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The hydrolisis of dehydroepiandrosterone sulfate added to human urine was studied
under severeal hydrolytic procedures. Enzymatic and acid hydrolysis with and without
the previous removal of enzymic inhibitors present in the human urine were compared.
The simple precipitation of inorganic ions with barium acetate before the enzymatic
hydrolysis was considered an efficient procedure giving an 81 % recovery of the added
dehydroepiandrosterone. Since this procedure does not involve rearrangements in the
steroid molecules, and because of its simplicity it is considered adecuate for the
determination of the urinary steroid excretion patterns in humans allowing the quan
titation of some conjugates (16 a-hydroxy-dehydroepiandrosterone) otherwise not
detectable because of its incomplete hydrolysis and extraction.

Una de las mayores dificultades que se
presentan en la valoracion de los metabo
lites esteroideos urinarios, tanto por los
metodos convencionales —colorimetricos
y fluorimetricos— como por los especifi-
cos de cromatografia gaseosa, estriba en
las condiciones de hidrolisis requeridas
para la liberacion de los esteroides con-
jugados.

La aplicacion de la hidrolisis acida cs
limitada dcbido a la degradation que su-
fren ciertos esteroides a pH ba jo (4, 10,
12, 13). Mcdiante hidrolisis enzimatica,
glucuronidasa-sulfatasa, tampoco se obtie-
ncn rcsultados satisfactorios por la pre- 

sencia en la orina de sustancias inhibido-
ras de la sulfatasa (6). Se impone. por
tanto, una doble hidrolisis: enzimatica-
acida, enzimatica-solvolitica, o bien una
elimination previa a la hidrolisis de los
inhibidores de la action enzimatica.

El objeto del presente trabajo es fijar
las condiciones de hidrolisis optimas, que
permitan la valoracion por cromatografia
gaseosa de los di versos esteroides urina
rios sin consumir un tiempo excesivo. Io
cual diticultaria su aplicacion praciica.

El estudio se ha realizado adicionando
a la orina, como sustrato especifico de la
sulfatasa. sulfate de dehidroepiandrostc-
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rona ♦ y valorando posteriormente la de- aire hasta sequedad a 50-65° C. Al resi-
hidroepiandrosterona liberada mediante duo se adicionan 10 ml de FLO y se so-
diferentes metodos hidroliticos. mete a hidrolisis enzimatica A.

Material y metodos

Alicuotas de 10 ml de un pool de orina
se someten a diversas hidrolisis:

A) Hidrolisis enzimatica. Se ajus-
ta la orina a pH 5,2 (acido acetico o
NaOH 1 N), se adicionan: 0,25 ml de en-
zima Helix pomatia Boehringer (glucuro-
nidasa 1,3 UI, arilsulfatasa 0,65 UI),
2,5 ml de solution tampon de acetato so-
dico pH 5.2, 0,2 ml de cloroformo, se
completa el volumen a 20 ml con H2O
destilada y se incuba a 36° C durante 24
horas.

B) Hidrolisis enzimatica y acida.
Una vez hidrolizada enzimaticamente la
orina, segun A, y extraidos los esteroides
liberados, como se indica posteriormente,
se acidifica la fase acuosa a pH 1 con
HC1 o H2SO4 y se lleva a 100° C durante
25 minutos.

C) Hidrolisis enzimatica previa pu-
RIFICACION URINARIA MEDIANTE COLUMNA
cromatografica. La orina se pasa a tra-
ves de una columna de vidrio (12 X 1,5
centimetros) rellena con Amberlita XAD-2
(6,5 cm) que previamente ha sido lavada
con H._,O desionizada. Los esteroides se
eluyen con 50 ml de metanol y el eluato
se evapora en rotovapor con corriente de

Abreviaturas. Dehidroepiandrosterona (DHA).
Sulfato de dehidroepiandrosterona (S-DHA).
16 a-hidroxi-dehidroepiandrosterona (16
a-OH-DHA). Androsterona (A). Etiocolanolona
(Et). 11-oxo-androslerona (O-A). 11-oxo-etioco-
lanolona (O-Et). 11 /3-hidroxiandrosterona
(OH-A). 11 /?-hidroxi-eticolanolona (OH-Et).
5 /?-pregnano-3a, 17a, 20a-triol (P3). Estdndar-
isobutirato de colesterol (St). Eteres-trimetil-
silil (TMS). Eteres-trimetil-silil de metoximas
(MO-TMS).

