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INTRODUCCTON

Hace m

amarillo

del ovario 3¢ producfa una hormona,

due entre otres
efectos fi51018picos Ocasionaba 1a formacidn as un endometripg o
BOOretor en i ttero, Ya en 1629 Corner Yy Allsen

{1} desarroiia
ron una

i

# 2 - : . -
prueba Lioldézica ye Giivamente Simple parg

H

detectary 1& 
hormona Y on ege mismo afio obtuvieron ‘tractos g partir dé St
CUerpos amarillas de cerdo, En 1934 diferentes gXupos de inve
tigadores entre los que ge encontraban Butenanat ¥ Westphalt(éi
dartman ¥ettstein {(3), ¥interstejner Yy Allen (4}, aislaron eé
Forma pura la horwmona a la cual se le dié mis tarde ei nombre-
de "Proposterons" (&4

h~Pregneno~3,20~diona). Los primeros intégn
tos para sy cuantificacidn en la sangre 3¢ rTealizaron &t 1ghz
Ppor Revnolds ¥ Ginsburg (5) pero la falta (e especificidag Yo
sensibilidad ded método les hizo Abandonar este pProcedimientg
analftico. gy asa

misma Cpoca se establecid gye esta hermona 
¢ eliminaba Bor la orina fundamantalmente coma Pregnandioi .o
(5B~prﬁgnanam3ﬂ,EOm.dinlk, Y m&s tarde en 1937, Venniﬁg {6} ihf
trodujo mdtodos Putinarios para sy estimacidn. o

b
e
s
o
i
P
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la teca interna; también se ha aislado eﬁ tejide humano piacéﬁgf; 
tarlo y se encuentra en la corteza suprarrenal y en los testicggf
los, en donde poarticipa como precursor de multitud de corticos;ﬁ
terotdes y hormonas androgénicas. A pesar de que durante el ci:

clo menstrual normal, la suprarrvenal del humano tambidn secreta’

X

8

cantidades poguetias de progesterona, os hasta la ssgunda mitad
r 2 . 7 -y -
del ciclo y coincidiendos con la {formacion del cuerpo amarililo,

cuando se obtiecne una mayor produccidn de este esteroide gue es:

R ey e s

el responsable de los cambios especi{ficos en el epitelio vagim--:

nal v en el endometrio. fHurante el embarazo este cuerpo luteo

continda secretando cantidades elevadas de progesterona y des;;g

0

pués del primer trimestre, la placenta la produce en cantidade

ascondentes, constituyendo la hormona esta2roide cuantitativamen:
te wmis amportante de este estado fisioldgico. De estos concep=
to= es fdeil inferir la gran importancia que tiene la cuantifia
cacidén de esta hormona & sus metabolitos urinarios va que las -
variaciones que presenta pueden tener gran trascendencia parﬁ -
el diagndstico y prondstico de infinidad de problemas ciinicos
#n Ginecoclogia v Obstetricia. |

Enn el presentes ostudic be estandarizade el proc&dimieﬁta;
de Goldzieber para la dosificasion de p?ﬁgnéﬁﬁiéi

21 wismo tlempo e Lratudo de establecer las cilfras varmﬁ;ea



asbe compuesto ey

COmo

Id

clos anovutlatorios. Ademos,

silsm de los resuttnadeos shtenidos, hics u

de low concepbos penerales

&

liswmo de la progesterona y

lizados parn- la dosificacidn del pregnandicl.

n nuestro wedio, tanto a través del embarazo,

durante lps diferentes fases del ciclo menstrual y en ci’

. sy s g
con objeto de facilitar el anali

- « 2
una broeve descripeion -
on relacidn a la sintesis y catabg

. I s
de la gran variedad de metodos uti
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$INTESIS‘Y CATANQLISMO NE LA PROGESTERCNA

oy
La formacidn del cuerpo amarillo y su habilidad subsecuenwi

. s 2o
te para producir progesterona, se regula por medio de 1a accidon:
A K . Y. .

