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I.- SINTESIS Y METABOLISMO DE ESTROGENOS. 

a).- Antecedentes Históricos.- La función endócrina del ovario 

consiste en la producción,por el folículo de Graf, de hormonas que 

mantienen los caracteres sexuales secundarios femeninos, como lo de 

muestra el hecho de que la castración produce. involución de los mis 

mos en el animal adulto y que la administración de estas hormonas a 

los animales castrados mantienen el desarrollo de dichos caracteres, 

mientras que en los animales prepúberes provocan el desarrollo de -

los caracteres sexuales secundarios precozmente. 

El término estrógeno se emplea para designar a todas aquellas 

sustancias que producen modificaciones características en la vagina, 

en el útero y de otros caracteres sexuales que reciben el nombre de 

estado de estro o celo, y representa el estado de actividad sexual 

máxima, que es precedido y/o seguido por otros estados evolutivos -

en los caracteres sexuales. 

Hasta 1913 los únicos estrógenos que se mencionaban como pre-,-, 

sentes en la orina eran los tres compuestos ciáSicos(estrona,estra-

diol y estriol). Desde entonces se han encontrado y aislado en la -

orina de mujeres embarazadas cerca de 20 nuevas sustancias. 

El estradiol Pul aislado por Mac Corquodale et al., en 1935(24), 

del liquido folicular de ovarios de cerdos y posteriormente fue ais-

lado por Huffman et al., de otras Puentes, incluyendo la orina de mu 

jeres embarazadas(15), de tejidos placentarios(16), testículos de ca 

ballo en 1940(4) y orina de sementales(20). 

La estrona(teelina), Pué aislado por Doisy et al.,(11) de muchas 

Dientes incluyendo la orina de mujeres embarazadas,tejidos placenta, 

rios(45) y bilis de vacas prefiadas(33). Los resultados obtenidos al 

valorar la actividad biolígica de la estrona y.estradiol demuestran -

que es mayor la de esta última. 

El estriol(teelol) Pul identificado por Marrian en 1930(28), en 

orina de mujeres embarazadas, y por Brown en 1931(7), en los tejidos 

placentariot. 

2 



b).- Química de los Estrógenos.- Desde el punto de vista quími-

co todas las hormonas esteroides derivan.del núcleo ciclopentanoper-

hidrofenantreno(norestrano) que es un hidrocarburo policíclico satu-

rado. Este núcleo está formado por los tres anillos hexagonales del 

fenantreno(A,B,C) unidos a un cueto anillo pentagonal el ciclopenta-

no(D). 

En la fig.,No.1, puede verse el ciclopentanoperhidrofenantreno 

con su fórmula completa en la que se han numerado todos los átomos 

de carbono, llevando la numeración del 1 al 17 en la forma dispuesta 

convencionalmente para los esteroides. Cada átomo de carbono está u-

nido a dos átomos de hidrógeno exceptuando aquellos carbonos comúnes 

a dos anillos que solo están unidos a un átomo de hidrógeno, en este 

último caso se encuentran los carbonos 5,8,9,10,13,y/4. La unión de 

los dos átomos de hidrógeno a los átomos de carbono se hace por las 

valencias libres de estos o sea con las que no forman el anillo. 

El átomo C-3 es uno de los más importantes porque todas las hor 

monas esteroides presentan sustituyentes oxigenados en ésta posición 

ya sea un oxhidrilo como en la androsterona, o un grupo cetónico co-

mo en la testosterona. Además el grupo comprendido entre C-3 y C-5 -

con dobles enlaces y sustituyentes es el que determina en gran parte 

la acción biológica específica de algunas hormonas en tal forma que 

los más pequeños Cambios en lo que se refiere a dobles enlaces,adi-

ciones o sustracciónes de sustituyentes, modifican o anulan la 

acción biológica hormonal. 

Los estrógenos naturales o foliculoides pertenecen al grupo de 

esteroideS con 18 átomos de carbono y derivan del estrano(fig.No.2), 

que es un hidrocarburo saturado que tiene un grupo metilo en C-13. 

Los estrógenos naturales son: estradiol,estrona y estriol,(fig. 

No. 3). Una de las características de estas hormonas es que el ani--

110 A del núcleo es de tipo bencénico y ha tomado el carácter aromá-

tico porque presenta tres dobles enlaces en C-1:2,C-3:4, y C-5:10, -

precisamente para acomodar estos dobles enlaces se ha perdido el gru 
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po metilo en C-10. La eatrona tiene un grupo hidroxilo en C-3 y 

un grupo cet6nicO en C-17; el estradiol posee dos grupos oxhidrilo 

en C-3 y C-17 en posición betta y el estriol que tiene dos grupos 

hidroxilo en C-3 y C-17 en posición betta y un tercero en C-16 en 

posición alfa. 

e).- Biosíntesis y Metabolismo de los Estrógenos en el ovario  

y durante el embarazo normal.- Las investigaciones realizadas en -

años recientes muestran que los órganos endócrinos productores de 

esteroides Forman estrógenos. 

Bajo condiciones fisiológicas normales, el ovario puede ser -

considerado como la fuente principal en la Formación de estrógenos. 

Durante el embarazo la placenta 

mino del embarazo la producción 

ces mayor que la del ovario. 

Los estrógenos se elaboran 

menor cantidad. Además, es bien 

ma parte en la Formación de est 

contribuye en su formación y a tér 

de estrógenos es de 100 a 1000 ve- 

también en el testículo aunque en 

conocido que la corteza adrenal to 

rógenos,tanto en hombres como en mu 

jeres; y se ha establecido que la corteza adrenal produce por si -

misma los llamados estrógenos adrenales y otras formas precursoras 

que son convertidas a estrógenos en otros tejidos. 

Biosíntesis.- El ovario secreta dos tipos de hormonas femeni-

nas,las foliculares o estrógenos producidos por las células de la 

teca interna o por el estrato granuloso del Folículo De Graff en 

desarrollo y las hormonas progestacionales que derivan de la acti 

vidad de las células del cuerpo lútea, que se forman en el ovario 

después de la ruptura del folículo. 

Como ya mencionamos anteriormente, la síntesis de los estróge 

nos humanos se efectúa en: ovario,adrenales,testículo y durante el 

embarazo en la unidad feto-placentaria que contribuye a la forma—

ción de estriol en cantidades significantes,bajo,  condiciones norma 

les. 

El estriol es el principal estrógeno que se encuentra en la -

sangre y orina de mujeres embarazadas. En ausencia de embarazo el 
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estrógeno que se aroduce en mayor cantidad es el 17-betta estradiol. 
La bosíntesis de los estrógenos en el ovario se efectúa a par-

tir del acetato activo(AcetilCo.A). La vía implica la síntesis ini-

cial de colesterol, el cual después de una serie de desdoblamientos 

de la cadena lateral y oxidaciones es convertido finalmente median-
te la acción de un sistema 20,22 desmolasa, en delta 5-pregnenolona, 
siendo esta el esteroidenpivote" del cual derivan todas las demás -

hormonas esteroides. La delta 5-pregnenolona se convierte a proges-

terona per la acción de las enzimas 3 betta hidroxideshidrogenasa y 

la delta 5 isomerasa, estas enzimas transforman el grupo 3 betta --

hidroxi de la delta 5-pregnenolona a un grupo ceto en el carbono 3 

y transforman la doble ligadura entre los carbonos 5:6 a la posición 
C-4:5 de la progesterona. Esta, posteriormente, puede ser hidroxilada 

en C-17 en posición alfa formando la 17 alfa hidroxi progesterona; y 

al mismo tiempo la 17 alfa hidroxi pregnenolona, se transforma por -

medio de una deshidrogenasa a 17 alfa hidroxi progesterona. Estos — 

dos compuestos pueden hidrolizarse por medio de una desmolasa y dar 

origen a la dehidroepiandrosterona y la androstenediona, esta -ulti 

ma por la acción de la 17-betta hidroxilasa se transforma a testos-

terona. A partir de la androstenediona y la testosterona se efectúa 

la síntesis estrógénica. 