D) Hidrolisis enzimatica previa pu-
RIFICACION URINARIA MEDIANTE PRECIPI-
TACION CON ACETATO BARICO. El Volumen
inicial de orina (10 ml) se completa a
20 ml con H2O destilada, se ajusta el pH
a 10,5-11 (NaOH 3-1 N), se adiciona 1 ml
de solution acuosa de acetato barico al
20 % y despues de agitar y dejar sedi-
mentar durante 5 minutos se centrifuga
(1.800 r.p.m.) y decanta. El precipitado
se lava con 3 ml de H2O destilada que,
una vez centrifugados, se unen a la fase
acuosa decantada anteriormente y se so-
mete a hidrolisis enzimatica A.

Extraccion. Los hidrolizados se sa-
turan con NaCl solido, se les adiciona
1 ml de solution estandar interno (isobu-
tirato de colesterol en acetato de etilo,
20 /zg/ml), 20 ml de acetato de etilo:
cloruro de metileno (3:2) y se les lleva a
agitador mecanico (19 r.p.m.) durante 20
minutos.

Despues de centrifugar (15 minutos,
1.800 r.p.m.) se trasvasa la fase organica
superior a tubo de ensayo limpio, se adi
cionan 10 ml de cloruro de metileno y se
procede a lavar una vez con 5 ml de
Na2CO3_ 6 •% en solution 12 % de NaCl
en H,O~ y 3-4 veces con 5 ml cada vez
de solution acuosa de NaCl (15 %). El
pH del ultimo lavado debe ser neutro.

Los extractos organicos se concentran
en rotovapor a 50-65° C, hasta un volu
men aproximado de 12 ml. Se secan con
Na2SO., anhidro y se evaporan con co-
rrientes de N2 hasta sequedad.

Formacion de derivados. a) Eteres-
trimetil-silil (TMS): el residue seco se
disuelve en 0,3 ml de hexametildisilazano
Serva; si es preciso se calienta a 50-60° C
hasta completa disolucion, se adicionan
0,05 ml de trimetilclorosilano Serva y se
lleva a 65° C durante una hora.
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b) TMS de metoximas (MO-TMS): al
residue seco se adicionan 0,5 ml de solu
tion de clorhidrato de metoxiamina Ser-
va al 3 % en piridina Merck seca y se
deja 24 horas a temperatura ambiente. Se
evapora a sequedad con corriente de N,
y se forman los TMS como se ha indica-
do anteriormente.

Cromatografia gaseosa. Los TMS
una vez evaporados a sequedad con co
rriente de N2 se disuelven en 1 ml de sul
furo de carbono, se lavan con 0,6 ml de
H,O destilada e inmediatamente se cen-
trifuga y separa la fase organica, que es
evaporada de nuevo con corriente de N,
hasta sequedad. El residuo se disuelve en
0,1 ml de sulf uro de carbono y se inyec-
ta en el cromatografo 5 pl.

Las MO-TMS se evaporan y se extraen
con sulfuro de carbono de forma similar
a los TMS, realizando el lavado con solu
tion acuosa saturada de CINa.

El analisis cromatografico se realiza
mediante cromatografos de gases Perkin-
Elmer 990 y Carlo Erba-Fractovap G-l
provistos de detectores de ionization de
llama y columnas de vidrio (4 m X 2-3
mm) rellenas al 3 % sobre Gas Chrom Q
de OV-1, para los TMS, y OV-225 para
las MO-TMS. Como gas portador N, con
un flujo de 40-50 ml/min, y temperaturas
de trabajo 240° C para las columnas y
250° C para el bloque de inyecci6n.

Calculo. Las areas de los picos cro-
matogrdficos se calculan por triangula
tion: altura por anchura media. Segun la
ecuacion de la recta obtenida en el estu
dio de linearidad (fig 1) y teniendo en
cuenta que se ha partido en los estudios
realizados de 10 ml de orina, el calculo
final viene dado por:

Asii-.. i = „g/mi
A„t 0,046 10 1

Adha = area del pico de DHA. Ast =
drea del pico de estandar interno (20 /zg).

Resultados

La valoracion de la DHA se realiza en
forma de derivados TMS (9), cuya linea
ridad frente al estdndar interno (isobutira-
to de colesterol) se muestra en la figura 1,
siendo la ecuacion de la recta resultante
la aplicada para el calculo final.

