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I NTRODUCCION -- -
Hace más de tres décadas se estableció que on el 

amarlllo del ovario so producía una hormona, que entre otros 

erectos ClsiolÓ¡¡icos ocasionaba la formación de un endometrio 

.¡-

.,,. ron uno pl'U oba bl ol ó,,1 e" i·o b ti vawento Simple p~ra dote ctar la ... ::f 

a na 1 {ti co • 

lwrmon" y en •<e mismo nilc obtuvteron ext!'actos a partJ.r de 

cuerpos <:tmn ri 11 os dé cerdo. 
En 19J4 diferentes grupos de 1 

ti¡r,ador<>s entrc los que se encontraban nutenandt y "•stphal 

aartma" y ifettstcin (J), Wintersteiner y Allcn (4), aíslarori 

fnrwa pura le~ hormona a la cual se le dió más tarde 

1 
,, p t 11 ' •, •:-. ':) "O · · ) <e• ror,os 'e:rona. ¡ 1~-.t r0,.¡neno-...1, t.:: -a1011a • 

Los primeros 

'"'" para "' cu anti fi e;> ci Ón en la san1<re se re ali zaz-on "" i 942 -

por fleync lds )' <>i nsh<ll'~ (.>) pero 1 o. falta de especHi cid ad y --

.s<'n~ihilidad di;>1 niiítodo les hizo i:!.bandona.r Pste procedimiento 

:-;p ülimirwba por Lt o:rirrn fundamontalniente como preenandiol 

(5~pregn~no-:M,20<C\..dinl), y más t.arde en 19J7, Venning (6) 

trndujo mt?tudns rutinarios pal'a su estimación. 

Ya homos ""ncionado """ la progestorona ;;., Proñ_us_o,-;,,,,""-'·- ,,: -. 

¡".> l .i 

'· ~ -·~o:: -~'·rp~ ''"'""'11" "''los "•-«no,_)'''" é>ton es poslbln que se -"-gÍ:C'J 

."' ~ 

Ct~ l U! t1S" d{l· .:{· ~ 
e . Wíai: ü 



.. 

la teca interna; tambi6n se ha aislado en tejido humano 

tario y se encuentra en la corteza suprarrenal y en los 

los. en donda participa como precursor de multitud ae corticos-

A pesar de que durante el c1.:_ · 

el o m<.,nst r·u<c\1 normal, l<.\ suprarrenal rJe1 humano también s.r~creta 

del ciclo y coincidl0ndo con 1a formación d0l cuerpo amarillo~ 

cuando se obtiene una mayor producci6n de este esteroide que es· 

el responsable d<>i los cambios especÍf'icos en el epitelio vagi--; 

nal y en el endometrio. Durante el embarazo este cuerpo luteo 
l 

t 
contin~a secretando cantidades elevadas de progesterona y de~--! 

, 
pue:; del primer trimestre, 

1 
~ 

plncenta la produce en cant1dadesf 

const i tuytcndo la hormona est3roide cuantitntivamenl -¡ 
; 

to n:ás importantc ele este estado fisiológico. De estos concep-f 

to~ os fáci 1 i nf •"'ri r 1 a gran .importancia que t lene ln. cuantifi-

caci6n de esta hormona 6 sus rnetab0litos urinarios ya que las 

variacion0s ílLIC' presenta :puech~n tener gran trascendencia para 

01 d1agn6stico y pron6stico de infinidad de problemas clÍnicps 

~n Gin~colo~Ía y Obstetricia • 

df~ üold:..i:it~""ti*'.)l" r~~~':.ri"i 1;.'!, ~~ioblf1caciÓr1 <:1"~ 1;rt.~t·rr1a~(iiol t1r 



estl'.1 compu<:isto en nuestro 1m~dlo, tanto a través del embarazo, 

como durante lps dif<.>rnnte:::; fases del ciclo menstrual y en e,!_ 
,.'· 

clos Pnovulatorla~. Adem6s, con objeto de facilitar el an&l~ 

llsmo rle la proga~tcronn y de la gran variedad de métodos utl 

llzac\o~ para· la dosificación clel p1:egnandiol. 

-------~-'---,t;~·.:·. 
~ ... -... ~ -·-- -~ ·--~· --~ - --,-.~~ 

1:1 

·r~. 
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SINTESIS y CKrAnOLISMO DE LA PROGESrERONA 

¡ 
La formación í1ol cuPrpo amarillo y su habilidad subsecuend[ 

p1·oduci. r pro,<;r> s tero na, " i se r~eula por medio de la accion 

cnnoc.I d«s c:on e>l nombre df~ G·onaclotrof'inas i:itpofisici.r5..a!:ó y quti 

~ 
¡ 
; 

' ¡ 
' ,. 
' 

cornpr0tKlen n li.í, nHormona Est]rnulante del .Fol:fculo 11 (lLF:.F.) y ~' 
?, 

la "Hormona Lutnn0izante" (H.L.). No se conoce exactamente en 

que etapa de l.os proc~sos de bios!ntasis 
... 

acc:i..on es--

tas hormonas gonadot rÓfi cas; sin eu:barr:o se conocen las reacci&: 

no~. n1<-1tabÓli cas que conducen a su formación. Al igual que to--: 

das las dem~s hormonas esteroi<les, sus precursores comunes son ¡ 

Pl acetato y ~l colesterol (7). Los procesos de bioslntesis --: 

qua dnn lu~ar a la formaci¿n del colesterol han sido perfecta--

mente bir'n 1·~l·,1blf'Ctdo~: (8,9,lC,ll) y en términos g•?n0rales los 

Ac<'til Co.A --- Ac.tdo mevalÓnico Escualeno __ Lanos,':6' 

tcrel. -----· Zimosterol ---- Deumo!:.itorol Colesterol 

e5 trnn~farmacto por el t~jido 
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bÓli co. 1 
, , 

~a conversion de colesterol a pregnenolona se baria a 

travfs de un derivado 20,2?-dihldroxilado, lo cual facil~taría 

la p~rd\<lG cl0 los 6 ~tomos do carb6n de la cadena lateral del 

coll'stf'rol. 

nst<.\rfa condi.cionada por la presencia tl& una 3/Sdehidrogenasa 

quf' hab1tualtrH'ntC' S<>. encuentra en lo::- tejidos endÓcrinos en'ca.::, 

~actos de biosintatizar la hormona en cuesti6n. 

En l~ corteza suprarrenal la síntesis de la progesterona 

SP refnJla por la horrr:ona adrenocorticotrÓfica (HACT) la cual -

l nt:f'rvi1:~rH~ no ::;o lamente en la síntesis de Bste esteroide a par 

tir dD colPsterol, ~ino que tambi¿n regula los prJcesos de hi-

dro:;o;:iJn.ci~)n n0cesarias para la bios.fnt.esis del cortisol. En -

los pasos n:etabÓlicos más ir.mor 
J'. -



Fig. l. 

6 

¡, 

COl.ESTEROl. 

l 

PROGEST€RONI'. 

vías roetabÓl~cas en la conversión 
de colesterol a progest&ro~a. 
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Una v0 ~·. que los ov<i. ri os. la placenta, test! culos 6 supra;..-

rrenal~s han biosint+)ti~.ado la progesterona, ésta pasa a la cí!_\ ' ~ 

culaci6n d.ondt' Sü tr8tnsport•~ al tejido bcp~tico, en donde se--:; 

t.ran:'if o nn;< fu ndnm•.'' nt a. ln.Pnt "" en 5 f!> -p¡: 1:-gnano- J&\. 20C(di ol • que se 

conjug~~ <:{•n :ic.i U.o c.1 \.1 cu1:6 n.i.. co 1 y miÍ s tarde se elimina facilmen-

te por la orina. 

~. ·, 1 . -

... 

e Hll 
1 

H-C-OH 

sÓdiCO 

. ···-~ ····~-~-- .. ::::::::;::;:;: __ --:-- .. ~ 

caucuronidato 
ni·eenan.diol. 
:r·· - . ---

ama -
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EstaJ reacciones de inac~ivaci6n que 

jido hAp¿tico, atacan fundamentalmente la 

Cl"tOnél que so encuentra en el anlllo A, reduciendo la cetonÍá. 

del carbón 20 y dando lugar a los isómeros 20&1{, 2013. Las reac-,.. 

c:?.ont"S mptabÓlicas y los metabolitos urinarios que 

t ~'ad o f•n >.' t humano ~; <'' ob:.'Jt'>rvan €'n la Figura 3. De e;..stos metabE., 

compu~sto q<w s0 pro<iu ce en ;:1;tyor prvpc:::- ci i)n. y su c:uant i fi ca~-·..; 

cíÓn se utiliza como un Índice de le. producción i:JndÓgena de pr,g_ 

r 
1 
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~Kt 
C<ó ,-"' ·"-,. 