La 19 hidroxilasa actúa para formar la 19 hidroxiandrostenedi-

ona y la 19 hidroxitestosterona. Por medio de una enzima aromatiza-

dora se produce el 17 betta estradiol y la estrona(reacción reversi 

ble), el estriol se origina del 17 betta estradiol por una hidroxi-

lación en C-16 en posición alfa(fig.No.4). 

La estrona,el estradiol y el estriol, al igual que otros meta-

bo/itos han sido aislados del tejido placentario. según. 3rown(6),e1 

incremento en la producción de estrógenos a través del embarazo es 

paralelo al aumento del peso de la placenta. Stark et al.,(41) de-
mostraron que el 801 de la actividad estrogénica está presente en 
los microsomas, mitocondrias y el sobrenadante de los extractos -- 
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placentarios. 

La concentración de estrógenos en sangre aumenta durante el --

embarazo(estradiol, estrona y estriol) que están presentes, princi-

2almente como conjugados con --ácido glucurónico o sulfatos. Roy y - 

Brown(38) reportaron valores de estrógenos en sangre en gammas % du 

rente el embarazo a término: estradiol 0.2 a 1.7; estrona 0.5 a 9.0 

y estriol 2.3 a 19.6. 

Durante la Primera parte del embarazo la relación de estriol a 

estradiol y estrona es aproximadamente 2:1, mientras que al final es 

de 10:1. El cambio en la relación de excreción de los tres metaboli-

tos no parece ser debido a una alteración en él metabolismo del es--

tradiol, ya que Fishman et al., (12) muestran que esta hormona es me 

tabolizada de manera similar en mujeres embarazadas y no embarazadas. 

Por muchos años se reconoció qUe la muerte del fet tiene un --

efecto significativo sobre la excreción de estrógenos y la determina 

ción de estriol se puede usar como un medio para investigar el sufri 

miento o muerte Fetal. Los estudios hechos por Cassmer(8),establecen 

definitivamente que la máxima secreción de estrógenos por la placenta 

depende del mantenimiento de una adecuada circulación fetal en La-mis 

ma. 

Hasta ahora, no ha sido posible obtener pruebas concluyentes de 

la conversión de acetato marcado; colesterol; delta 5-pregnenolona o 

progesterona a estrógenos en la placenta perfundida y se asume gene-

ralmente que el órgano usa ciertos precursores presentes en la cir—

culación materna o fetal para la síntesis de estrógenos. 

-Ryan(40) demostró la eficiencia de los microsomas de la placenta 

humana para aromatizar esteroides de C-19, esteroides neutros o este-

roides fenólicos tales como estrona,estradiol y estriol. La testoste 

rona se convierte en esta preparación placentaria a estradiol y la -

delta 4 androsten 3,17 diona a estrona en mayor rendimiento. La con-

versión de la dehidroepiandrosterona a estrona también se demostró. 

Mientras el estradiol y la estrona son metabolizados en el hígado 
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materno a estriol, no hay evidencias de que esta reacción se reali 

ce en Preparaciones placentarias, a pesar del hecho de que la pla-

centa contiene grandes cantidades de estriol.pyan(40) demostró que 

los esteroides 16-hidroxilados, tales como la 16 alfa hidroxitestos 

terona y la 16 hidroxi androstenediona, son rápidamente convertidos 

a estriol por Ana preparación Dlacentaría, por lo que sugirió que -

los esteroides 16 alfa hidr=ilados tienen importancia Fisiológica 

en la formación de estriol. 

El Peto, por otro lado, ha demostrado tener capacidad para hi-

droxi lar esteroides en C-16. La adrenal Fetal es capaz de convertir 

progesterona a 16 alfa hidroxi progesterona y el hígado retal es --

capaz de metabolizar estradiol y estrona a estriol tanto"in vivo" -

como "in vitro"(9). 

Mancuso et al.,(25) muestran que el feto, tiene capacidad para 

aromatizar la androstenediona y la testosterona pero es incapaz de 

aromatizar la dehidroepiandrostercna.E1 tejido fetal muestra una — 

gran actividad de la suloquinasa, gran parte de esteroides C-19 y - 

C-18están presentes en el feto como sulfatos. Por otro lado, la --

placenta contiene sulfatasas que hidrolizan rápidamente los sulfa—

tos provenientes de la circulación fetal y utilizan los esteroides 

libres para sR biosíntesis. El proceso anzimático de aromatización 

es relativamente desconocido. Meyer(29) reporta que la 19 hidroxi--

androstenediona es un orecursor más eficiente de estrona que la an- 

drostenediona.Esto fué confirmado por otors investigadores. 	 

Longchamp et al.,(21) sugieren que la 19 bldrowi androstenediona —

puede ser un compuesto intermediario en la aromatización de la an--

drostenediona.Estos esteroides Fueron aislados e identificados por 

medio de incubación de los microsomas placentarios. 

Estudios hechos por Hollander(14) indican que la 19 hidroxila-

ción no es un camino metabólico obligatorio para la aromatización de 

androstenediona a estrona. Este concepto de síntesis de estrógenos y 

su metabolismo se muestra en la fig.No.5. Estos estudios enfatizaron 

7 
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la importancia de considerar a la placenta y al feto como una uni-

dad para biosíntesis y metabolismo de estrógenos. 

El feto elabora numerosas formas de esteroides 3 betta hidroxi 

delta 5, que son-en su mayor parte sulfatados en el organismo. La 

dehidroepiandrosterona y su sulfato tienen un papel importante en 

la biosíntesis de estrógenos. La capacidad del feto de hidroxilar 

esteroides en C-19 y C-16, que son aromatizados a estriol en la pla 

centa,- sugiere una Puente adicional pare'la gran cantidad de estriol 

excretado en la orina materna. 

t1etabolismo.= Los glucocorticoides se unen especificamente a - 

una alfa 2 globulina(globulina transportadora de esteroide,GTE o --

transcortina). La hormona unida a esa globulina es esencialmente --

inactiva pero es razonable el postulado de que pueden ser una forma 

de "reserva" y están en equilibrio con los esteroides libres. 

Una combinación reversible acaece entre la seralbúmina y muchos 

esteroides. Esto explica su baja concentración en la orina y al mis-

mo tiemgo el hecho de que prolonguen sus vidas medias. Esto es sig-

nificativo, ya qge la concentración de estas uniones proteícas se -

incrementa durante el embarazo. 

Como ya mencionamos anteriormente los esteroides se conjugan - 

con sulfato o glucuronidato, lo cual es un factor que puede explicar 

la rápida excreción de dichos compuestos en la orina. 

Los esteroides siguen tres diferentes caminos en el hígado. --

Ciertas partes de los núcleos esteroides pueden modificarse enzimá-

ticamente. Los grupos carbonilos 3 y 20 pueden ser reducidos a hi--

droxilos y dobles enlaces en el anillo A el cual se satura. 

La progesterona es inactivada por el hígado para formar pregnan 

diol. Los grupos hidroxilos de C-17 son oxidados a tetonas o 17 ceto 

esteroides. Finalmente se efectúa la 2metoxilación de los estrógenos 

para formar un estrógeno que'puede ser más potente que la sustancia 

original. Por otro mecanismo, los esteroides aue tienen grupos 

droxilos pueden ser conjugados en el C-3 del anillo A; aunque 



también se presenta alguna conjugación en C-17 o C-16, funcionan-

do así, el hígado, como un órgano de excrección activa. 

