de sus
metabolismos periféricos. Su implementacion tie-
ne gran interés tanto a nivel diagndstico como de
investigacion clinica.

44 Congreso de la Sociedad Espafola de Endocrinologia Pediatrica

49



Interpretacion de los parametros bioquimicos de funcion suprarrenal en edades pediatricas

El andlisis en la orina de 24 horas del llamado me-
taboloma de esteroides no solo permite el diag-
nostico de los déficits enzimaticos congénitos de
la esteroidogenia, sino también de la produccion
excesiva auténoma de esteroides suprarrenales,
lo que permite el diagndstico diferencial entre di-
versas causas (exceso de produccion de cortisol
en adenomas secretores de cortisol, en carcino-
mas suprarrenales, en la hiperplasia suprarrenal
bilateral macronodular o en la enfermedad adre-
nocortical nodular pigmentada primaria; exceso
de produccion de aldosterona en el hiperaldoste-
ronismo primario unilateral o bilateral que puede
ser hereditario; exceso autonomo de produccion
de androgenos suprarrenales en los carcinomas
suprarrenales; y, finalmente, excesiva produccion
combinada de precursores de androgenos y de
glucocorticoides en los carcinomas suprarrena-
les) @

Pocos laboratorios de hospitales publicos es-
tan equipados para ello. Sélo uno de los ocho
consultados implementa un panel de esteroides
urinarios  (http://cdb.hospitalclinic.org/catalogo-
cdb/521421140/perfil-esteroides-orina), aunque
nos indica que no recibe muestras de pediatria, y
otro puede solicitarlo a un laboratorio privado. De
forma similar a la progresiva accesibilidad a los
diagndsticos moleculares como consecuencia de
la implementacion de técnicas de secuenciacion
masiva y de la disminucion de costes, el andlisis
del llamado metaboloma de esteroides también
se hard mas accesible gracias a una progresiva
simplificacion y automatizacion de las técnicas.
De todas formas, es légico contemplar la utili-
zacion de laboratorios de referencia, nacionales
e internacionales, para el procesamiento de las
muestras de interés, en el marco del diagndstico
de enfermedades raras o complejas o de estu-
dios controlados.

Conclusiones

Las técnicas de inmunoensayo automatizado per-
miten medir con gran rapidez y suficientes especifi-
cidad y sensibilidad las concentraciones en liquidos
bioldgicos (suero o plasma, en algunos casos, saliva
y orina) de muchas de las hormonas implicadas en
la funcion hipotalamico-hipofisaria-suprarrenal (pro-
teinas y esteroides). Las técnicas mas especificas y
cuando no existen inmunoensayos comercializados
son la cromatografia liquida o la de gases acoplada
a espectrofotometria de masas, que permiten la me-
dicion simultanea de varios esteroides en el suero o
en la orina. Existen numerosas pruebas funcionales
que permiten estimular o suprimir determinadas se-
creciones vy, con ello, analizar el estado funcional de
la secrecion. En cada caso habra que tener en cuenta
la edad del paciente y los valores de referencia, asi
como la bioguimica general (ionograma, urea, crea-

tinina, hemograma), que permiten evaluar el estado
metabdlico del paciente.
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