L ___ ¡ 
r ·~r" .r" 
l~.-._:- -./j 

,' 
./ 

( -... ,- :......._, ,,/ 

'-'" j ).__ > )-. •.• J 

01-~l,·.··, + .......... ~ J 
" 1 t 

Catabolismo de 1~ 
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:J.. - DESARROLLO Y EVOLUCIO?J DE LOS METODOS 

LA DOSI.FICACION DEL PREGNA~mIOL URINARIO. 

Los m'todos químicos para la dosificaci6n del 

urinario caen ctentro de dos grupos: 

Aquel lo~; en los cun.les se 0stim<:J al est eroide conjuga 

do con &cido clucurÓr.ico .. 

B. - Aquel los en los cual t~s se dosif'i ca al pregnandiol li- .~J< 

bre después dt'! haber hidroli zado el complejo de glucuronidato ':~f·.l 
:.:.i .·;, 

por medio de un ~cido inorg~nico ó por enzimas. Estos método~l·:f,~~ 
a su vez comprenden m~todos de preclpi taciÓn y métodos .• cromat2,·~.}ÍéJ,fl~ 

gráficos. . j\ 

Con objeto de no describir procedimientos que en la act'ua~t 
·. , ~ <-::··:J.-:A(f 

llc.lad ya no s~ utiU.zan, crt"o conveniente menciona1· las princi·~',f~i~~{~ 

pales innovncionos que so han establecido desde 1937 a la i'•-=-:i).~ 

cha. a) Vennine publicó on 19J7 y 193~ (lJ-14) un m~todo b;,~g\f~ 
sado en el aislamiento de un complejo de glucuronidato sÓdic?:W 

de pregnandiol. Los principale-s pasos de este prccedimi1.<nt,~ _, 

son~ 

Extracci6n de la orina con butanol, 

- ~·- -· ~-~ -~·---~-
··;::i:,.~ -u . .;;..i. ;..-na.··or· 

el cual después se' i~~';_:r 
:·\~ 

···--·~-,---.,_, _____ __/,. ______ .;____ . -- - c. ~..;J._; ·:-.~-::~ 
--ueo:¡;~:r~::i-~.,.~~~-:1'"_ ~.f-..ftQ'~a--_'*jf'~L\ 

- ' -~··, -

butanol, el re~!iuc Se prec1pi~& da~ V8C9G cor 
f. 
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<.: 
nalmente el precipitado 5e seca y se pesa. A pesar 

m~:t;odo permib'l hl determinaci6n del pregnandiol urinario, ti.etie, 
1 

importantes limitaciones las que en t'rminos generaLes 

ten en lo siguientot 

{l) Rs f6cil que la orina se cont<rnline con bacterias y 

~stas ~caslon0n la hidr6lisis del conjugado de prognandiol, 

duci e-ndo un cornpuf."st o 1 ibre con cli sm:Lnu ci. Ón concom~.tante en 

rosultado final de esta do&iflcani6n. 

eJ. j 
. ·1 

\ 
¡ 

. ·f 

( 2) La cantidad d-e E'Steroid"-'7 qu<; puede ser- medido con ciet'J/
1 

to grado de 0.xact:ltud con este técnica, debe ser superior a los"! _ 

15 1.og. on orina de 24 horas. Es lÓgi co <fue este método soto• .-7$f;,;l 

: ~ ::: r:: :::::::::e 0 :: ::a:: s 1

:: l q; 0 

,,::: :: ~:::v: :t :::g:::::: ~~f ~ 
se~undo y terc0r trimestre del embarazo. 1 

r· 
(J) Es posible que el producto :final aparentementé pul."i:fi-' 

·; 

cado contenga cantidades apreciables de otros ester~ides conju~ 
'f ·,: 

gados como s~rinn algunos derivados del ]1ithidroxi~·5J-pregnan-20 

ona. (15). 

Se han hecho numerosas rnodi~icacioncs a este 

en general 'stas tienen las mismas objeciones que 
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b) Hidr6lisi~ 'cida y precipitaci6n.~ E~ 

Jones (16) introdujeron una modificaci6n a la 

de V0nningt que ocas1on6 \In gran avance en la metodología., 

lugar de e:xtr<!0r 01 conjue:ado, primero hidrolizaban la orina 

con <:leido clorhfdri co para do:::ipuÉ·s extraer con tolucno el -

roid<' 1ibrf:-. . 
i.inpur(' zas a cid i cas se quitaban tratando esta 

' t• .l. 

St'l puri fl caba el r('lsi dno pOl' rne<Ho de prec1pi t;,"tclon<o•s r.e-peti-- L -, 
¡ 

El P ... "' i i t 1 f'i 1 b al " CO"' o nn la t-e~ cni_- - ¡ . • '='e p. :ac o na_ Sf' Sl"Cfl a y pe:':.I. ).., .. 1 ...- _ { do.s. 

ca anterior. e o n (.?- $ t (~ n: ~~todo obten!~n resulta--
¡ 
; 

¡ 
non frecuencia las p6rdidas de pregnandiol -~~ 1 

! 
aran elevadas. ~a poca ~xactitud ci.e ,. ' . "t i ¡ estas tocnicas grav:i.me !'.'_ t 

cas so solucion6 parci&lmcnte con el desarrollo de reacciones 

de color como las que s0 describen. 

e) n~"'acci()n dn color con 5cido sulf{rico.- En 1941 Tal~ 

bot Y colaborndor~s (17) encontraron que el pregnandiol libre 

l 
1 
¡ . 
( ¡ 
1 ¡ 

. í 
desarrollaba un color amarillo en pr~sencia del ~cido sulf~ri-

co concentrado y upli ca.ron este procedimiento al material ai.J:.. 

lado con el proc~dimiento de Ast1tloOd y Jone~ comparo.ndo la ab-

CH>rb .. nci·,• t 1 l 1 • 1,..,~- ,.,..,.,._l.,.l- e""as •. con a(•Uella_s 
• 4 <•- co.or prouuc1ao por v~ ~·-J - ~ 

A pesar 

ta r 9acc16~ no ~s esp~cÍfica para este es~ero~de, 
. _\·.-, 

¡, 
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blo cu•ntlflckrlo con bastante exactitud 

1.1 ~ y (.:(d i~bonHl(n·r·s ( lB) •1.:n~udiaron todos los pasos 

n lP ~u~ "" ~orn0t!an la5 orinas producía una gran cantidad de -

Con objt-b) d~· l>.V:i..ta.r esta contaminaci6n de -·"':". 

plgm~ntn~. Coh"r' 'rubllc& en 1951 (19) ~ un m~todo en el cual 

ltldr6liN1~ sn n~alizaba con ~lucuronidasa axtraida de bazd 

narn.\ lo t ( ~·~l1) • 
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el .Í nl C<i l?~ procedimientos má.s sati s.factorios son aquellos ·d~!ü5~~tf­
cri tos por Wattevillt), Borth y Gsell (21). 

Brown (22) y Uongiovanni y Eberlein (2J). Reciente~ente 

zieher (24) ha propuesto un nuevo m'todo que permite obtene~ 

d.i.ol. IJrbldo a las grandes posibilidades ~e estos proccdimien-1 

tot: he cor.~;i.d;:c¡·ado corl\reniente su descripción eon :forma indl.vi--' 
i . ¡ 

.·,;.· dual .. 
f 

( 1 ) M~todo de .~ia.tteville. Borth ¿ _<-;.sell. Este 
i· -
¡ 

nrocadimien.;...J 
.... -·. ·.¡ 

. l 

to 1?.stá basado <'r! el mé:todo cromatorrn\.Ci co de Huber ( 25) para ' " -,f 
' j' 
;, determinaciones rutinarias de pregnandiol urinario y consista-¡ 

Una muestra de orina se hidroliza con 'cido 

clorhÍdri co de acul'!'rdo con la técnica de Astwood y ,Tones y se 

¡ 
.i. 