La circulación enterohepática de los esteroides es similar a 

la de la bilirrubina. Los esteroides son secretados en la bilis, 

ciertos conjugados son reabsorbidos por el intestino y vuelven al 

hígado repitiéndose el ciclo. El riton excreta los conjugados so-

lubles en agua, aunque también puede emretarse pequeñas cantidades 

de esteroides libres o no conjugados. Parte del estriol-no se une 

a las proteínas y simpre se encuentra en equilibrio con el unido 

a proteínas, siendo el estriol libre el bilógicamente activo(32) y 

es esterificado por el hígado materno con sulfatos y/o glucuroni-

datos, según las reacciones que se representan en la Fig. No.6(44), 

haciéndolo inactivo y fácilmente excretable por la bilis y/o el 

riñon. 

MZTODOS EMPLEADOS. EN LA DETERMINACION DO ESTRIOL DURANTE EL  

EMBARAZO. 

Los métodos pueden dividirse en cinco grupos: 

a) Métodos que implican la reacción de Kober. 

.b) Métodos por cromatografía de gases. 

c) Métodos isotópicos. 

d) Radio Inmunoensayo. 

e) Se conocen otros métodos que son accesibles como son los 

-métodos de Preedy y Aitken(34), que están basados en fluorametría, 

lo mismo que los de Schrepfer y Nicholas(42), siendo estas técnicas 

muy laboriosas y poco practicables. 

Métodos en los que se emplea la reacción de Kober. 

El método de Roy y Brown(38): en este método la determinación 

de estrógenos se hace en sangre total, es considerado por sus au-

tores como razonablemente satisfactorio en término de su especifi 

cidad,resspecto a la sensibilidad el mínimo de confianza es de --

0.15 gammas para estardiol, 0.3 de estrona y 0.3 gammas de estriol 

en 100 ml, de sangre. Este procedimiento fué modificado por Ray - 
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REACCIONES DE CONJUGACION DE ESTRIOL CON GLUCURONIDATOS 

Y/0 SULFATOS. 

UDPG-Pirofosfato 
UTP + GLUCOSA 	-ms UDPG + PIROFOSFATO 

UDPG deshidrlatnasa 
UDPG + NAD 	 UDPGA + NADH2 

UDP Glucuroniltrans 
AGLICON + UDPGA 

	

	 GLUCUSIDURONATO + UDP Eerasa. 

GLUCUSIDURONATO + ESTRIOL 	 GLUCURONIDATO DE ESTRIOL. 

La formación de glucuronidatos es por lo tanto una. reacción 

de transferencia en la cual el UDPGA no es un cofactor, pero, es 

un donador glucuronil. La glucuronil transferasa se ha encontra-

do en los microsomas del hígado. El estrío' puede unirse al glu-

curonidato en los carbonos 16 ó 17. 

ATP sul?urilasa. 
ATP + SO4 

 

 

4,  APS + PIROFOSFATO 

 

APS + ATP 
APS i'as o quinasa PAPS + ADP 

PAPS ESTRIOL 	 SULFATO DE ESTRIOL. 

APS = ADENOSIN 5 FOSFOSULFATO 

PAPS = ADENOSIN 3' FOSFATO 5' FOSFOSULFATO 

PAP = ADENOSIN 3', 5' DIFOSFATO. 

El sulfato se une con los grupos Lenólicos del Estriol. 

Figura No. 6. 
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en 1962(37), quien incorporé la reacción fluorescente de Ittrich 

1958(17),en la técnica original y hace la determinación final por 

fluorometría, siendo de exactitud comparable a la del método ori-

ginal mientras que la sensibilidad aumenta aproximadamente 10 ve-

ces más, lo cual hace posible aplicar la técnica a muestras de --

sangre de mujeres no embarazadas. 

Método de Nachtigall et al.,(31).- Este método determina sola 

mente estriol y se recomienda usarlo para investigaciones en la se 

gunda mitad del embarazo. Esta técnica incluye: a) hidrólisis áci-

da, b) extracción éterea, c) purificación con hexano,benceno y éter 

d) reacción de Zober, e) extracción del Complejo.  colorido de Kober 

con P-nitrofenol y f) determinación por Bluorometria. 

Métodos por cromátografía de gases. 

Estos procedimientos pueden usarse en mujeres embarazadas, co 

mo el método de Touchstone et al.,(43), Ratanasopa et al,(48) y en 

no embarazadas como los de Attal et al.,(3), Wotiz et al.,(46), --

Atta]. y Eik-Nes(2). 

Attal et. al., determinan soloamente estrona, Attal y Eik-Nes 

miden estradiol, Wotiz et al., estiman estrona, estradiol y es---

triol. En la técnica de Wotiz se adicionan estrógenos marcados al 

plasma previa precipitación de proteínas. Se efectúa Ilna hidróli-

sis enzimática, extrayéndose los estrógenos con acetato de etilos 

Partición benceno-Iter de petróleo, cromatografiarcon alúmina y 

Finalmente determinación por cromatografía de gases. La recupera-

ción es aproximadamente de 100%. 

Touchstone, mide esteroides libres y esterificados aislada-

mente, la exactitud y precisión son satis£actorias,pero es un método 

muy laborioso. 

Ratanasopa mide estriol solamente en plasma de mujeres embara 

zedas. Se usa un patrón interno, hidrólisis ácida, extracción ferió 

tica, cromatografía en placa fina y cromatografía de gases de deri 

vados trimetilsililados. 
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Métodos isotópicos.- Como el de Svendsen(38),que mide estrona 

y estradiol,pero no estriol. 

Radio Inmunoensayo.- La integración de técnicas radioquímicas 

con técnicas inmunológicas ofrece un alto grado de sensibilidad y 

da una buena espectficidad,lo cual permitió a Yalow y Berson(47) 

desarrollar el primer procedimiento de Radio Inmunoensayo para in-

sulina en plasma humann. Por medio de este método se rueden medir 

sustancias fisiológicas en el rango de nanógramos a picogramos/M1. 

esto es muy importante cuando se determinan niveles de sustancias 

tales como los póptidos y hormonas esteroides. 

El Fundamento de esta metodología es la reacción entre un--

antígeno y un ant-icuerpo,reaccionando este con el antígeno para 

el cual es específico y, generalmente, no existe una reacción crin 

zada con antígenos similares, si los anticuerpos son específica-

mente,preparados para estriol, no darán reacción cruzada con o—

tros estrógenos,tal como estradiol y estrona. El antisuero que 

contiene el anticuerpo se mezcla con una cantidad conocida de es 

triol radiactivo y la muestra que contiene el estriol por medir. 

Ei anticuerpo reacciona con ambos,(estriol radiactivo y el no mar 

cado),formando un complejo antígeno-anticuerpo. La mezcla se in-

cuba por un tiempo apropiado y así el complejo se Formará como -

una mezcla de equilibrio. 
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J.:=ATOGR.AFIA DE GAS-LIQUIDO. ASPECTOS GENERALES. 

Definición.- La cromatografía de gas-líquido es una técnica pa-

ra separar mezclas de sustancias volátiles a la temperatura empleada 

que interaccionan con una fase líquida y son eluidas por una Pase ga 

seosa, por lo que la separación dependerá del punto de ebullición 

del compuesto yor analizar,de la Fuerza y tiempo de interacción con 

la fase líquida y de la velocidad dei gas portador(5). La cromato--

grafía de gases se ha desarrollado rápidamente desde que Martin y --

James(27) describieron sus primeros experimentos en 1952. El primer 

experimento realizado por estos autores fué la separación de mezclas 

de ácidos grasos en una columna conteniendo aceite de silicón sobre 

tierra diatomácea. Posteriormente en 1954 Ray(36) ir:troduce el cata 

eametro como detector,haciendo así de la cromatografía de gas una 

técnica general. Por primera vez en 1959 Eglemton et al., obtienen 

crematagramas de separación de esteroides. 