Fig. 1. Linearidad de respuesta del detector.
Abscisa: pg de DHA; ordenada: relation de
Areas de los picos cromatograficos para 20 pg

de estAndar interno (St).

Los valores de DHA, obtenidos en un
pool de orina sometido a control de la
hidrolisis enzimatica, han sido de 0,17
/zg/ml con enzima Serva (glucuronidasa
100.000 U Fishman/ml, arilsulfatasa 5
EU/ml), mientras que los correspondien-
tes a los preparados enzimaticos Calbio-
chem (glucuronidasa 5,0 Ul/ml, arilsulfa-

Tabla I. Recuperation de DHA adicionada a
la orina en forma de sulfato (3,69 pg/ml] y
sometida a hidrolisis enzimatica con dife-
rente proportion de enzima y tiempo de hi

drolisis.
Concentration inicial de DHA en la orina

0,26 /xg/ml.
Enzima Boehringer

Tiempo
horas

DHA

Glucuro
nidasa
Ul/ml
orina

Sulfa-
tasa

Ul/ml
orina

Encon-
trada
Ag/ml

Rccupe-
rada

°.o

0,26 0,13 24 1,53 38,7
0,26 0,13 48 1,66 42,0
0,52 0,26 24 2,10 53,1
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Tabla II. Recuperation de DHA adicionada a la orina en forma de sulfato y sometida a
diversas hidrolisis.

En Material y metodos se describen los distintos mdtodos utilizados.

Hidrdlisis Metodo

DHA

Inicial
Ag/ml

Adicionada
Ag/ml

Encontrada
z*g/ml

Recuperada
%

Enzimatica-simple A 0,17 7,38 2,00 26,5
Enzimatica-Scida (H:SO4) B 0,17 7,38 2,57 34,0
Enzimatica-acida (HCI) B 0,17 7,38 3,39 44,9
Enzimatica C 0,51 3,69 3,35 79,9
Enzimatica D 1.31 3,69 4,05 81,0

tasa 1.0 Ul/ml) y Boehringer (glucuroni-
dasa 5,2 Ul/ml, arilsulfatasa 2,6 Ul/ml)
son superiores, 0,24 /ig/ml, e iguales entre
si y son por tanto ]os seleccionados.

Mediante la adicion a la orina de
S-DHA se ha valorado la recuperacion de
DHA liberada bajo diferentes condiciones
de hidrolisis, segiin los metodos descritos.
Los resultados obtenidos se muestran en
las tablas I y IT, siendo notablemente su
periores y similares las recuperaciones
correspondientes a hidrolisis enzimatica
previa purification de la orina por colum- 

na (metodo C) o por precipitation con
acetato barico (metodo D).

La figura 2 muestra los cromatogramas
correspondientes a hidrolizados enzimati-
cos de una misma orina sin purificar (fi
gura 2-a) y previa purification con ace
tato barico (fig. 2-b). Se aprecia un nota
ble aumento de DHA y 16 a-hidroxi-
DHA, en la orina sometida a purification
pre-hidrolisis, mientras que los demas es-
teroides permanecen practicamente inal-
terados.

Los valores correspondientes a ambos

Fig 2. Cromatogramas de esteroides TMS correspondientes a una misma orina sometida
a hidrolisis enzimatica sin purificar (a), y previa purification con acetato barico (b).

Valores cuantitativos en tabla III,
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Orina (mg/dia)

Tabla 111. Metabolitos esteroideos de una
orina sometida a hidrolisis enzimatica sin y

previa purificacion con acetato barico.

Esteroide Sin
purificar Purificada

Androsterona 2,06 1,91
Etiocolanolona 1,33 1,28
Dehidroepiandrosterona 0,67 1,15
16-z-hidroxi-DHA 0,09 0,59
11-oxo-androsterona 0,08 0,11
11-oxo-etiocolanolona 0,19 0,19
11 /3-hidroxi-androsterona 0,60 0,73
11/3-hidroxi-etiocolanolona 0,18 0,21
Pregnandiol 0,16 0,25
5/3-Pregnano-3a,17a,20a-triol 0,68 0,61
Tetrahidrocortisona 2,98 3,01
Tetrahidrocortisol 3,07 2,94
a-Cortolona 0,64 0,98
/?-Cortolona 0,14 0,17
a-Cortol 0,01 0,04
/3-Cortol 0,09 0,59

hidrolizados se dan en la tabla III, ha-
biendo sido cuanlificados los 17-cetoeste-
roides como TMS, excepto la 16 a-OH-
DHA que con el rcsto de los demas es
teroides ha sido valorada como MO-
TMS (8).