combinada de dos horwonas del 1obulo anterior de la hipofisils,
conocidas con ol nombre de Gonadotrofinas Hipofisiarias y gué =

comprenden a la "Hormona Estimulante del Folicule" {(H.E.F.) v ;Q

la "Hormona Lutenecizante™ {(d.L.}. No se conoce exactamente sen
z . N . & ’
que etapa de los procesos de biosintesis ejercen su accidn CS

tas hormonas gonadotréficas; sin ewbargo se conoccen las reaccig?

nes metabdlicas que conducen a su {ormacidn. Al igual que t0==:

das las demis hormonas esteroides, sus precursores comunes Son

. . 7 K
el acetato y el colesterocl (7). L.Los procesos de biosintesis a-

que dan lugar a la formacion del colesterol han sido perfecta--

>

; . . ) .
mente bien establecidos {8,9,1C,11) v en términos generales los

podemos representar eun la sigulente Torma:

Acetil CoOuA e Acido mevaldnico

terel o Fimosterol . Degmosterol




- 5 -

bdlico. La conversidn de colesterol a pregnenolona se haria a
través de un derivade 20, 27.dibidroxilado, lo ecual facilitaria

la pérdida deo los & atomos de carbdn de la cadena lateral del

colesterol. La conversion de la pregnenclona a progesterona - . .

estar{a condicionada por la presencia de una 3Bdehidrogenasa -

aque habitualmente se encuentra en los tejides endderinos enbag'

gados e biosintetizar la hormona en cuestion,

En la corteza suprarrenal la sintesis de 1=z progesterona
se regula por la horwona adrenocorticotrdfica {HACT) la cual -
tnterviene no solamente en la sintesis de este esteroide a par

tir de colesterol, sino que también repula los pra2cesocs de hi-

. I - rd N - F
aroxilacion necesarias para 1a biosintesis del cortisol. En -

[Pk ) . L.
la Figura 1 hempos representade los pasos metabDdlicos mas impor

w—

s 5. i ' .
tantes en estos procesos de bhiosintesis.

&
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Fig. 1.

» . L 7"‘.#
vigs metabdlicas en 1la conversio
de cclestercl a progesterona. =




CATAROLISMO DE LA PROGESTERORNA

Una vesn que 105 ovariocs, la placenta, testfculas & SUPram-

rrenales han biosintetizado 1a progesterona, ésta pasa a la ©cir,

culacidn donde se gransporta al tejide hepatico, en donde S --

tyansforma fundamsnitalmente en Sﬁ%»pr@gnano—ﬁﬁ,zﬂﬁﬁiols gue se

N s, - . # - . . ~ . ‘
conjuga oon Leideo plucurdnico, Yy mas tarde se elimina facilmeni-

te por la orina. Figura 2.

P )
”lucuronidato sddico de

;\'1,
nregnandiol
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"l Estas3 reacclones de inachivacidén que se presentan. en. el

51; « Jido hepdtico, atacan fundamentalmente la dable’liga&uragyfia

!

. ? cetona gque se encuentra en el anillo A, reduciendo la cetgha, 

‘.é ) del carbdén 20 y dando lugar a los isdémeros 20&,2@5. ,Laé reac;ﬁw
ciones wetabdlicas y los metabolitos urinarios que se han déﬁéé
trado en ot Lumano se observan en la Figura 3. De estos metab_g !
litos va bewmds mencionado que el 3A-pregnano-3, 20A-dicl es el
compueste que se produce en mayor proporcidn ¥y osu cuantificam--
cidn se utiliza como un indice de la produccidn enddégens
gesterona.

. N
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Los

urinarlo caen dentro de dos grupoes:
A.- Aquelios en los cuales se costima al esteroide conjugs

do con dcido slucurdnico.