Cromatógrafo de gases.- Esta integrado fundamentalmente por: 

a).- Puente de gas: Se encuentra disponible en estado puro en 

cilindros de acero a baja presión. La elección del gas transportador 

depende de la naturaleza de la muestra y del tipo de detector emplea 

do. Los más usados son hidrógeno,helio,argón y nitrógeno. 

b).- Reguladores de flujo: Utilizados para controlar el flujo -

del gas portador que en cualquier cromatógrafo depende considerable-

mente del detector empleado. 

El gas de un cilindro se mide con una válvula reductora de dos -

pasos equipada con un tubo capilar fino o una simple válvula de agu-

ja.La velocidad de flujo del gas portador se controla por medio de me 

didores de Flotador de flujo capilar o de flujo de burbuja de jabón, 

con este último se obtiene una exactitud de 0.1% que es mayor que con 

los anteriores. 

c).- Puerto de inyección con horno: Es el lugar por donde se in' 

troduce la muestra para que sea arrastrada por el gas portador. Gane 

ralmente 	muerto de inyección es una T,que por un lado permite la 
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entrada del gas de transporte, por otro se inyecta y el último es la 

columna en sí. Consta,también, de un horno cuya temperatura se con--

trae con un termostato,a1 mismo tiempo esta conectado a un pirómetro 

que se encuentra en el interior. La temperatura en este sitio debe -

ser mayor que el punto de ebullición de los compuestos por determinar, 

para que sean rápidamente vaporizados y puedan entrar en la columna. 

La aplicación de la muestra se hace por medio de una microjeringa -

calibrada en microlitros. 

d).- Columna: Existen diversos tipos, las hay de vidrio,plásti-

co y metales como: cobre,cuoroeníquel y acero inoxidable.Para la se-

paración de esteroides la columna más conveniente es la de vidrio -

ya que las de acero inoxidable o las de cobre pueden dañar o fijar 

las moléculas durante el proceso y las columnas de plástico tienden 

a disolverse en solventes orgánicos. 

Las columnas utilizadas en cromatografía pueden ser: 

De adsorción en las que los agentes adsorbentes más usados son 

alúmina,carbón activado, sílica-gel y mallas moleculares; estas co 

lunnas trabajan eficientemente a temperatura ambiente. 

De partición empacadas con un soporte inerte granulado recubier 

to oor una fase líquida no volátil. Los soportes más utilizados son: 

celita,diatomáceas,ladrillo refractario molido y con menos frecuen—

cia cuentas •de vidrio; deben tener determinadas características como 

son; gran área de superficie entre 1 y 20 1-.15g, estructura porosa, 

diámetro uniforme y de consistencia firme. 

Las sustancias que más similitud presentan respecto a estos re 

quisitos son las tierras de diatomeas,las mas recomendadas son Chro 

mosorb G, Chromosorb W, Chromosorb P, etc.(Tabla 1). 

Existen muchas otras como las de teflón,vidrio,metal,hidrocar-

buros, arena,vidrio molido, etc. 

Estos sotortes no son totalmente inertes, por lo que se tratan 

con sustancias que se combinan con sus grupos funcionales, princi—

palmente los arapos hidroxilo, esto se lleva a cabo con dimetilclo- 
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Clase 	Naturaleza 	 Area MYgr. 	 pFi 

Oromosorb G 	Flujo calci— 	 0.5 	 8.5 

nado de dis— 

tomitas- 

Crom000rb W 	Flujo de Car 	 1.0 	 8.5 
bonato de So 

dio calcinan 

do lms disto 

mitas a 900C. 

Cromoeorb P 	Calcinación 	 4.0 	 6.5 

de diatomeas 

y un enlace 

a 900 C. 
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rosilano y hexametildisilano(23). Si es necesario pueden hacerse al 

calinas o ácidas dependiendo de la Fase líquida que las cubrirá y - 

de los compuestos a determinar. El tamaiio de la partícula varía en-

tre 60 y so maj_las, para columnas de diámetro interno de 4 mm y en-

tre 100 y 200 mallas para diámetros mayores. 

Fases liquidas empleadas en el análisis dá esteroides.- Para -

seleccionar una fase líquida se debe tener en cuenta: la temperata 

ra a la que opera la columna,que no difiere mucho del punto de ebu-

llición de los componentes más volátiles de la mezcla que va a anaT 

lizarse; la Fase liquida no debe ser sumamente viscosa a la tempera 

tura de operación, ni debe tener una presión de vapor considerable. 

Con el fin de evitar la pérdida por volatilización del líquido de 

la columna la presión de vapor no debe exceder de cerca de 0.01 a -

0.1 mm de Hg, finalmente debe ser químicamente inerte a los compo—

nentes por determinar. 

Las Fases recomendables para esteroides son: STPA,XE-604F-1, - 

SE-30,UPGS(Tabla 2). 

Estos compuestos son sólidos a temperatura ambiente y solubles 

en solventes adecuados de tal manera que al ponerse en contacto con 

el soporte y evaporarse, lo cubren totalmente volviendo a ser líqui-

do a la temperatura de trabajo. 

La columna se encuentra dentro de un horno con termostato pi 

rómetro que controla una temperatura fija o programada, la elección 

de la misma dependerá del punto de ebullición de los compuestos por 

determinar. 

e).- Detector: Los detectores tienen la Propiedad de enviar se 

t':ales eléctricas cuando el gas de acarreo transporta unu sustancia 

o deja de emitirlas en caso contrario, algunas veces son insensibles 

a una u otra sustancia como por ejemplo el aire y el .agua como es el 

caso del detector de captura de electrones.La temperatura del detec 

tor debe ser mayor que la de la columna para evitar la condensación 

de los comimiestos y permitir que sean desalojados del aparato. 
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PASE LIQUIDA TEMPERATUEA MÁXIMA POLARIDAD SOLVENTE 
RECOMENDADA °C 

STPA 
(fase para aná- 

lisis de esteroi 
des). 

255 Polar Acetona 

XE-60 275 Interme- ?Clorofor 
(goma de sili-
cona nitrilo). 

dia. mo,cloru 
ro c1e me 

QP-1 
(fluoruro de 
silicona). 

SE-30 
(silicona - 
desgranada). 

NIDOS 
(neopentil 

250 

300 

240 

Interme- 
dia 

Mo polar 

Interme- 
dia. 

tileno. 

Clorofor 
mo,oloru 
ro de me 
tileno. 

Clorofor 
mo calien 
te, Cloru 
ro de me-
tileno ce 
líente. 
elorofo 

mo y clo 
glicolsucci- 	 raro de 
nato). 	 metileno. 

TABLA II. 
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Son de gran importancia en la separación cromatográfica; uno de 

los detectores más simples es el nitrómetro de Janak(18),que es un 

detector de tipo integral. Estos detectores fueron seguidos de la a-

plicación del catarómetro de Phillips y Ray(detector de conductividad 

térmica)(35), y más recientemente por los detectores de argón y de 

iwi.zación de flama de Lovelock y Me. William(22). 

E).- Amplificador o electrómetro: En los detectores se producen 

pequeñas señales eléctricas dadas por los electrones cuando la sus-

tancia por analizar llega a ellos; estas señales son débiles y pa—

san a un electrómetro o amplificador antes de ser registradas. 

g).- Registrador: Consta de dos partes básicas: una tira de pa 

pel que se mueve a una velocidad la cual se regula con un selector 

y una plumilla móvil con señal de entrada de 1 MV la cual se activa 

por el impulso eléctrico del amplificador. Así el cromatograma se -

obtiene como una serie de picos sobre el papel. 

Características de eficiencia de las columnas. 