Discusion

aumenta considerablemente las emulsio-
nes y dificulta la metodologia.

De las posibles combinaciones de hi
drolisis: enzimatica-solvolitica, enzimati-
ca-acida con extraccion organica continua
y enzimatica-acida rapida, las dos prime-
ras no han sido ensayadas por considerar
alargan notablemente el tiempo de anali-
sis, y los resultados de recuperation de
DHA obtenidos mediante hidrolisis enzi
matica-acida rapida, metodo B, no han
sido satisfactorias (34,0-44,9 %).

Se plantea, por tanto, la necesidad de
eliminar los inhibidores urinarios de la
sulfatasa, bien por adsorcion de los este-
roides conjugados en columna cromato-
grafica y posterior hidrolisis enzimatica
del eluato esteroideo, tecnica seguida por
diversos autores (2, 7, 11, 13, 16); o bien
precipitando de la orina con acetato ba
rico a pH basico los sulfatos y fosfatos

- inorganicos (5), principals inhibidores en-
zimaticos de Helix pomatia (6).

Los resultados obtenidos mediante am
bos tipos de purification urinaria pre-
hidrolisis enzimatica, metodos C y D, son
aceptables y similares (tabla II); no obs
tante, por su mayor sencillez se seleccio-
na el metodo D que requiere un tiempo
minimo para su realization.

Las diferencias mas significativas en-
contradas en los resultados de los esteroi-

E1 analisis de los diversos 17-cetosteroi-
des en forma de derivados TMS, median
te fase OV-225, se realiza con buena reso
lution (fig. 2) a exception de la 16 a-OH-
DHA, en cuya cuantificacion interfiere la
DHA, por lo que su calculo se hace en
forma de MO-TMS (14) derivado que
adicionalmente permite la dosificacion de
los pregnanos y 17-hidroxicorticosteroi-
des (15).

Mediante hidrolisis enzimatica simple
solo se recupcra un 26,5 % de DHA (ta
bla II), que si bien se supera incremen-
tando el tiempo y la proporcion de cnzi-
ma (tabla I) no llcga a scr satisfactoria
(53,1 ■%) ni con 0,26 UI de arilsulfatasa/
ml de orina, cantidad de enzima que 

des valorados con y sin purification uri
naria previa a la hidrolisis (tabla III), co-
rresponden como es logico a DHA y
16 a-OH-DHA esteroides eliminados fun-
damentalmente en forma de sulfatos.

La proportion de enzima utilizada, 1,3
y 0,65 UI de /3-glucuronidasa y arilsulfa
tasa, respectivamente, se ha calculado
para una cantidad de esteroides del orden
de 100-130 /ig, para lo cual se valoran
previamcnte los 17-cctostcroides urinarios
totales por metodo semiautomatizado de
la reaction de Zimmerman (1) y se parte
de la alicuota de orina correspondiente
(maximo 20 ml). Con dicha proporcion
de enzima las recuperaciones de DHA
obtenidas mediante el metodo D (81.0 %), 
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son aceptables para aplicacion en la prac-
tica clinica, y lo consideramos idoneo
para la valoracion de los metabolitos es-
teroideos urinarios por cromatografia ga-
seosa.
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Resumen

Mediante la adicion a la orina de sulfato de
dehidroepiandrosterona se estudia la recupera-
cion de DHA liberada bajo diferentes tScnicas
de hidr61isis enzim^ticas: simple, combinada
con hidrolisis £cida y previa elimination urina
ria de los inhibidores enzimaticos. El mtiodo
de purificaci6n pre-hidrolisis por elimination
de iones inorg&nicos urinarios mediante preci
pitation con acetato b^rico, se considera el m&s
eficaz para aplicacion clinica, dada la recupe
ration de DHA obtenida (81 %), su sencillez
metodologica, y la no existencia de destruccio-
nes esteroideas que permite la dosificacion si-
multAnea de diversos metabolitos urinarios.
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