--i' 
i 

~xtraA con toluAno. EstP se lava con hidr6xido de sodio y agua¡ 

El extracto .. . 
se cromatografia en una 

columrrn. de> alúmina y la fracción del pregnandiol libre sa ohtis( 

ne N1 un e1uido üe b~~nceno-etanol a.hsoluto en una proporción dé~ 

20: 1. Esta fracci6n despu~s de evaporada se 

determinar cantidades hasta d~ 0.2 a 0~8 rugo 

cantidad de pi~mentos pres~nles ~n la or1na. 

. . ' -· ., 
... ::_. ·, .;,_..__ ··'"'"'"~" 
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riort p0ro antes de evaporar el tolueno se agita 'ste con ~na 

solución de lH'rman~~:oir1ato de potasio al !.¡.';~ ('ln hidrÓxidr.i de 

a l N. 

el color liebido al permanganato üe potasio, se filtra :r destila 

a un volumen aproximado do 10 ml. Este extracto de totueno se 

aplica a una columna do al~mina activada y se eluye con 25 rol. 

de etanol al o.B% en benceno y posteriormente con etanol al ~ 

en benceno, con lo cual se obtiene el pregnandiol libre. Deé~-

pu~s de evaporRr el solventet ~1 residuo se disuelve en 2 ml~ ~ 

de benc~no a los que se le agregan otros 2 ml. de cloruro de ~-

acetilo. dejando acet i lar la muestra dux·ant e una hora a t ernper~ 

tura ambl ent l:'. A continuaci6n se aHaden 25 ml. de ~ter de pe--, 

tr6leo y la mezcla sa lava sucesivamente con agua.destilada Y-~ ., 

bicarbonato de sodio al 81;~ y nuevamente con agua destilada.. Ef,J 
••. J.· ..•. / 

éter de pl.)tt·Óleo sr. vii~rto en una ~egunda columna previ.iament~?f•r .·,,.; 

pr.,para:ia sobr*" 6b~r d~ petróleo y una vez. eluÍdo este p:r.i~~f(..0) •;·~ ., 

Al residuo d~l eluado rl~ 



l 
(J) M¡;_t,~?i!..2._~L~ . ...l:.~!.~~~~uü :LEberllllj1n.- En <"Stf'l procedimi.e!!} 

to s~ utiltan la cromatonrafía ~n papel en lugar da 

Después d~ la 

' ' ~ .-
f"J;'.. ~'.· t q~;~; ~-:;.f. z;a.-i ,:''.!~ ~tar-lo-t:ol~~~ví- ¿r~i_:_· .,.;;;·_~ 
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016n do 400-100-225-275 respectivamente. La 

t; ~ CO fl \ Ó H J • 2G ml. <:i<' etanol al 10% y 20 ml .. • 

t\4) f;t~nn1 i\l ·;:-.5'/, ~'11 clor\1r·o d(1 rne·t.ilo. 

'dta y &ci<la ~ulf~rica (50 g. de bisulfito de sodio en 200 ml. ~; 

··"1~ ñc1du su1 ftÍrico conct-ntrado). 

nl!U"Íti durn.ntf' cuatro nii nutos ~ se 

La me,;.cla se caliente en bailoj 

deja enfriar durante 20 minu~¡i 

425 y 460 mp. Con objetd de obtener 

se utili:<.a la fórmula 

Ft ri'!'ultado final se obtiene al comparar le.. --

th'"'~'·,·~~-.,• .•. ~,_Pt_< .. -, .. ,·.. l. . 1·1n·· O~"'t"'nir1·:><:, ,....on "!1"" curva .,_' '"' , ,, .e"- c·0rrf'¡: .ua c.-:)n <:tqUP .. ""::> .., ,, ... ""' ... .... ""' 

c~tan<lares de pregnandiol libre. 

t .son compara.ble:s co.n. · .... ! 
~ste procedirnien o ~ 

-oor Klopp$r y Scngiova--:: 
-- - . -· ---· _::::-_--:::--:-_:,-_·:-_::-·-:::··=:~::.-:.:-::~:~...::::--.~----- ~· -·. _ __;_ 

l .• -:t ~ ....... ., .. 
~..,,, .. ', 1·' - ' 
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giovanni. 
sis enz1rn•t1aa y ••tracct6n •••eJante al procedl~iento 

El extracto crudo obtenido en ~sta forma se 

horas. 
En términos generalos el procedimiento incluye 

Rraf{a en una columna do sÍlica con •lusiones sucesivas de 

de benceno, lC ml, de acatato do •tilo al 25% en banceno y 

d~ acetato do etilo al 50~ en benceno. 

en osta ~ltima fracci6n J 
V ,_'_:;J 

be obtiene el pregnandiol libre. 

te, •1 rostduo •a •••tila con •hidrido •••tico y •1 

diacettlado se cromatoBraf{a en una segunda columna de 

•el, pasando sucosiva.,ento 5 rul, de benceno y ? ml, de 

de etilo al 5% en benceno. 
En los primeros 2 ml. 

Al extracto seco •• le practica la reacci6n de color con 

ma mezcla de solventos se obtiena el diacetato de pregnandlol~ 

•ulf~rico concentrado al cual previagente •• le pasa una 

rri~nte de anhidrido sulfuroso. 
De manera semejante 

390. 425 y 460 n!).l. 

ca de Eberloin y Bongiovanni s. determina la densidad 

El resultado final se obtiene por 

/ .. · . " ci6n de una curva de calibración trazocta con estandares aute 

mismo procedimiento que las muestras en estudio. 

cos de 50 y 100 ,ug. de pregnandiol los CUaJ.es son St>raetidos 



Esta técnica por su facilidad y utilidad 

adoutada y modificada para su uso en el Laborato~i~d$ 
'\-' 

nolog!a del Hospital de Enfermedades de la Nutrici6n 

darizaci6n ha sido el motivo del presente trabajo. 



CAPITULO Ir 
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MATERIAL Y METODO 

l.- Material de Laboratorio~ 

1) Buffer de acetato, 1.0 M pH 4.5 

Acido ac~tico glacial •..•. 

Acetato de sodio •.• -5. 'lj~~ \., ... 

Agua destilada c.b.p. 

'!';,,. • 1 S' 
~~ ml. 
4?· i\I 4 

5--..-:t-8-5 g • 

1000 ml. 

2) Glucuronidasa (Ketodase, Warner-Chilcott). 5000 

Fishman por mililitro. 

3) Acetato de etilo.- Se destila dos veces 

la pcrte inicial y final del destilado. Se seca sobre~uL~a 

to de sodio anhidro y se filtra. 

4) Benceno.- Cuatro litros de bencAno previamente destiládo 

agitan con 50 ~l. de ~cido sulfÓrico concentrado y 

de dejar en reposo, st~ descarta la capn de ácido. 

no se lava dos veces con 100 ml. de agua destilada. ~n~ 

con carbonato de sodio al 10'% y finalmente con otros 

de agua destiludn. El benceno se seca sobre sulfato de 



, ' . . ·. ~·:. 
dio anhidro. se filtra y despues de destilarlo doa 

a trav's de una columna de Vigreaux se guarda sobre 

tálico .. 

5) Cloroformo.- Redestilado en la obscuridad a trav's de 

lumna de Vigr~a,1x :i conservado en un frasco ámbar con 10 ml., 

de etanol por c.:-l.da l:ltro d.1~ ~;olvente. Este ~ltimo coo~uesto 

sirva como estabilizador para prevenir la Cormaci6n de 

nos. 

6) Hidr6xido de sodio al 0.1 N (4 g. de NaOH y agua d~stilada 

c.b.p. 1000 nil.) y al 10'% (10 g~ en 100 ml. de agua. 

da). 

7) Acido sulf~rico concentrado.- Reactivo analítico Adler. 

a) concentrado, b) 5 N (140 ml. de 'cido sulf~rico 

do y agua destilada c.b.p. 1000 ml.). 

B) Piridina.- Se refluja sobre KOH durante 4 horas y se 

dos v~c.,s. 
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10) Anhidrido sulf'uroso (so 2 ) Dupont. 

11) Solvonte I.- Benceno previmante purificado. 

12) Solv~nt~ II.~ Acetato de Etilo al 25% en benceno. 

1 :n Solvente III. - Acetato de Etilo al .50'1~ en benceno. 

l~) Solvente IV.- Acetato de Etilo al 5% en benceno. 

15) Solvente V.- Acetato de Etilo redesti1ado. 

16) Reactivo de ~cido sulf~rico.- A 200 ml. de ~cido sulC~ricG. 

concentrado se le pasa una corriente de so 2 durante 

tos. Este reactivo se debe preparar inmediatamente antes ~ 

d>!• usarlo. 