El diseño y las condiciones de operación de la columna están -

directamente relacionadas con el ancho del pico del cromatograma. En 

1956 Keulemans(19) describió el alto equivalente a un•plato teórico 

(AEPT) aplicando la ecuación de Van Deemeter a la cromatografía de -

gas. Esta ecuación se refiere al largo de la columna necesaria para 

obtener un equilibrio en la distribución del compuesto a determinar 

entre la Fase móvil(gas) y la fase estacionaria(líquido). De la efi 

ciencia de la columna y fase líquida depende la eficiencia de la --

cromatografía. Las curvas de elución de la columna que van a dar co 

mo resultado el ancho del pico del cromatograma está en relación con: 

la difusión del gas en remolino o reflujo,difusión molecular,resis-

tencia a la transferencia de masa(gas o líquido). 

Así la eficiencia de la columna se mide por medio del cálculo -

del número de platos teóricos utilizando la siguiente ecuación: 

N = 16(x/Y)2. 
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donde: N Húmero de platos teóricos. 

x = distancia desde el punto de inyección hasta el vértice 

del oico. 

y = ancho del pico a la altura de la línea base. 

La eficiencia de la columna depende a su vez de parámetros co 

mo: 

a) El diámetro interno de la columna, debiendo tenerse en cuen 

ta la relación que existe entre este y el diámetro del tubo. 

b) La longitud de la columna que dependerá del número de platos 

requeridos. 

e) El gas portador cuya densidad afecta en Fbma inversamente 

proporcional la difusibilidad de los solutos. 

d) La temperatura, ya que las constantes da _quilibrio aumentan 

con una disminución de la misma. 

e) El tiempo de retención es mayor a temperaturas bajas. 

P) La velocidad del gas está en relación indirecta con el tiempo 

de análisis. 

g) El tamaño y forma de la partícula. 

h) La cantidad de la muestra inyectada que puede separarse e.eeo 

tivamente por la columna, varía con el tipo y diámetro de la misma. 

Detector de Ionización de Flama de Hidrógeno: 

El detector empleado én nuestro eStudio_es el de ionización de 

flama de hidrógeno que en 1958 Mc.William y Dewar(30), Harley, Nel 

y Fretorius(30) disertaron basándose en la ionización de los compues 

tos orgánicos por medio de una flama de hidrógeno/Oxígeno en combus 

tión. 

Este detector opera de la siguiente manera: cuando el gas por-

tador y la muestra emergen de la columna, hidrógeno y aire(10,par—

tes de aire por una parte de gas portador;partes iguales de hidróge 

no y gas portador)se adicionan al gas transportador para producir -

una flama,que produce iones negativos y positivos(cuya concentración 

ha sido establecida entre 1010 y 1012  iones/ml ),bióxido de carbono 

agua y electrones. La suma de electrones más la suma de iones nega- 
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tivos produce un cambio de potencial,el cual es registrado. 

'El detector es sensible a todos los compuestos orgánicos excep 

to al ácido fórmico' e insensible a todos los compuestos, inorgánicos. 

No es afectado adversamente por el7agua ni por halógenos, teniendo 

Por ello ventaja sobre los detectores de argón en el análisis de so 

luciónes acuosas. 

ANÁLISIS CUALITATIVO Y CUANTITATIVO POR CROMATOGRÁFIA DE GAS.  

Análisis cualitativo.- Los parámetros que se emplean más fre- 

cuentemente para identificar cualitativamente una sustancia son: 

Los tiempos de retención, relativo de retención y de retención co- 

rregido. 

El tiampo da retención es el tiempo que transcurre desde el mo 

mento de la inyección hasta el vórtice del pico a determinar y de-- 

Dende de: las condiciones de la columna,tipo de soporte,tamaño de 

las partículas e temperatura de la columna,velocidad de flujo de gas 

tipo de gas portador, caida de la presión del gas. Bajo determina- 

das condiciones y con una columna cromatográEica adecuada, cada -- 

componenete de una mezcla tiene un tiempo de retención característi 

co 

Tiempo de retención corregido: Es el tiempo que transcurre des 

de el inicio del registro del solvente en que se suspendió la mues- 

tra hasta el vértice del pico a determinar, esta corrección se e£ec 

túa para eliminar el volúmen inerte del instrumento. 

Tiempo relativo de retención: Nos dá la relación que existe entre 

el tiempo de retención del compuesto por determinar y el tiempo de 

retención de una sustancia que se toma como norma. Tiene la ventaja 

de que independientemente de alguna variación en las condiciones de 

la columna siempre es el mismo, y solo depende de la fase líquida 

y de la longitud de la columna. 

Cuando se analizan series homólogas,el tiempo de retención se- 

rá directamente proporcional a alguna de las características dees- 

ta serie, por ejemplo, número deátomos de carbono, grupos sustituyen 

tes,etc. 



Análisis cuantitativo.- La precisión cuantitativa con que pue 

den analizarse las muestras es uno de los Factores que han contri-

buido al rápido desarrollo de la cromatografía. 

Existen numerosos métodos para relacionar un pico obtenido en 

el cromatograma con la concentración de la muestra, los más utiliza 

dos son: medición del área de los picos, trianguIación, planimetría, 

cortando y pesando el papel correspondiente al pico, integradores -

automáticos, integradores digitales electrónicos,etc. 

Altura del pico.;.- Es un método más rápido que el de medida de 

1ás áreas,-E1 ancho y altura de los picos depende Frecuentemente de 

la cantidad de la muestra y del vollmen que se inyecta de la misma. 

Este método se usa generalmente si las muestras son menores de 10 - 

microgramos para columnas capilares. La altura del pico se mide u—

sualmente en mm,siendo esta la distancia de la línea base al` máximo 

del pico. 

planimetría-- El pico se traza manualmente con un plan-imetro 

que es un instrumento mecánico que traza el perímetro del pico,per 

mitiéndo posteriormente calcular el área.Es una Mécnica poco pre-

cisa en comparación con otros métodos. 

Triangulación.- Cuando el pico es simétrico se multiplica su 

altura por su base a la mitad de la altura,cuando no son simétri-

cos se mide la base a la altura de un15% y lo ancho del pico al 

85% de la altura, sumando estas dos medidas se multiplica por la 

altura del pico.Es una técnica rápida y simple. 

Integrador automático.- Está Formado por un disco integrador 

y una plumilla unida a éste. La plumilla integradora traza líneas 

que representan el área del pico. Este método es preciso y rápido. 

Integrador digital'electrónico.- Mide la magnitud de la se—

rial cromatográFica á una velocidad proporcional al área del pico. 

Es un aparato sensible y preciso. 

Al compararse las-precisiones_en la medida del área con estos 

instrumentos se vió que el de mayor precisión es el digital,después 

el integrador de disco,la triangulación y por último el método de 
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pesado. Todos estos métodos están afectados por algunas causas de 

error como son: inyección de la muestra,adsorción o descomposición 

de la misma en el cromatógrafo,funcionamiento del detector,capaci-

dad del registrador, técnicas de integración y cálculos. 

CALIBRACION DEL APARATO.  

Calibración absoluta.- Es aquella en la cual se traza una --

gráfica con las áreas de los picos que se obtienen al inyectar --

cantidades conocidas de una sustancia pura; esta gráfica debe ser 

linear y pasar por el origen. Se inyecta una cantidad desconocida 

de la misma sustancia,e1 área del pico se mide y por medio de la 

curva de calibración podemos conocer la cantidad de muestra presen 

te. Tiene la desventaja de que las condiciones del aparato no son 

reproducibles día a día con exactitud. 

Calibración interna.- Este método es conocido también como 

calibración indirecta o relativa, para ello, se cromatografían pé 

sos conocidos de un patrón de la sustancia problema y de la sus-

tancia que se utilizará como patrón interno, medimos el área de -

los picos y graEicamos la relación de areas contra la concentración 

del.patrón de la sustancia problema. Las características que debe 

reuiir un compuesto para emplearse_como patrón interno son: que --

tenga buena resolución con respecto a otros picos, que se etuya --

cerca de los picos que nos interesan,que tenga estructura parecida 

a la sustancia problema y que se emplee, además, en nne concentra-

ción aproximada a la sustancia desconocida. 