B.~ Aquelles en los cuales se dosifica al pregnandiol liw.
bre después de haber hidroiizade el complejo de glucuronidato
per medio de un dcido inorgdnico & por enzimas. Estos métodos

a su vez comprenden mitodos de precipitacién y métodos“cromatg

graficos.,

Con objeto de no describir procedimientos que en 1a a¢§gg

lidad ya no se utilizan, creo conveniente mencionar las pfinq

pales innovaciones que se han establecido desde 1937 a la fai

cha.,

a) Venning publicd on 1937 v 1938 {13-14) un método;bé

sade en el aislamiento de un complejo de glucuronidato sédice
de pregnandiocl. Los principales pascos He este procedimiento

soni




nalmente el precipitado se seca y se pesa. AfpeSéf dé §qe3

métoda permite la determinacidén del pregnandiol urinarié,ﬁﬁie

ten en lo sigulente:

(1) Es fdcil que la orina se contamine con bacterias y que

f

éstas ocaslonen la hidrdlisis del conjugado de pregnandiol, prol

5 % 2 § < g b ¥ g iy o y LI ; 4 A .
GUueClendd un CoMipuesto 1ibre con disminucion concomi

ke
ot
[}
w3
L)
o]
o
i
[
=

rosultado final de esta dosiflicacidn.

{(2) La cantidad de esteroids que puede ser medido con ciern
& , " —"

to grade de exactitud con este {écnica, debe ser superibr,a;lg

15 wg. en orina de 2b horas. Es ldégico Que este méﬁodoiéélélé;
sirve en aquellos cvasos en los que las cifras de pragﬁiﬁdiéi és
tuvieran sumamente elevadas tal y ~omo se encuentran duréﬁté}
fsegundo vy tercey trimestre del embaraso. k |
{3) Es posible que el producto final aparentemente purifi%
cado contenga cantidades apreciébles de otros esteroides c§ﬁ§g 
gados como serian algunos derivades del ﬁﬁhidrqxiwﬁﬁﬁprEgnaﬁ§?§~
ona. {15). H -

Se han hecho numerosas modificuciones a este método, pe

en general éstas tienen las mismas objeciones que el procedi

_wiento original.




b} Hidrdélisis dcida y precipitacidn.« Eﬁ”;9hl;35tﬁﬁo

Jones (16} introdujeron una modificacidn a la técniba~arigin.
de Venning, que ocrsiond un gran avance en la metodologia. E

lugar de extracr el conjugado, primero hidrolizaban 1a'oriﬁéj

con dcido clorhfdrico para después extraer con telueno ol este

.

rolde Iibre., Las inpurczas acic

leas se quitaban tratando esta

s

4 .
fraceidn con NaODl y despu

D

. ~; s el
H5ode svapoTas el solvenve organice -

Lnde
-~

¢ purificaba el residno por medin de precipitac

. . ‘ FORIULE I
das, EIL precipitado final se secaba y pesaba como en la teend .
5 ” N . L - k
ta anteorior. Con este métode ne siempre sc obtenian erUItaﬁ“;
dos adecuados y con frecuencia las pérdidas de pregnandinl S

P . L4
eran elevadas. La poca exactitud e estas técnicas gravimetri -

i

ones yepebi.-

€as so soluciond parcialmente con el desarrocllo de reacciones. i

criben.

1)

R §
de color como las que a continuacicr se de

- . PO r ¢ Tala i
¢} Reaccidn de color con dcido sulfirico.- En 1641 Tal- .

1

bot v colaboradores (17) encontraron que el pregnandiol libre

Y . 7 -
desarrollaba un color amarillo en presencia del aclde bulfs?i
€0 concentrado y aplicaron sste procedimiento al material.%idf

lade con ol procedimiento de Astwood y Jones camparan6911§'§§f.

#x -
Sorbancia de1l color producido

per los problemas, can aguellas

ISP M

debidas o 14 presencia de prepnandiocl puro. A pesar de que 835

. s - : 24 d e z{ o8 ﬂfgi
ta Feaceldn no es especifica para este easayﬂi“t’vsf'hg‘“*.
' Lk ‘ B




f
¢
i
i
;

‘hidrdlisis so nealizsba con glucuronidasa extraida de bazo de

lle y colaboradores (18] sstudieron todos los pasos involucra-=
; u * : n . : N
don v 1n Léenicn » hloieron substanciosas me jJoras.