17) SÍlica g~l activada.- Davison grado H de 100-200 

- 'S"•:a +'l ... '- -- -- - --- ---
, :---- ·- . - . ~~-- - ~ . 
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19) Columnas cromatográf'icas.- De vidrio pyrex de JO cm .. de 
gitud por 5 mrn. de diámetro interno y llave de TeflÓn. 

gura 4. 

20} Tubos para acetilaci6n pyrex de 1Ax80 mm. 

21) Plancha (ft,• evaplH'aciÓn de aluminio con 16 perforaciones en 

ángulo de 4_5° ~- ll'.igura 5. 

22) Espectrofotóme(ro Beckman modelo O.U. 

2)) Celdillas pyrex de 12xl2x47 mm. 

(a). - Este est;eroide se- obtuvo graéi.as a la gentilci;a de loii 
,,. :.:_·_:·•: 

boratorios Scherine A.G. de Alemania a traves de sus re-~ 



Columnas Cromatográricas. 

j 
j 
! 

. 1 
! 
¡ 
s 

. '--· 



.ltig. 
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Plancha de aluminio para 
ovaporac16n simuitinea 
de 16 tubos. 

:" 
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2.,- MATEHIAL CLINICO. 

Las muestras an~lizadas en el presente estudio fueron 

. (b)' nidas d~ paci~ntes en direrentes fases del ciclo menstruan · 

No se tomó en cuenta la edad de los 

&rriba d~ l~s 20 ahos y por abajo de los 45 aílos. .. ·_~J. 

venían de mujeres embarazndas, ~9 se obtuvieron de pacientes 

En total fueron ('Studiadas 268 orinas de las cuales 54 pr.2_1. 

enf. 
la fase pr0-ovulatoria de ciclos menst~uales normales (entre 

j' 

__ ¡· .. 
t. 

--.[ 
' 

ios días 5-1;?} y 165 si.> obtuvieron durante la segunda fase d6l 

ciclo menstrual (entre los dÍas 18-25). 
De estas Últimas 

mu~stras correspondían a mujeres con ciclos anovulatorios y 44 

a mujeres con ciclos ovulatorios. 

(e) 

·1 -~ ~;-~.·~~ Estas muestras corrE>sponden a caso.':> cU'.nicos estudiados por¡ )L1i 
; ~~ n~:;: ~ n E~:;'\,~!::~ e~ e~~d y E~~~=;~ o ~~l~=~ e~~~ o~~~~t ~:;:: . 4 \JJ: 
U.S.A.}. a los cuales ag-radezco su valiosa coop~ración. -

1 
':'~~ 

Los cicl~s anovulntorios ~u') .induj~ron ¡;or. inhibici~12. de las· :-~;~ 
f'O n<i.<h"l t ro finas h:t po f is L::r i .. 1.s co !"! t <-"!~a peut i ca "'-~r>_e-_ •;:t_:t 2_t1ª __ - - -' -~ 
{~~~~~=-=-!:' e~!:-=-~r:;:-:f;-;-t;::;:;.:; -;;- pn .. -;"'."'i.":::>i:°n;:-10nat~s ~-~oci"ada-'!!T-~----- -·Fm 

_:.~~·;ji 
'~ni nrn ~q···.r--"'.S;':l.r ::d ~::.rradr.;~i•"ienl0 d. los do ;:;tt;r•l-S: .4.lf.:iru;,ó -- --3-~ 
Al v;t rl!!'z F'lr~l '..r;:i, I\uba Li cr';;t i n;~~l-. Ja vi «·r Soberon y E.fra!n V~.íl{::y~,~ijj 
qu~-;·. r'u:,- 1_.;i,, r;:;;11"_~;t,.-as ''·· ,-,-,-~ra n." '"""n'-~--:p~ ~"'I:f•ilraz1&drrs, &J!IÍllli 
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) ..... METOOO 

l) Colecci6n y conservaci6n da las muestras.-

El volum~n total de or~na de 24 horas se colect6 

En n:i.ng;Jn caso se utili~aron laB mues-

2) HidrÓt:lz;is y Extracción.-

A ,50 ml. de orina se les ajustó el pH a 4.5 con ácido sur~,¡ 
,. ''{_'., 

.j 

fÚ;"'i co .5 'N y NaOtl al 10'% y St'! les agreea.ron 5 ml" U.e acetato bÜ ~ 

r~~r y 15000 Us. d~ Ketodase. La bidr61isis se efectu6 a 37º0 

duri"Ante 4f' horHs al (.~abo de las cuale.s la meizcla de incubaci-6n 

5~ ~~trajo dos v~cos con un volumen igual de ~oformo. Los-· 

~xtracto5 clorof6rmicos se juntaron y lavaron una vez con 25 rol 

de h1Jr6xtdo d~ sodio 0.1 ~ y 25 ml. de agua destilada. E.1 e.lo; . 

:· ~·: :~ '~-· 

)) ,,_,,.Hi c"ciÓn y Aislaruirnto del pregnandiol.- jjj,' 
n ex t re> oto """ se <li solviÓ en l. O ml.. de benc&h<> Y lcii.H~ti 

---
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..... -·.· 

A unn de las columnas de pyrex Sémejantes a las 

ra 4 s~ les introdujo un peque~o trozo de algod6n el cual 

caliz6 an l~ part~ inferior d~ 'sta muy ceróa de la llave 

Cnn l •1 l t uvf' c<"rnz.da ~"~ agre{~aron 1 Ó 2 rnl. de bonceno 

po:·,.t.-·ri<>t'nH~nL<t con una pipE'ta Pasteur d•':Spuntada se pusieron --

ceno. l1nh ''~''· qnt~ ln .s.Ílicn. s~ f"mpacó en el fondo üt;, la coluro-

d\\'I obt ,..,,n~n· un flujo de unn gota por segundo. Antes de que se 

t~rmtnara ~1 b~nc~no s~ acre~6 la alícuota de la muestra disue1 

\':; 

A continuaci6n se pasaron su- ~ 
"~ 

E& ' za 

En "1 tubo J que correspondía al -.-

e-n benceno (sol <{cnt e II:I) 

•a• a 

se···.··t: 

r:::·~xr:· 
·-.:::~·;<·~.;{fii: 

.·,-~,::;:4J~ .e¡¡¡¡ 
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da anhidrido ac~t~co y el tubo d~ reacci6n se introdujo en 

,. de las perforaciones 

figura 5. lo cual se ev,!; I' 
. ~· 

poraron los rcv..ctlvos en un -titrn1po aproximado de dos horas. 

5) Pur!f~caci6n ~R1 rliac~t~tn de pregnandiol.-

extracto seco del tubo de acetilaci6n se disolvi6 en --·-- L __ 

0.5 ml. de bPnceno y se transfiri6 en su totalidad a una segun-

da columna rle sÍlica preparada en igual forma que la anterior. 

PostPriormente con pequefios vol~menes de solvente I se lav& el 

tubo de acetilaci6n y se pasaron a trav~s de una columna da s!-

lica basta completar un volumen de 5 ml. A continuación se pa-

saron su ce si va.m~nt e 9 ml º del solvente IV y 5 ml. del solvente 

solve-ntP.; I se recogie-ron en el tubo l. el pr!_ 
. !· 

mPr ~ililitro del solvPntP IV en el tubo 2, los ~ltimos 8 mle 

d~l solventr IV en el tubo 3 y los 5 ml. del solvente V en el 

tubo 4. La fracci Ón pur:i. fi cada del dia ce tato de ¡:;re{!~1e1.n\!.o'()l 

recupera en el tubo J. 

6) Cuan~iI'icacL6n.-



& 

Jl 

: \;:i~~f'~ábo (le los cual. es se.i enfriaron en agua corrit!nte. 
' ,. ~-. 

·;,f./r~·s,.:'~~spu0s t'e transfi ri~ron 3 rol. a las 

Stll leyflron contra el t>lz..nco de reactivos de H 2S04 ... SÓ2 

correcci6n d~ AllAn para la densidad Óptica 

Densidad 0-p\:ica (O.O.) corregida en 435 n}U :: 

= D. o. 435 Il}U - (f':..~. 400 !!lil~ D .o. 470 

2 

7} Curva de Calibración.-

La curva de calibración se reali~Ó con estandares 

C""' d• d 
00 

E""to~ ........ r•~poraron en tu.--:. 
v~ ""' pregnan iol u('I 50 :r l µg. :.> ~-. .,.v """"' 

1 
mismo proc•dimiento descrito -

bos d"' sometieron a 
" d. 