FORMACION DE DERIVADOS.- Los compuestos libres, al ser analiza 

dos por cromatografía de gas,sufren adsorción y ruptura,aroduciendo 

en el cromatograma un aico que se inscribe rápidamente y una fase de 

descenso muy prolongada, también existe una falta de linearidad al 

graficar cantidades crecientes de una sustancia,esto es, debido a la 

adsorción del compuesto, a la fase líquida o a la columna que no es 

uniforme 

Para analizar esteroides por medio de cromatografía de gas-11-

qujidO(es necesario formar derivados de estos, ya que los derivados 



Formados son más volátiles; además la adsorción a la columna croma-

tográfica, se mejorada separación y los análisis cuantitativos al-

canzan mayor linearidad(13). 

Los derivados más usados en el análisis de esteroides son los 

trimetilsililados. La sililación es la introducción de un grupo si 

111 que sustituye a un hidrógeno activo en una molécula. Excepcio-

nalmente se sustituye por el componente metálico de una sal; los -

agentes sililantes son derivados del trimetilsilano. 

H C 

I 3  
Si- 

CH
3
---" 	CH

3 

Trimetilsilano. 

Los más comúnmente empleadoS son el trimetilclorosilano,hexa- 

metildisilizano y la N,O.bis(trimetilsilil)acetamida. 

CH 	

iH  • CH 

3 	

3 

 

3  
Si CH3 	 " 	Si CH3  

Cl 
3 	

CH3 	H 	CH
3 

Trimetilclorosilano 	 Hexametildisilizano 
( TMCS )- 	 ( limps ) . 

—Si(CH3)3

CH,7- C 
3 

 

N,O,bis(trimetilsilil) 
acetamida(BSA). 

En muchos casos donde el derivado es altamente alcalino, pue 

den preparase los timetilsililados correspondientes. La sustitución 

del hidrógeno activo por el grupo silil reduce la polaridad de los 

compuestos y disminuye la.posibilidad de que se Formen puentes de 

hidrógeno, consecuentemente donde existe un Fuerte puente de hidró-

geno en el comouesto principal, el derivado sililado será mas volá-

til. 
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til. Las ventajas de volatilidad y estabilidad que se imparten a -

los compuestzs hacen que el Droceso,de -3nilación sea un buen méto 

do _ara la nuriEicaci6n de la Fase gaseosa y su análiJis. 

Cl compuesto sililado puede ser rápidamente hidrolizado papa 

recuperar la sustancia original.una de las desventajas de iá_sili-

lación es la necesidad de trabajar en condiciones anhíd_ras y la al 

ta sensibilidad de algunos de los productos para hidratarse, mu—

chos compuestos con grupos hidroxilo o amino ordinariamente se con 

sideran no volátiles o inestables de 200 a 300°C, pero pueden ser 

sucesivamente cromatogratiados después de la sililación. Su utili-

zación incrementa Frecuentemente la exactitud del análisis por cro 

matograría de gas, mejorando la resolución y la simetría del pico 

o disminuyendo la adsorción del compuesto en la columna. 

En 1960 Validen Heuvel,Sweeley y E.C.Horning(23), separaran es 

teroides por cranatograía de gas usando éteres de esteroides tri-

rnetil sililados. La aplicación para análisis de los estrógenos y -

sus metabolitos está dada por Lukkainen et al.,  (23), seguidos por 

Aldercreu.tz y Lukkainen(1). 

Se ha recomendado el uso de trimetilsilil derivados para de-

terminación de estriol ya que el Suerte coleo cuando éste se en—

cuentra en estado libre,está casi ausente en el derivado TMS,los 

tiempos de retención en £ases selectivas son cortos y se mejora la 

resolución. (fig.No.7). 
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III.- MATERIAL Y METODOS. 

a.- REACTIVOS. 

Alcohol etílico absoluto 99 5'(Meck),Acido sulfúrico O.P. - 

(Merck),Bicarbonato de Sodio,Q.P.(Baker),Carbonato de Sodio anhidro 

0.P.(Eaker),Cristales de Colesterol(Harleco), Cristales de Estriol, 

(Searle),Eter etílico redestilado(Baker),Bidróxido de Sodio O.P. --

(Monterrey),Sulfato de Sodio anhidro,Q.P.(Baker),BSA(N,O,bis(trimetil 

silil)acetamida)(PIERCE Chemical). 

b.- SOLUCIONES. 

Amortiguador de Carbonatos de pH 10.4 - Se preparan 1000 ml de 

solución de bicarbonato de sodio al 8%, a la cual se le agragan 150 -

ml de hidróxido de sodio al 8%,finalmente se ajusta el pH a 10.4 

SoluciOn Patrón de Estriol.- Se pesan 200 mg de cristales de es 

triol(previamente colocados en un desecador), se disuelven con alco-

hol etílico en-un matraz aforado de 100 ml aforando posteriomente a 

la marca. Esta solución contiene 200 000 gammas/100 mililitros 

Solución de Trabajo.- De la solución anterior se toma 1 ml colo-

candose en un matraz volumétrico y aforando con alCohol etílico redes 

tilado a 100 ml esta solución tiene una concentración de 20 gammas/ml. 

Solución Patrón de Colesterol.- Se pesan 20 mg de cristales de -

colesterol deshidratado previamente en un desecador,se ponen en un ma 

traz volúmetrico de 100 ml agregando alcohol etílico redestilado para 

disolver los cristales y se afora finalmente a la marca.Esta solución 

contiene 200 gammas/ml. 

Solución de Trabajo.- De la solución patrón de colesterol se toma 

1 ml colocandolo en - un matraz volumétrico de 100 ml aforando con alco-

hol etilico redestilado a la marca. Esta solución tiene 2 gammas/ml. 

c.- PURIFICACION DE SOLVENTES. 

El éter etílico se lave' con una solución de sulfato ferroso acidi-

ficado(15% en agua).Se usaron 100 ml por cada 1000 ml de éter,posterio-

mente se lavó con 100 ml de agua y se redestiló descartando los prime--

ros y últimos 100 ml. 
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d.- EQUIPO. 

Aparato de destilación.- Consta de un matraz de bola de fondo - 

plano,con boca esmerilada 24/40, columna de Vigreaux con salida y en 

trada esmerilada 24/40, punta con entrada para termómetro con dos sa 

lidas esmeriladas 24/40, matraces Erlenmeyer de 50 ml, tubos cónicos 

de centrifuga de 15 y 50 ml de boca esmerilada y tapón,pipetas ser°- 
, logicas de 1 0,5.0,10.0 y 25.0 ml, jeringa de vidrio de 5 ml, cánula 

ie Winttrobe, Vortex,Super Mixer,Cat.No.19973 W Curtin Scientific Co. 

Houston Texas,U.S.A.,jeringas Hamilton No.701 N graduadas en décimas 

y capacidad total de 10 microlitros, autoclave. 

La vidriería se lavó con detergente,mezcla crómica y agua desti 

lada secandola en horno a 120°C. 

Cromatógrafo de gases.,- Se empleó un modelo varian-Aerograph se 

ríe 1800 equipado con: 2 detectores de ionización de flama de hidró-

geuo,2 columnas de acero de 6 pies de longitud por 1/8 de pulgada de 

diámetro interno,empacadas con Chromosorb W y silicona degranada(SE-

30)al 3% como fase liquida. Los registros cromatograficos se 

ron en un registrador Varian-Aerograph Modelo No.A 4272A con señal -

de entrada de 1 MV y velocidad de registro variable. 

e.-METODO. 

Hidrólisis.= A 5 ml de plasma se le agregan 5 ml de agua destila 

da y 1.5 ml de H2SOz  al 50%,se agita y se lleva a 120°C en autoclave 

durante 60 minutos. 