b

A) Hadrdlisis encimatics.— A partir de la publicacidsn —-

ovipginatl do Axtwood y Jones se obsorvd que ia hidrélisis dcida

p lep que ne sometfan las orinas producfa una gran cantidad de -
I'd . B
pigmentos que mas tavrde interferfan en la reaccidn de color con

deldoe sulfirico,. Con objeto de evitar esta contaminacidn a5 e

plgmentos, Cohan publied on 1991 {(19), ur médtodo en el cualviat_

o oy g 2 e e A
Lernera, Esta'Lidrdlisis enzimdtica a pesar de ser mas laborig’

xa, produce oxtractos mids limpios, pero en acasibﬁos 50 ve ih;;
tevlerida por la presencia de otros glucuronidatos que‘puedah'Q
conpetie con la enwsima cuoando se encuentran en cantidades e;égr
das ¥y por lo tantoe produciz la bidrdélisis incompleta ée; prégé
nandiol {(20). Eﬁﬁ@liuvch@ni@nta puede szer eviﬁadﬁyusanﬁﬁﬁﬁauv
tldades mayores ds enaima,

a) Thentloas cromatopraficas.- Se han ?rcgaésih”&h§j

cantidad de melodon de

presnaniiol oriaaria.



clinica los procedimientos mds satis factorios son: aquelloSf

critos por Wattevilie, Borth y Gsell {(21), Klopper. Michi»zy;
Brown (22} vy Bongiovanni y Eberlein {23), Reciantemente G#id
Zieher (24) na propuesto un nuevo métods que ?ermite oﬁteﬁéffgg5
celentes resultudos en orinas ¢on un bajo contenido de pragnah;
diol., Uebido a las grandes posibilidades de estos praceéimi@nfl;

2

tor he sonsiderado conveniente sy descripcidon on forma indivinef

{1) Método de Watte eville, Borth v Gsell, Este procadimi@ﬁ:

to 25td basado on el matodo cromatogralfico de Huber (25) para
determinaciones rutinarias de pregnandiol urinario y Ponsisre

en lo siguiente: Una muestra de orina se hidroliza con acidQJ*

clorhidrico de acuerde con 1a tacnica de Astwood y Jones ¥ 86 e

extrae con tolueno, Este se lava con hidrdxide de sodlo y agua!

L S
Y se evapora a sequedad. ¥l extracte se croematografia en una -

columna de aldmwina y la fraceién del rregnandiol libre se obti'

ne en un eluido de benceno-etanol absoluto en una proparciéﬁfﬁé
20:1. Esta fraccidn despuds de evaporada se pesa, pudiéﬁ@@&ﬁw
determinar cantidades hasta de €.2 a 0.8 g dapendzando de7la

-

cantidad de pigmentos presenies sn 1a orina., Jon‘aste e»o&o

-
3

> detersinaciones p

dos persconas pueden hacar




(2} Método de Kloppsr, Michie y Brown., Este método inélu

algunos nuevos pasos que Le dan grandes ventajas sobre la

‘mayorf{a de los procedimlentos descrites. Larhxdréiisiéfy}ex_

traccidn se hacen de manera semejante que en ila téenica ante--

rior, pero antes de evaporar ¢l tolueno se agita ésﬁe con ana ;?
selucidn de permonganatoe de potasic al % en hidrdxidn de 5odini
a l N, Posteriormente se lava con agua hasta hacer desaparecer |
el color debido al permanganatc <de potaslie, se filtva iy destila;

|
a un velumen aproximade de 10 ml. Este extractoc de toluenq‘Segé

aplica a una columna de alimina activada y se eluye con 25 ml., o

de etancl al ©.R7% en Lenceno y posteriormente con etanol aL,}%V

en benceno, con le cual se obtienc el pregnandiol libre. Des-.
o

‘pués de evaporar el solvente, el residuo se disuelve en 2 ml, -

de benceno a los que se le agregan otros 2 ml, de cloruro d@ ==,

i
H

i
i
¥
!

g
acetilo, dejando acetiiar la muestra durante una hora a temP@?ﬁg>lf

2 ;
tura ambiente. A continuacidn se afaden 25 wl, de éter de Pl

trdleo y la mezcla se lava sucesivamente con agua,dﬁstilad%.y Rl
A 4§ ) :
‘bicarbonato de sodic al 8% y nuevamente con agua desbilaﬁaf; E

éter de potrdlec se vierte en una Segunda columna previamente

. i L
Preparada sobre éter de petrélec y una vez elufdo este prime:

se pasan 1% ml. de bengens con 1o cual se obtiens &1

L. Al residuc del eluado de ‘bentenc

de repnandic!