· 1 s desuues e -
Los valores obten~ao ~ 

para l · .a~ mu~stras problema-
ta cor.... 

1
,. dª ..... ,. ,.., 0 .,.ra que en la absci·.,. 

· .~ce on d~ Allen se ~rnficaron g -- ~ 
e~teroide us~do Y ep la 

sa SP r~pr~sent6 lr~ cantidad ,1.,,1 

sin 
, :~Ch al tubo 

t, &&iWWW& I X bC4LA IMH 



gunda cromatografía~ Con este blanco se aJuéi&-

metro a 100% de transmitancia. 

:¡ 
1 

/ 
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1.- ESTANDARIZACIO'N DEL NETODO. 

1) Curva de ab~orciÓn d~l pregnandiol y del diacotato 

Correcci6n d0 All~n. 

Los t'."Spectros de :;i..bsorciÓn obtenidos p~ra 100 ug. de preg-

nandiol libra y de diac~tato d~ preenandiol en presencia del ,, 
con un ma -

verse en la Figura 6. 
En ~~to figura podemos observar que la 

.1 a d<• ¡\ l l ~n nos da un v;d.or re>presen ta do por a. 
Hay que hacer 

nohr qu• en 1• técni e• origin>l do Goldzieher esta corrección 

~P tiac~ tomando ~n cuPnta las densidades 6pticas obtenidas en -

390, 425 y 460 ~·· sin •mb•rno dospuis d• observar la m¡aim• ob 

tonld• on nueotr• curva, so docidi¿ omploar las longCtudes d• -

--· . ·~ .- - :_ 



o.o. 

Fig. 6. Gurva de absorción de dií.lc~tat.;o 
d!> pregnandiol .. 
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Cantida<l~s crecientes de diacetato de pregnandiol, 

didns entre 25 y 300 microgramos(d) corroboran 

centraciones las densidades Ópticas corregidas 

Lamb~rt-BePr y por consiguiente dl Rraficar estos resultados 

demos unirlos con una 1Ín0a recta tal y como se demuestra en 

Fit:u ra 7. 

o.o. 
l. 

.900 

'100 

.seo 

/ 
.3-00lll / 

/ 100
1! / 
lv 
1L---~~-~--~-·- ----·:-~-.. -.-.... -.--. ---;.,.,_.,-.------"'--~~-:-:=-t .::::::: •• ··-·····: .. :::::::;::::::=:::::.::::::::::::::=::::;;:::=. 

,-"~ 

":","' ~ r .• 
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Los valores representados en la Figura 7 expre~an las 

dndes 6pticas corregidas para 25,50 1 100,150,200,250 y 

microgramos de pre~nandiol sometidos al procedimiento 

a e~ t 1. l :,~ ci ,) n • líay qu.-~ t Oilií..'l.r i".n cuenta que después de este -

procf"di.miento c'l p~so '1<">1 esteroid•~ aumenta en un 26?~ y por 

lo tanto las densidadc-s Ópticas obtenidas r~almente equi.vQ.-. 

len D Jl.5. 6J, 126. 1R9, 252, 315 y 37Bpg. de diacet~~-0 ~. 

d~ pr~6nanctiol r~spectivamente. 

2) RE"cUp4fft:lciÓn del pregnandiol libre y del compuesto· 

c~tilado despu~s de los procedimientos cromatogr,f1cos~ 

Debido a que diversos factores, entre los que se encuen--~ 

tran: ~1 di&metro interno de las columnas, la cantidad de sÍ11~ 
ca usada y las cond1 cion~s de humedad del medio ambiente pueden 

influir ~obre el comportarni~nto del esteroide por analizar 

estos s~stewas cromatogr&ficos, se decidi6 estudiar este 



prenden 5 ml. d~l solv~nte I, 10 ml. del solvente 

solvente III y 10 ml. del solvente V. 
i_ ~ " 

Despues de evapoi-Gl,r;l.~s 

~1 uados correspond.l l"ntes, se agregaron al residuo 4 ml. d"1 •;;...~ ..... 

primera fase del procedimi~nto. En el cuadro I pod~mos obsar..,.,..;., 

var con mayor detalle estos r~sultados. 

CUADRO I 

Tubo N Disolvente Pregnandiol 

~-~~~->-~~~~...-~~-

___ !-'T ... 1~ ..... º-l· m 1 .. _;:,:U:.;:;S:..;;a:;.;d=º-=S:....¡_..~_c.=~.¡.....:=-=--=¡¡;;¡..::.......;¡ =i I \-~-·-ºº_º_·-t--·000 
2 1 II 1 10.0 l .024 .OJO 

.15) J -~7.0 .081 1 
~·~~--~---~~-___¡.__ __ ~~--~ 
. 1 1 

4 \ V 1 1 O • O • 000 ·ººº 

- ·, -: :: 

' ···.~ l' 

.- i 

:~ 
~r· 

. )_<~,:.:;: 
,:; 

. ---·· \·~·-!.,_'..z;,i 
·-- ·~w 

.. -~-~~/,-~~~'.i:t ·; 
' ·:.:.·, .. --,:~~:~:, 
.:-c·,·.:;·.:·i.:r.~ 

_._·-1::· 

-cc:.:::c=.::.::.:__._-_.. ··+ 

¡.· . 
: - ~ 

.. -·~, _--:~~--1 
:.~-_-(!":·:--- T 

. ¡_i~ 

-------~----... ------------------------------,... 



r-o=·ncc·7·;T 

" 
'.) 9 

Para obtener una buena recuperación del pregnandiol 

en esta primer columna cromatogr&fica, fu' necesario 

las cantidad~s de los solvent~s usados, obteni,ndose 

satisfnctorios ccn eluados de 5 ml. d~ solvente I, 8 

~olv~nt~ II, 12 ml. del solv~nte III y 10 ml. del solvente.V. 

1 En el cuadro II observamos que con estas cantidades de so 
¡ 

~ 
tes pr,cticamente todo el esteroide se recuper6 en el tubo J. 

CUADRO TI 

( Disolvente 1 Pregnandiol ------1 Tip

1

o ¡ ml, us~ .u·. ioo 

1 5 ºº ·ººº ·ººº 

Tubo N 

r 
2 

i 
II 8.0 ·ººº ·ººº 

1-III 12.0 .109 ~188 
1 

\. 
1 

11 
4 V 10.00 .ooo .ooo 

aw ESº*' ·- . il 



40 

En esta misma forma se estudió la recuperación ª'' 

la segunda columna de 50 y 

(te6ricarnente 63 y 126 pg. de diacatato). Resultados 

res de estt3'! proceso .indicaron que con el procedlm:iento 

laci6n utilizado, tortavía quedaba sin acetilar una porci6n im--

portante del estcroide. Por este motivo fu¿ necesario modifi-~ 

car las condiciones de acetilaci6n obtoni¿ndose resu.tados sa--

tisfactorios con el uso de anhidrido ac~tico y piridina 

tes iguales. Finalmente las cantidades de solventes se 

ron a 5 ml. del solvente IJ 9 ml. del solvente IV y 5 ml. 

solvente V~ La totalidad del diacetato de pregnandiol se 

vo con los segundos 8 ml. de solvente IV tal y corno se 

en el cuadro III. 

·¡ 
11 



Tubo N 
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CUADRO III 

Disolvente Diacetato.de 
- re nand.iói', 

Tipo ·m1. usadps 50 ;µg.. 100 ,,ug~ 
i--~--~-+~~~----~--~~~~~ . 126 ·~ • 

1 I 5.0 ·ººº ·ººº 
.... 1 T"n" ; " .ccc .voo ·- r:: .Lo V 

J 8.0 ~130 • 21J-2 

-----
3' 1 IV 2.0 ·ººº .ooo ! r;-rrv ¡ · 2.0 ·ººº .ooo 

~-5.0 ·ººº ·ººº 

3) didrÓli..sis enzimática.-

Una v~z ~stablecidas las co~diciones necesarias para 

una bu~na recuperaci6n a tra~~s de las columnas cromat 

fu' necnsario establecer las condiciones 6pt1mas para 

zar •1 compuesto @liminado por la orina 
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Debido a que la. preparaci6n enzimática utilizada· 

ha sido perf~ct~mente bien ~st~rid~rizadi y tiene un 

tividad a un pH de 4.5 y a una temperatura de J7°C. 

ba establec~r la cantidad de enzi~n necesaria 

.. 
ximo de hidr~lisis, así como ül ti.eiLfHJ d:~· incubación necesario -

para que ~sta se realice en forma compl0ta. 