Extracción.- Hidrolizada la muestra se deja enfriar a temperatu-

ra ambiente,procediendo a filtrarla a través de pa el Whatman No.41. 

El filtrado se transfiere a un tubo cónico de 50 ml adicionándole - 

20 ml de éter etílico agitándose en Vor tex durante 30",posteriormen 

te se centrifuga a 2000 r. .m. durante 15 minutos eliminando la fase 

acuosa por medio de una cánula de Wintrobe adaptada a una jeringa de 

vidrio. 

Purificación.- Se agregan al extracto otero 2 ml de amortiguador 

de carbonatos de pH 10.4,se agita en Vortex durante 15",eliminando 
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después la fase acuosa,para adicionar 1 ml de bicarbonato de sodio 

al 8%,se agita y nuevamente se elimina la Fase acuosa. Finalmente -

se lava dos veces con 2 ml de agua destilada desechando la fase acuo 

sa y eliminando el agua residual con ±0.5 g de sulfato de sodio an-

hidro. Una vez eliminada el agua,se toma una alícuota de 15 ml del - 

extracto etereo que se colocan en un tubo de centrifuga de 15 ml,adi 

cionándole al mismo tiempo 1 ml de la so/ución de colesterol que con 

tiene 2 gammas/ml se evapora a sequedad bajo una corriente de nitró-

geno en Baño María de 30 a 35°C. 

Formación de derivados.- La producción de derivadosTMS(trimetil-

sililados) se efectuó por un procedimiento rápido en frío con la adi-

ción de 15 microlitros de ESA al extracto etero seco,correspondiente 

a cada una de las muestras,procediendo a inyectar de 1 al.5 microli-

tros después de 10 a 20 minutos. 

Cromatografi:a de Gas-Liquido.- Las condiciones de operación del 

cromatógraPo fueron las siguientes: 

Inyector 275,columna 265 y detector 300°C respectivamente. Se 

empleo nitrógeno como gas transportador a un flujo de 30 ml por minu 

to.a una presión de 34 lbs/W.hidrógeno a 40 y aire a 400 ml/minuto. 

El electrómetro operó a una sensibilidad de 2x10-10. 

Los cromatogramas en el registrador se obtuvieron a una veloci-

dad de 10 mm/minuto. 

Curva de calibración interna.-Se realizó trabajando con diferen 

tes concentraciones de una solución de estriol.Se utilizaron ocho tu 

bos cónicos de 15 ml en los que se colocaron respectivamente 0.05, -

0.10,0.20,0.50,1.00,2.00,5.00 y 10.00 gammas de estriol se adiciona-

ron también a todos los tubos 2 gammas de colesterol,evaporando á se 

quedad para formar finalmente los trimetilsilil derivados. Graficando',, 

los valores obtenidos. 

SENSIBILIDAD.- Este término fue definido como: el resultado más 

pequeño que tiene límites de confiabilidad para p=0.05 no incluyendo 

el cero. 
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Con objeto de establecer la sensibilidad de nuestro método se -

procedió a inyectar en el cromatógrafo cantidades decrecientes de 2.0 

a 0.3 microlitros de una alícuota de plasma de mujer clínicamente sa-

na en el último trimestre del embarazo. Estableciendo la sensibili--- 

dad del cromatógrafo en 2 x 10
-10  
. 

ESPECIFICIDAD.- En métodos químicos es la determinación de una -

entidad química por exclusión de otros. Mientras que en determinacio-

nes biológicas el término se refiere a la determinación de una actívi 

dad Fisiológica para la exclusión de otras. 

La especificidad de nuestro método se investigó al procesar 10 - 

alícuotas de plasma de un individuo prepúber del sexo masculino,clíni 

cemente sano,en los cuales previamente se demostró ausencia de estriol 

libre,agregando posteriormente una determinada cantidad de patrón de 

estriol puro, a dichas muestras. 

EXACTITUD.- Este términopuede definirse como el grado de confor-

midad con que se acepta un resultado analítico,comparando éste con --

una solución patrón. La exactitud de un método cuantitativo puede es-

tudiarse por medio de experimentos de recuperaciórUo por adición de 

compuestos radiactivos;o bien las determinaciónes pueden hacerse en-

tes y después de adicionar cantidades conocidas de la sustancia que 

se investiga. 

Marrian(26),que un método puede considerarse satisfactorio des-

de el punto de vista cuantitativo,si la recuperación del esteroide - 

puro adicionado es de 75% o más. 

La exactitud la valoramos al agregar una cantidad conocida(2micro 

gramos) de estriol puro a 10 muestras de plasma de individuos prepúbe 

res clínicamente sanos en los que' previamente demostramos la ausencia 

de estriol libré. Calculando la concentración de. estriol y el % de --

recuperación en cada una de las muestras. 

PRECISION.- La precisión es el grado de reproducibilidad de un 

determinado número de análisis y puede medirse por su varianza o des 

viación estándar;o bien repitiendo el análisis de la misma muestra 
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Marrian propone como una precisión aceptable para métodos de,a-

nálisis de esteroides tina desviación estándar de t 10%. 

La precisión la investigamos al procesar 10 alícuotas de una --

mezcla de plasmas de mujeres embarazadas,de 34 a 36 semanas clínica-

mente sanas análizandose estadísticamente los valores obtenidos. 

DETERMINACION DE ESTRIOL EN PLASMA DE MUJERES EMBARAZADAS.- Se 

efectuaron 50 determinaciones por duplicado,en plasma de mujeres 

embarazadas clínicamente sanas,con 34 a 36 semanas de embarazo normal; 

procesando dichas muestras con el método experimental. 
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IV.- RESULTADOS. 

Al estudiar el grado de conFiabilidad del método propuesto se 

obtuvieron los siguientes resultados: 

ESPECIFICIDAD.- El método es específico como lo demuestra el -

experimento hecho con este fin,en el cual se observó que las alícuo 

tas de plasma de un individuo prepúber del sexo masculino y clínica 

mente sano no apareció en los cromatogramas correspondientes ningún 

pico con tiempo de retención similar al observado en un cromatograma 

de patrón de estriol y que además al agregar a dichas alícuotas can 

tidades conocidas de estriol puro; este apareció en los cromatogra-

mas con su tiempo de retención característico. 

SENSIBILIDAD.- La cantidad mínima posible de medir al inyectar 

en el cromatógrafo cantidades decrecientes de 2.0 a 0.3 microli---

tros de una alícuota de plasma procesada según el.método descrito 

fue de 0.001 microgramos(1 nanogramo). 

EXACTITUD.- La recuperación obtenida en las 10 muestras anali-

zadas se representa en la tabla número 3; siendo el promedio de re-

cuperación de 82.90%. 

PRECISION.- La reproducibilidad del método al probesar 10 ahí-

cuotas de una mezcla de plasma de mujeres embarazadas de 34 a 36 se 

manas,clinicamente sanas, se representa en la Tabla No.4. Siendo la 

media aritmética de 33.16 y la desviación estándar de ± 11.51%. 

CURVA DE CALIBRACION INTERNA.- Graficamos el cociente obtenido 

de dividir el-área de' estriol/área de colesterol contra el cociente 

de la división del peso del estriol/peso del colesterol.Gráfica No.1. 

PRACTICABILIDAD.- Al procesar 50 muestras por duplicado,de peas 

ma de mujeres embarazadas,de 34 a 36 semanas clínicamente sanas, se 

encontraron valores comprendidos entre el rango de 8.3 a 33.3 micro-

gramos de estriol/100 ml de plasma. 