Cagregan 10 mg. de snlfito

¥ practicar con una persona hasta 20 dosificaciones a la seman

< o gath e
¥ Y a3 o o Yoy b 3y o ERTE S o T o Te ST i . - ok ol
Aiada. Bl bencene se svapora y el extra
i *
2 i oo a0 - =
"‘%"‘ﬁt L AR o - = Y OOTT TSR NIT g.,i. TREEERTTIETY
s Y Y ) . . Loty
&-ﬁ&»%ﬂ}éf” Lo e 2wnnlmio oon BT ER T s B3R IO STATHE~NT

concentrado. Kl tuboe de

te durante todn la noche ¥oal

otro dia se ﬂateymiﬁa sn1agﬁ§i¢§ﬁ;
éptl&& LAt Qlﬂnugx. La absox

baneia obtenida we convierte a miii

Sramon gﬁ‘-s)lsiﬂ‘; de comparar contva una curva de enlibract (};n g

bleoida con cantidades veneeldas de una muestra aubténticn de

dlacetato de pragnomiiol. El caleulo del Preguandiol libras 3@ A4

gbtleone aj wmultiplicor el valor del d;&c*tﬂfa por an m»ta“;d3

C.B que syuivale a la relacion de los pesos molecplaras dea

purste diacetilado Y del compuesto libre. Con este método 354_

Poxible detectar valores hasta de 0.3 mg. en orina de 24 n&:as

{3) M@tnic do Noxgiovanni y. Eberlein.. En esge prgaaﬁi§ié§
Lo e utilisa 1a cromatografi{a an papel en lugar de la glémigg
#swpleada an laoas procedindenteos anteriore%, Una alieuota da,ié
wle de orina de 24 Boras se incuba durante 15 beras
U buffer de ac tato (1.0 N pioLLs) vy 3500 unidades iie_g[},ngaz{a
Bldasa (Ketodase, Warner-Chilcott}. Después de la b

38 extrae la ovina can bencens a cual se lave con HalH 1

ook

Apun daxt




-

poroién de 400.100-225-275 respectivamente.

La zona corres

spddents nl de un estandar de pregnandiocl se eluye y se aplica

Suna columna crowatopriiica de s{lica preparada con eténol‘al

: e .
1% an eloruro da weiilens. Posteriormente se eluye sucesivamwen

Yo eon 10 wl. de elanol ol 1%, 20 ml, deo etanol al 0% y 20 mi.

: ” . i E T
da atanol at '}5»,{;{,{» sn elorure o mebtilao. Ert esta ulvimit 18&Qewe

1,‘,.{ L i . ) s . 5 . : P
;1““ e obtiene o1 pregnandiol libre y dJdespues ds pvaporar &l .-

hl?anﬁa 4@ les afadep 2 mi. de una mezcla de bisulfite de 80—

ﬁia‘y Goide sulfirico (50 g, de bisulfito de sodio en 200 ml. =]

" . , ' . i . . - e
de feide sulfirico concentrado)., La mezcla se caliente en baf

;ﬁﬂrf& darante cuatro winutos, se deja enfriar dqurante 20 mifu--;

tos was v e lee en 390, 425 ¥ 4g0 mu. Con objete de obtener -

' P . P £ oy e
la densidad éptica corregida en 425 mp, se utiliza 1a formnig o
de Allen (26). ¥i resultado {inal se obtiene al comparar la --

* E - 3y € " "f‘
densidad dptice cerrepida oon aquellas obtenidas <on una Curva

B} s . e i bre. Lo
de calibracidn hecia con estandares de pregnandiol libre.

resultacos obtenides con este procediwmiente son Camparablasdé

2quelios ohtenidos por Rloppev.