Para e~tabll!'.~ce:c· la cantlclacl de en;d.rna necesaria para hidro$ 

lizar cantidadt~s variablt'S cln glucuronidato de pregnandi~la fÍf!lc:~~ 
seleccionó una muestra de una paciente durante la d~cimo sépt:i.~ 

·~ ._ ·. : .">.\?~ 
semana del embarazo en la cual se esp~raban cantidades elevitd'i''

1

v:·;; 
. . " ·~~ 

de este meta.bolito. A 10 ml. de estas orinas por trip1icad~~~ 

les aereearon c;-o.ntidades ascendentes de Ketodase, 

30, 150, JOO y 600 unidades por cada mililitro de 

do. La incubación s~ llevó a cabo n J7°C, a un pH de 4.5 y 

rante 4P hora:';. Los n;-sultaclos obtenidos se observan en la l<"'i~i 
ra R, en donde c:ada punto representa el promedio de las tres aJ...J 

. ;:~~tit 

s~ por mililitro de orina. 

tos oh;:+~rva.ron que la hidrólisis 

~ "- - -'<"-- .. -it'=ii~ 
y co la.'tJorador~~s \ 27 j,, Yª- qll~-·-,=~~~~ 

-'i;,~. -xlf:l 

dfil un est;;i.ndar puro de g1u(i~~ · · -rs 



·- -..;.~ -~-

~\ 
.. .:.. .... ~. __ _...., -··-·· -~,.; .... 

...• ,-.t 
-1 t~l~1r"':t,,,,:;....~:,;_ -~ 

~'- /j 

........................ _ ........................................................................................ ._ ............................................. ,¡1¡,¡¡,¡¡ 



niduto ft6d1co de pregnondiol se hidrolizaba en un lóOS 

la~ primeras 24 horas con cantidades de JO unidades de 

,pór mitU.:U;ro df'! orina y que cu~'ndo usaban una concentrac:(6fi 

:~oO \;,n.l 1.ln.rlt•~ por wllLt:i.tro <"'1 porcenta.Je de hidr6lisis descend:Í~ 

r\o. 

. i}A~ 
]00 i.rnidad-c~s por mililitro para obtenél":' 

-· -. ~-.·.-_:;, 

v {';:. !'.':•t•~t)l"' cid a la cantidad Óptima de la preparación .-:J 
~'"' pr(JCN.liÓ <Al •'Studi.o df:" la influencia que tiene el 'il 

' ~;~~ 
l tH.:ob~cl Ón sobr"' la l. i b~rac.i Ón del pre!t;nandi ol uriné.:1.~~ 

~· '. ~. -,,, -'i·;'1: 

por dupll ct·h\o 

condi el orH•.'.:" <'.\ni; <"l'ior('s y con '.)00 unidades de 

lnl. di." En la Figura 9 vemos qu• a partir de 

i·;;.~ ... ~~.~~n ~'<'" nbh.t"'" ¡_':','-n L,l hidr-.11.'..,~ls ,lt> IJ.R horas, h<:l toma:j(; este·.#{ 
--·-----------~------' ·-· -· ·--~ 

4._ ... ~';1 ~,,; :;,; <;- rt l (."', '~t:a l t~ ~ ~ 1 :- ; .. t-tr.~-~.:;~} :r: ~~~ r a "-~ bt ... _:: ·1.1f~ r l 0 s ~ ff' Su l:t ~d·o~ --:~~~~~~-:;'.i~~~ 
. . . ____ , . .-·-;·~f!l~ 
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factor importante. s~ podría hacer la hldr61is1~ 

~n caso8 ureentes una hidr6lisis icida en 15 •minutos~ 

¡ ~ 
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1 !: 
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Mga/24hs. 

30 
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10 

12 

~'ig. 9. 

• 

. /--------- . • 

24 
HORAS 

36 48 

Tiempo de incubaci6n sobre 
la liberación del pregnan­
cliol urinario. 

4) Recuperaci6n de pr~gnandiol en orinas problema.-

Las recup~:i·aciones d~ 50 .)Jg• de pregnanliol agreg'adp a 

nmest ra!} dé! or:t na fui; d.'!! 1 9B. 5'% con una desviación estand.:ar 

m&~ o m•nos R.O. En ~1 cuadro IV podemos ver los 
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CUADRO IV 

lU~CUPEHACIO!'i DE PH.EGNANDIOL DE ORINAS 

j 

Mu~stra 1 Prcgnai)diol ~----.....;..¡ r en c.l ""~-+( ner~-· ¡ encon- l recupe .. -
N f rae to -t·· t~ado 1 trado ¡ ración 

... --·----~-- 1 -~;·-- ! . --:~-¡--~-,--¡- 1 n.:: 

2 
J 
4 
5 
6 
7 
R 

! 
.. - 1 <-'. l ' - ! _ _..,., 

10. o 50 ' 58 96 
11.i.o 1 50 1 62 96 
lA.5 ¡ 50 j 61 a

9
s
9 4.5 50 1 54 

R.5 1 50 56 95 
:;?.O 1 50 4li 84 

10~0 50 59 98 
9 lR.5 50 70 lOJ 

10 lJ.5 50 63.5 100 
11 6.5 50 56 99 
12 10.0 50 57o5 1 95 

1) 10.0 5u .68 1 ll·6J 14 lR.O 50 75 1 114 

.__~_1_._s~~'--~:-_)_._º __ ~_._~_-_50 ~__J__ __ 92 

Prom~dio = 9R.5% O.E. ¡ B.O 

5) R~productibllidad.-

s~ hici~ron dosificaciones d~ pregnandiol por 

:.:~1 mu~stras .:t~ or1na v los r~sultados obtenidos s~ han 



CUADRO V 

DOSIFICACION DE PREGNANDIO~ roa DUPLICADO EN 
DE 2L~ HS. (a) 

---"~·~--r-------- - . ~ 

Mue~tra N JI Pregn~ndiol (µg.} · · --·-r-~· -·1~--·--1 I ... 

¡~~----~----~--"----r -
1 ! o o~ 8 l o. 35 
2 o.oe ¡ 0.11 
3 Oo)J O.JO 
4 0.16 0.16 
5 o.44 o.41 
6 0~29 0.25 
7 0~56 0»54 
8 4.5 5.0 
9 9.7 10~9 

10 12.1 1263 
11 15.7 15.9 
12 14.8 13.5 
13 iJ.s iJ.s 
14 14.4 12.J 
15 17~6 18.5 
16 21.4 22.J 
17 2~.0 26.0 
18 )042 )0.2 

{a)L~s m\1t"stra~ dE' or.ina del l al 7 :orresponden 
a casos <l~ cicios anovulatorios. Las mue~--­
tr•~~> d('11 9 ~l 18 correspondl!'n .- mttjeres emba­
l"l;\:t.é;H\ns. 
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En ~l~unos casos despu's de realizar la hidr&li~i~ 

Ce\ el P.xtr~cto se dlv:i.d~ en dos alícuotas y por separado 

pr&tct1 C(~ la dosl fica.ciÓn de su contenido de pregnandiol.. 

en \!'l cuadro VI. 

CUADHO Vl 

DOSIFICAClON DE PREGNANDIOL E~ A.LICUOTAS DE(E,TRACTOS 
DE HlDROLJSlS DE OHINA OE 24 HS. ª' 

1 
2 
J 
4 
5 
6 

; 1 

10 l 
ll 1 
l" 

i1 1 14 

16 ;. 

0 .. 55 
O.JA 
OA25 
0.,04 
o .16 
0 .. 74 
c.48 
L60 
0.11 
o. 2~: 
c.07 L 1_5 ; 

___ .. ..,_., ___ ._.' ---· 

¡ 

í 
1 
1 
l 
l 
t 

0 .. 76 
0.17 
Oe77 
º· 8'.3 
0 .. 58 
O.J8 
0~36 
0~04 
0.16 
0.74 
o.48 
L70 
0.12 
0.23 
o (')., . - ' 
0.:16 



2.;;. ClFflAS DE Píl.EGNANlHOL ODTH;NIOAS EN LAS PACIENTES 
.ESTUDIADAS. 