Mnetra 	Cantidad Agregada+ 	Cantidad Recuperada* %Recuperación 

1 2.00 1.43 71.50 

2 2.00 1.90 95.00 

3 2.00 2.00 100.00 

4 2.00 1.62 81.00 

5 2.00 1.55 77.50 

6 2.00 1.68 84.00 

2.00 1.62 81.00 

8 2.00 1.80 90.00 

9 2.00 1.56 78.00 

10 2.00 1.42 71.00 

+ = microgramos de Estriol puro. 
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CURVA DE CALIBRACION INTERNA ESTRIOL—COLESTEROL. 

Gráfica No.1. 



N X X -X (X -X)2  

1 28.60 -4.56 20.73 

2 38.00 +4.84 23.42 

3 40.00 +6.84 46.78 

4 28.40 -4.73 22.65 

5 31.00 -2.16 4.66 

6 32.40 -0.76 0.57 

7 32.40 -0.76 0.57 

8 36.00 +2.84 8.06 

9 31.20 -1.96 3.84 

10 33.60 +0.44 0.19 

7 = 33.16 

f7:77-  3.82 

X)2 	 o d- 

	

er.. 	x 100 
N-1 	 X 

	

as-  - 	 33.16 x 100=- 11.51% 

27 
3 

14.62 

= 3.82 

0-9= 11.51 

Xrnicrogramos de estriol/100 m1 de plasma. 

TABLA No. 4. 
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y.- DISCUSION Y CONCLUSIONES. 

En la actualidades un hecho aceptado que la creación de nueva 

metodología aplicable tanto a la prácticarutinaria como a la emplea 

da en estudios académicos o de investigación,debe cumplir con los -

requisitos conocidos de confiabilidad,especificidad, sensibilidad, 

exactitud y precisión. Aunque no en forma obligada,es también impor-

tante considerar el grado de practicabilidad de tales métodos tanto 

más importante si éstos han de aplicarse al análisis rutinario de 

un gran número de muestras,como ocurre en el Laboratorio Clínico. -

Este aspecto de la practicabilidad puede ser un poco menos estricto 

cuando se trata de metodología que ha de aplicarse a estudios no ru 

tinarios como son aquellos que tienen por objeto un estudio académi 

co o de investigación. Con esto en mente se inició el estudio de un 

método analítico para determinación de estriol en plasma humano y se 

plantearon diferentes experimentos con objeto de establecer la con-

Fiabilidad del método propuesto. Así podemos concluir: que el méto-

do es especifico, como lo demuestra el experimento realizado para -

ello, en el que al demostrar la ausencia de estriol libre en varias 

alicuotas de plasma de un individuo prepúber del sexo masculino y 

no haber obtenido ningún pico con un tiempo de retención similar al 

obsrvado cuando se analiza un patrón de estriol bajo las mismas con-

diciones analíticas y que en tales muestras se aprecia el pico co---

rrespondiente al estriol al ser agregado a las mismas. Indudablemen-

te se pudo además proceder a plantear otro tipo de experimentos con 

objeto de aportar más evidencia sobre las,especificidad establecida, 

como habría sido el caracterizar químicamente el derivadoTMS de es-

triol simultáneamente al análisis por cromatografía de gas con un - 

espectrómetro de masas. 

Por lo que respecta a la sensibilidad, esta es aceptable como 

lo demuestra el hecho de poder medir cantidades de 0.001 microgramos, 

estableciendo la sensibilidad del cromatógrafo en 2 x 10-10; pudien-

do ser esta mayor, aumentando la sensibilidad del cromatógrafo aun- 
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que de esta manera pudiera allrecer ruido de fondo; sin embargo, --

empleando otro tipo de detección como el detector de captura de e-

lectrones podría aumentarse ésta de 5 a 10 veces más. El rango de 

sensibilidad establecido en este método es útil para medir las can 

tidades presentes durante el último trimestre del embarazo en don-

de las cifras mínimas reportadas están. alrededor- de dos a tres mi-

crogramos/100 ml de plasma,o sea de 0.10 a 0.30 microgramos por 5 

mi que es la alícuota de plasma por nosotros utilizada, alícuota -

que una vez seca se suspende en 15 microlitros de N,O,bis(trimetil 

silil) acetamida(BSA), para proceder a inyectar al cromatógrafo --

2 microlitros de la muestra para medir un mínimo de 0.0132 a 0.040 

microgramos. Podemos concluir además que el rango de sensibilidad 
habla indirectamente de la efectividad de las condiciones analíti-

cas del cromatógrafo de gas,por lo que respecta a- la eficiencia de 

la columna RE-30 al 3% y a la respuesta del detector a los deriva-

dos TMS de estriol_ 

Laexactitud del método puede considerarse satisfactoria des-

de el punto de vista cuantitativo,ya que en las muestras analiza--

das para su determinación se obtuvo una recuperación en promedio -

del 82.90%, que es superior a la exactitud establecida cuando se 

trabaja con un esteroide puro. 

Al determinar la precisión encontramos una desviación están--

dar relativa de ± 11.51%, por lo que podríamos concluir que es un 

método poco preciso, pero no en lo que respecta a la cromatografía 

de gas sino al método de purificación empleado, ya que el error que 

puede presentarse en la sigilación e inyección de la muestra se a - 

tenúa al usar la curva de calibración interna. Consideramos que el 

empleo de estriol marcado mejoraría tanto la exactitud como la pre 

cisión de nuestro método ya que permitiría corregir la recuperación 

individualmente en cada una de las muestras. 

La practicabilidad del empleo de la cromatografía de gas en la 

determinación de estriol en plasma de mujeres embarazadas, está en 
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el hecho del córto tiempo que se emplea en su ejecución ,lo cual --

permite la obtención de un resultado rápido cuando así se requiera. 

Haciendo así de nuestro método un medio útil para determinar el ín-

dice de la viabilidad feto-placentaria tanto en el embarazo normal 

como en el patológico. El contar con una técnica confiable en plasma, 

permite darle aplicación en otro tipo de estudios académicos que co-

mo por ejemplo sería la investigación de las variacidnes circadianas 

de estriol durante el embarazo. 

Finalmente podemos concluir que los métodos de cromatografía de 

gas son un claro ejemplo de un medio por el cual la separación de --

componentes:de una mezcla y estimación de un compuesto determinado -

pueden efectuarse en una simple operación; es por ello que este tipo 

de metodología ha aportado un sin número de conocimientos a la Química 

y Medicina en particular, y que si bien en el campo de la investiga-

ción químico clínica,altamente especializada pudiera ser relegada a 

un segundo plano por metodología que reúne en grado extremo los re—

quisitos de confiabilidad como es el Radio Inmunoensayo, su impor—

tancia dentro de un laboratorio de rutina bien equipado, en donde -

no es sencilla la ejecución de técnicas altamente sofisticadas, la 

cromatografia de gas guarda preponderancia gracias a sus atributos -

de confiabilidad y versatilidad. 

30 



VI.- RESUMEN. 

Se realizó una revisión de conocimientos teórico-prácticos so-

bre cromatografiía de gas-liquido al igual que se estudiaron los an 

tecedentes históricos,estructura,biosintesis y metabolismo del es—

triol durante el embarazo normal. 

' Trabajando experimentalmente se efectuó'una hidrólisisy extrac 

ción para estriol plasmático semejante a la realizada por otros au-

tores aplicando finalmente en la fase cuantitativa la cromatografla 

de gas,empleando para ello un cromatógrafo Varian-Aerogrph serie --

1800, equipado con dos detectores de ionización de flama de hidróge 

no. 
se estableció el grado de confiabilidad de nuestro método al ana 

lizarlo por los parámetros de especificidad,sensibilidad,exactitud y 

precisión. Estudiando además las cifras normales de estriol en plasma, 

en un grupo de mujeres,clinicamente sanas, en el último trimestre del 

embarazo; con objeto de la posible aplicación futu_ra-•al análisis ru-

tinario de estriol durante el embarazo patológico al emplearlo como 

un indice de la función feto-placentaria durante este mismo. 
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