Este prcceﬁim;eﬁie aﬁ‘_

. s N I AT
~n B pmp FeRUITIOOS wuy Bel




boras, g términog &enerales o

. sis enzimdtyca y

€lovanng, E1

grafia en un

& columna

de bencena, iC w1, de acetato de etilo
de acetato de etilo a1 sp4 N benceno, en
5S¢ obtiene el Pregnandiol libre, Después
te, él residuoc se acetila

diacetilado Se

Cromatopgrasr

ek
m

el Compuesty
®N una segunda Columna de silica
e, Pasando Sucesiy

amente 3 wl, de bencerio ¥ ? mi,

de etile z3 5% en benceno,

En los Primeros 2 mi,

*sta dlg
de Solventes S¢ obtiene el diacet

na mesncla

ato da pregnandiéi=
Ag &xtracto seco

5S¢ le Bractica 314 reaccian

sulfarico concentrado

al cuyal Previaiment

® 52 le pasa una COmmn
rriente da anhidrida sulfurosa. De Naners Seme jante 5
R

¢a de Eberlajpn Bongiovanny Se determina 1a

v
P

densidag dpti ca ¢
390, Le2s Yy 460 [0 S IR OF § Tesultado finpaj Se obtiane por compafa
€idn de Una curva de calibracién traz

ada con es
de 5Q ¥ 100 ug,

<Sos

Wismo Procedimiente que las Mmuest
Nue

ras en estudig,
teds Pract

: baa

<

g

rTaprexi;;éamsﬁté'ﬁﬁ

&asificaaianes
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‘Ests técnica Por su facilid

ad y utilidag clinica ha si

adontada ¥ medificada para Su uso en el Lab

oratorie de End
nologfa del Hospitai de Enfermedades de ia Butricidn y gu’
darizacidn ha sido a1 motive del Presente trabajo,
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" MATERIAL Y METODO

“le~ Material de Laboratorio;

l)‘Buffer de acetato, 1.0 M pH L.5

: . o EIAA]
Acido acético glacial...... ... 3.2% ml.
Ly ety y
Acetato de sodioc ...5 (k0) Sap85 g,

Apua destilada C.D.Ds evs oe.. 1000 ml.

2) Glucuronidasa (Ketodase, Varner~Chilcott), 5000 Qnidad

Fishman por mililitro.

to de sodio anhidro y se filtra.

4) Benceno.- Cuatro litros de benceno previamente deStiladﬁ’s

agitan con 50 ml., de Aacido sulfdrice concentrado ¥ ngpUé 
de dejar en reposo, se descarta la capa de écidd.‘fﬁl;hgnéé

no se lava dos veces con 100 ml. de agua destilada, una ¥

- con carbonato de sodio al 10% y finalmente conrcffeﬁfiﬁfvm

de agua destiladn. E1 bsnceno se seca sobre sulfate de s0-




dio anhldro, se filtra y después de destilérlofdéémtgqe
a través de una columna de Vigreaﬁx se'guarda sqb£é3§dd7

tdlico.

5) Cloroformo.- Redestilado en la obscuridad a través de una co
lumna de Vigreaux ; conservade en un frasce Ambar con 10 ml..

4 N s -
de etancl povy cadn litro de solvente. Este nltimo coopuesto

. . < -~ . yoo
sirva como estabilizador para prevenir la Tormacidn de fozge |

nos.
6) Hidrdxido de sodio al 0.1 N (4 g. de NaOH y agua destil&@a
da) °

Acido sulfdrice concentrado,- Reactivo analftico Adler. -

dos veces,

Sa.nafiuis sohre tridxido de cromo du

L
R

e b toran v se deastils dos veces,




11)

173)

14)

15)

16)

17)

18}

R A A T s ¥ SO e

Anhidride sulfuroso (SOzlyDupont.

Solvente I.. Banceno Previmante purificade.

Sclvente JI... Acetato de Etilo ail 25% en benceno.

Solvente TII.. Acetato de Etilo al 50% en benceno,

Solvente IV.. Acetato de Etilo al 5% en benceno,

Solvente V.. Acetato de Etilo redestilado.,.