Ya he m~ncionado qun ~s~e m&todo fu' ~tilizado 

$1!'1 :lncluy,..n lo:;·; :rt'Jsult.idos 

A continuaci6n - 1 

t 
;1:1 

lbtl?'r1ido::; con las 268 muestras an;;üi·n$ 
;~~~ 
•.:l, 

, ··.~~ 

,. -".·?' 

1) llosi.f:Lcnclonl"'s dt" prt-f~nandiol durantt~ el ~mbarazo.-
--·=,,~-. 

.::»;i i 

~~·~t' 

Los r•sultodos obt•nidos •n las 54 dif'erentos muostras d!>;¡¡: 
mujf!lt:~s ~mb;i.r~Y.ada.s mostraron ci<'!'rt~ variaci6n aún en pa.c:llen1;,e's'',~f 

. --~;;f:~f.! 

::• ~:· .:::::::ª::: :np::t·;~.·::l ·:::::: :::"':::::·::: n:::l::b~; 
cit>t'Hll'!n prog:r€'sivf<lm~nt4" f1¡,¡;_st<a llegar ;;; cifras por ¡¡¡,rrlba. de ibs'.'.~?j 

·;{i~tl 
En la r'igura 10 se·;;:i 

.l:_·:!~~Ei 

as:Í como l~ tendencia general .. ':K~ 
. . .... >';t-c~ 

dt!> la curv:¡;¡, '1LH .. un.:- los valort's promedio d" estc..s dosífioaci<>,qr·.¡~¡ 

.. 2i~~f1 
'E~ d (/' ti<.:. Cf' r notar 'jtH'' d1...n:-·.;u· t ,, {~l primf:-I" t rinH.~stre 1 ... s.' ciªti~I 

;l: 

~b~;}q . d:?'c:~g~c:~.~::._'.~j!,• Si!j• ~.;..~_fJ 

., .. _~~ 
... :, , .. ~, 
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varios casos alrededor d~ la 10 y 12 a~wana~, he 

fraB bajas de precnandiol, que en ocaMion~s ~e 

abldjO dt" 1 mr;. 

bn l;.i. Flgur;;i 1l ~·("' tncl.uyMl lar; doslficaciones practicad~.s· 

- : . r-poc:as U.el d~séi\rrolln de. su 

H! 

···a~-.."' U'L-o~.ei..Ó.u_d~r~tandiQ1> -- -----·------.. -- ., ... ~-~·--.. •--,.------=-=--~ 
.Jur.-nt e el ..,mb;u-a:zo. 
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l>IAS DE EMllARAZO 

280 

Fig. 11. Dosificaciones practicadas 
a una sola paciente. 

'ltl jÍ.a 20. del. ciclo menstrual que corresponde 
a día 4° t1 5º del ambarazo .. 

~) Dosific~cion~s de pregnandiol durante el ciclo 

normal.-

De la.s 4$ muest :i·as estudiad.as E!n Ji.a fase pre-OV\Aia.to.x-i:~:i 
ciclo, t."n 1 oi. gran mayoría de éstas se obtuvif!1ron cifr~~ pó~·'J'"-

. - ·---·------~­

·---.---~--·-~ - ,._:.::-r, -.-~--
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.52 
- : ;,·-:.;·~;; : .. :,;!_:.~.¡;-~'.~~:::( 

. •' ·;'' ·-·'\~ - :.:1::.-)-;~'~/ 
.. - ·:· ~ ,_,-- .'.:";; 

- . - .t·..;::'t,' 

'._.<>_-;-~:!~:~~i~: -,.-'.' ,\c0:-

m o 105 l!mcontrados~ t!ln la segunda íasf" del ciclo en 44 ~Üj~f;;~tt~ 
... ' '-" '('~· 

• con ciclos ovulatorios normales. Es d~ hacer notar 

qui~r valor por arriba de l mg. 

tivo de ciclos ovu~atorios. En esta peque~a serie solo se 

vo una cifra ~uperior a 5 mG. 0n orina de 24 horas. 

1 • ~· Dosificacl6n de preenandiol en ciclos anovulatorios 
(días lR al 25).-

--- ·.-.-.. · 

JI 'En lo:xs 121 muestras de pacientes con ciclos a.novulatorios t:J~ 
'!,'}"\ 

.i9~~' las cifro,\S el~ pn"gnandiol se encontraron por a.b¡;¡.jo de l mg. e-n 

niv~lPS par~cidos a los obtenidos en pacientes durante 

ra mitad d.,,..1 ciclo m('nstrual. En la Figura 13 podemos 

los valor~s ~ncontrados. F.:s ind1.•dable que esta prueba tiene ~H. 

~ran utilidad para establPcPr la prPs~ncia de ciclos anovulat~¿ 
• ~-1-~.oJ. 

dos <lurnnte oi ostudio <h' la fun~;ón menstrual de la mujor. JI 
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Fig. 12. 

1 
10 

o 1 "'s 
I~ 

Resultados abtenidos 
dos fases del ciclo. 

l~-~·-. -. -. ''."°::"'·-·--:-:--r::·-----· ·--·---..----------,-¿~ 
~- - - ~.;..,., - , ·- --.:::·.:-::.-::·::· 

en las' 

\'., 

>~ 

. ,• . 
,·," 
. '-_..:~·_;;:· 

·;_:~:·}~l~~~ 

)~:;~i~ 

rn 1 
? 1 

"-:~ 
:;... ·; : ... ·.~:·~~ f :; : .'..:;r~~~.~ 

Be ti q t'lts*,,f,Ltle ¡*jr~5~/<1~ij~''.''2Ji;~ 



CAPITULO IV 



,.. .!. 

55 

DISCUS:tON Y CO!~Cl.USIONES . - .. 

Hemos visto con10 se obtiene una. hidr6lisis 

curonidat() de- pr~gnandiol con el empleo de 300 unidades. 

dase por ml. de orina. A pesar de qu<" nuestros result<:tdos 
¡: 

y Goldzieher __ .... ,¡.. 
'.; ·.:J~ st'lmajactes .a los obtenidos por Bonc;iovanni (23) 

(2!i.) no e-stán ti,:,;. acuerdo con los observ;."tdos por Honan y colaboÍ~},I 

d ( 
?- ) ,.,, ,, 1 . . . . .. ,_,~1' 

orE?S -t • .c..stos 11 timos autores h;;>,n encontrado un mayor por..;~·!{'. 
·>.-~~~·' 

centaje d~ hidrólisis cuando usan cantidades menores de Ketodas·~}r, .. 1· ~~r ~ 

Y que la efectividad de la hidr6lisis desciende 

do aumenta la cantidad de enzima de )00 unidades por ml. 

divergencia de los resultados no se explica facilmente, 

bargo hay que hacer notar que en nue~tr·os <:JXfH~rimento:s lqs e~,t# 
dios de hidr6lisis se realizaron con orinas con un contenido 

vado de r;lucuronidato de pregnandiol <l~ orie;en endógeno y en caji ' <h'~ 

bio Ronan estudió la hidrólisis del f.•~teroide conjugado, agregartil ::?ll 

do el compuesto puro a una solución acuosa. E:s posible que en,:;~ 
compu•stos tambifn conjugados al 'º~~ 

1 a ori.na exi !'tan nurnerosos . ·}~:~~ 
do glucurÓni co y qui!" v.1.. presencia de éstos compita con el eori,,' 

no s ~~~ ,._, f i oí ,.,
1
t., par a h id rol l >.ar • ~""º" I~• _-C~JTIJ:l"'·'C~t i:_s cori.il! 

1<aci<>s •iu• •> i 
5 
""' >n [« od n>. ,\ ,;cte r•specto S<,émi'd · y coJ.~,~ 

.•.. Hí!J, 
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H"mos vl5to como se obtiene una hidrólisis completa 

curon1duto d~,., prnr•:n.-~ndiol c,on P.l empleo d~ JOO unidades d.0 

das~ por m1. ~~orina. A p~sar d~ qu~ nuPstros resultados son 

~>fi'rnl':'.l .. \. l4n':.-~-: ¡;¡ l.os obtE-n.ido:_•; •1;or ll<)l1f",.; ovanr1,·; ( 2° \ ·· f'old".; "'""'""r . . - ·-'- -"- • •• 1 I J ,o A.o,;. -:C'l•O ---J 

~11 ('2lJ.) no ·~~•t~n de ~\CUúnlu con lo~> obsorvado:5 por Honan y col<i\bo,o.j~I 

dtH'€'!'l { 27). Esto!':' tÍltlrnos "1.uton".'s han encontrado un mayor por2·,~~~ 

Ci'}nt; -;i. ,jo di" hidx-Ól i sis cu~l ndo u~>"' n ca nt i cl<:t'1Ps menores de Ketodas,1 
·.-,i 

y quo 101 eft•ct.\ vi dad el(') la. hidrólisis desciende rápidan1ente cuari) 
.':',~~ 

do :;tUIM:•nta .la c~nt.iclad de ':'nzinw. de JOO unidades por ml. Esta.11 
,, ~':~::~ 

divernencia de los ro~ultados no s• explica I'acilmente, sin em-~ 

biatr¡;~o ho; .. y que- h<;;cc1: not;,.n- qut• en nuestros expr 'imentos los ectu~; 
dio, d• hi<lr61isis se rpalizarun con orinas con un contenido ol-

' 
v·;Hlo de t~lucuronida.to de pregnandiol de origen endógeno y en e~ 

'ifij 
h\o Honan <"stud:U; l.'1 hldrÓlisis d{"l E"steroide conjur:••do, ei.gregaru 

·.· ·~ 

:: ::i::.,:::::: ,,'':::: .. :º::: :::.:.::::o:c::::~én E:o:::.::::s q:: ::$1 
o:lt" f:ltu.·ur()rüco y que l;,i. 1H'"'::;~ncia do Ó::tos compita CQn el con.jJ!1 

• Á ; • ,;;;¡,¡ 
>~ 

r:-iu.I ,, , \ ,, :: ~- .~gn;¡¡ndi \) 1 y qu <' do si. s pequ<"1-1;i.s de 1 a enz.ima ~sp.;ic:Ífitr~ 
, .. i .. ~ .. ~ 

4'1() $~i>.n :'{qf:\.c.'!•"-tltf:':< p,;;il".\l 1li~i1·0112.ar;;;, 1;:n;:lci;::;' zi;~::.;:~¡;:;;:i.,,...,....__-'-~ 
·;.:;:;:¡ 



rador•s (20) han rtemostrado que la hidr6lisis de algunoé 

nidatos de corticosteroides puede ser interferida 

cla de glucuronidatos del 'cido acetil salicílico 

d~l prp~nandiol, cuando &ste se encuentra en grarides 

Este efecto competitivo de otros~ 
:~ 

J>'\gl't~cand o ca nt .i.dad f!!.,S ex tras de gl.u curo ni das a. 

se puede evitar --1 
. ' ,1 

Tomando en cuen~a{ 

hechos. poci rÍ amüs e xplt car la di s crt."pa.ncia observada a in~} 
Ctn·i r que pa r;;i. obt~nl"'r un<:\ b11t.·na recuperacitÍn del prer;nandiol 

__ .. 

urinario ~s n~c~sario t0n0r una c~ntidad suficiente de enzima 

r~ liidrolizar todos los glucuronid~tos presentes y que ~stos 

enmp:ili:i.n con l;a, hi.drÓlisis del prognandiol. 

. . . 1 - .,. . 
Un >lSfiecl:l> qut' ti<:"'nt" gran import:anci.a, es a preparacion 

t .... s col umiL;i s, ;¡.o; ( como los vol~Ímen<"s de los sol ventes utilizad~~~ 
Ya hou1os vi.sto como fuÓ necesario mo~J 

- --~·'/.2! 

.''.~ 

,Ur.ic::..1· l.;,, cu1tldad ci.e ::h)lvente de acuerdo con el diseño d.~ nUEJ.S'.J 

pro C('lüimi <~n to. 

- - - -L1 ~ 7l {"' r t': 1. ! .:.w. e .t. ~ 
~:-;-; ~;_ ~-~~:;:!e- ~.!':~~.i.-!~~l-···-~--=--:.~l~~.E-r:.~. 1~,3 ~*·:r~.-iit{~~ 

- ~cJ-::~ 

' J.. r:l-~_:_ "...~ r i --'o ~·-~ .;':': if" 't. i ,,:,;o q_u~ 
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100°C en un tiempo cercano a dos horas. 

no fu' posible obtener una acetilaci6n completa. 

\ mostrado al realizar la segunda cromatografía y no obt 

el este:roicL~ con i."lus:iones d!·' ;;i.cetato de etilo al 5% <ltn 

., l 
l 
! 

i 
! 

y solo despu¿s d0 pasar ~catala d~ 0tilo puro se obtuvo un coro-

j pue~t•) rp,)!"l pol~r qur' indu,_L:.:.blcnH:ntc corrt•sponde al pregnandiol 

no acetil<lclo~ Este inconveniente se evitó con el uso de pequ~ZliJ 
1·1os volÚmtrn1e-s de piridina, en forma sem•~jante :a los proccdinl~e.!}:}~ 

tos habituales para la acetilaci6n de csteroides. 

Los resultados obtenidos con las ~nf~rmas embarazas 'ºh 
del todo st"nH~jantes a los informados por Honan y colaborado 

Brown { 2P.) . 
Es interesante ver que al final del primer tr 

ptn'o losvalores son inferiores a los obtenidos por Klopper 

tre, los valor~s obtenidos ti~nden a disminuir y posiblemente 

coincidan con 01 descPn~o de la ~ctividad del cuerpo amarillo 

la iniciaci6n de la producci6n dG proeesterona por la placent 

cuont .._ cu""'ndo ~;e re<l.l izan do si fi caci one s de pregnand:Liol en •stcl!i ~ 

período, pues un tlescen~c 
:!11 los valores 

iammnn amr 11t - a 111 1 



., 

En cuanto a la utilidad d• este m&todo en el estudi~ 

func:í.Ón ovárica, pod>.!•mos decir que durante la prlmera. mitád 

ciclo m•nstrual, J_as cantidades <le pregnandiol encontrad"s :d¡i-j¡ 

rrespond•n posiblemontc , precursor"s de origen suprárreiiat/il). 

ro e>l aun:ento de.• <"stc n;ctRbo1ito •,lurcante la segunda rnit<a.d del :,;;,.'-. 

ciclo deber' interpretarse como un aumento on la 

progesterona que con toda seguridad es producida por el cuerpo 

Ya que la. formación .Jel cuerpo 
amarillo del ovario. 

consecutiva a la ruptura de un rolf culo maduro con la produc--_;' 

ci6n concomitante de un 6vulo, un aumento 

ci6n <l~ progasterona podría interpretarse como equivalente 

ciclos ovulatorios. 
En Ginecología End6crina tiene una gran importancia el 

nocer la e>i>-tencia de l" ovut«ci.Ón, y ya que esta pru•ba es { 

lativame>nte sencilla para detcct;;i.r un aumento 

terona, ps conveni~nte tenerla en cuent~ para pr~cisar este 

n6meno en las mujeres ~studiadas. 
Con ¡sto no se pretende sobrevalorar este m'todo, 

~s biPn sabido que el fpn6mPno de la ovulaci6n solo se 

l~. 
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l~ ar1utaltzaci6n dal moco c~rvical y el estudio de 1a. 

ltn liA pr~ct;icf.t y unan<lo el m~todo antes descrito. 

n..., ne l ¡, d" • 1 n e i c'I o o\' u l :.:1 to r je) , Niv~les inferiores a 1 m~. du--

Por t~ltln•o v""l" l.!.\ p<'.'na mt'."ncioni4r que C"n un laboratorio 

~r~ul~~ 40 <losificacionPs a la semana. 
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RESUMEN 

Las modificaciones a la t'cnica original de 

ra ~daptarla a las condiciones de nuestro medio en 

fiere- ~ l;~ ac.,.tilaciÓn y ~\l volumen dü solvente:s usados~ nos 

<"f': las 54 mU(ll5 t r«s de or i n;.;i. de mujeres emb<.\razadas que a part 

del tercPr trimpstre los v~lor~s asc~ndÍan 

mg. en Pl 6ltimo período <l~l ~mbarazo. En 

orina e>n la ·faS('I p1·t--ovulatori4l. d.el ciclo, la rn;;i.yor parte .de 

z ~ll~s SP Pncontraba por ~bajo de 1 mg. y ~n las 44 mujeres 

arribG\ d(' 1. rng. 
En Pl AS~udio 11echo a pacientes con c~clos, 

vul~torios (días lR al 25) los valor~s 

por ab.il jo d(~ l 111{';. (J sed. par<"cidos a los obrenídos en la 

ra mitad d~l ciclo menstrual. 
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