Reactivo de dcido sulfirico.- A 200 wl. de &cido sulfirico.
concentrado se le pasa una corriente de 505 durante 32 miﬁgﬁ
tos. lste reactivo se debe preparar inmediatamente antes o

de usarlo.

S{lica gel activada.- Davison grado H de 100.200 ma;las'

Estandar de Siipregnan~36K9305&di°l'( 85 mE:-de externids

ImTy RS 2 TTAY s e S SR
A RFECER Taw Y e, A WeTEnol

|

c




'19) Columnas cromatogrdficas.- De vidrio pyrex de130 cm;?¢A

gitud por 5 wm, de didmetro interno y llave de Teflén

gura 4,
20} Tubos para acetilacidn pyrex de 18x80 mm.,

&
+

21) Plancha de evaporacidn de aluminio con 16 perforacianes
D P : €

dngulo de lfo Figura 5,
22) Espectrototdéme’ ro Beckman modelo D.U.

23} Celdillas pyrex de 12x12x47 mm.

(a).~ Este esteroide se obtuve graéias~a“labggnti;azg*dqf‘»

boratorioes Schering A.G. de Alemania a través de sus - ve

PO V.
o I

o
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Plancha de aluminio para ‘
savaporacidn simultdnea .
de 16 tubos.




' (b}
nidas de pacientes en diferentes fases del cicle menstruarg-}

) 3 .
a través del ﬁmh&rQZO(C'. ¥o

se tomd en cuenta la edad de los

pacientes, pargs todns

tas wuestras

provenian de mujeres adultas.

arriba de les 20 afios ¥ por abajo de los 45 aifios.

En total fueron estudiadas 248 orinas de las cuales 54 pfo

venfan de mujerey embarazadas, L9 ge obtuvieron de pacientes er

la fase pre-ovulatoria de ciclos

-

menstruales normales {entre

los aias 5-12}) v 165 se obtuvieron durante la Segunda fase del

¢icle menstrual (entre los dfas 18. 25}. De estas Gltimas 121

muestras correspondian a mujeres con ciclos anovulatorios vy b

& mujeres con ciclos ovulatorios.

b
( } Estas muestras corresponden a casos cl1nicos e:tudladas por
los Dres. Edmeé Psre Vega y Joseph Goldzieher

{Southwest
Foundation for Research and Education, San Antonin, iaXaa

T.85.A.), a los LuaTeb awradezbﬁ 34 valiosa cocye;aclan, S
Laos cic’os ansvulatorlc% a8 imau;a“a% ror inhibicidn de las
3 ias con Lerapdutica ifica aw-

nrvﬁes'aczjﬁaiﬁﬁ‘aﬁﬁclaﬁ*ﬁ§ﬂ ‘

{ Q,} [ard mr o eXPrasnr i pmereal #iho m Los dgstores: Al fons
ST AT eXnresa 0 ~ v
+ Javier Soberén vy Efrafin

[l TTET Aw',_ T

Alvarez Bravo,

quss Las=s




 3.. METODO

1) Coleccidn y conservacidén d= las muestras.-

#1 volumen total de orina de 24 horas sse colectd sin pre-=

1o dsla se puardaron L0C wl, en el congelador en =

servativo, y o
k4

envases de poliatilenoc, En ningun caso seoutilisaron las mues
I [ N A

. Id - .
tras después de 60 dias de su congelacion.

2) Hidrolisis y Extraccién,-
A 50 wml. de orina se les ajusté el pH a 4.5 con écido;§§l

farico 5 N y NaOH al 10% y se les agregaron 5 ml. de acetatq‘bg -

ffer y 15000 Us. de Netodase. La nidrdlisis se efectud a 37°C

durante 42 horas al cabo de las cuales la mezcla de incubacién

s» extrajo dos veces con un volumen igual de roformo. Les ~
sextractos clorofdrmicos se juntaron y lLavaron una vez <oon

de hidréxide de sodio 0.1 N y 25 ml. de agua destilada. Bl clg

N P . . » . . PR
roformoe se secd sobre sulfato de sodie anhidro, filttvdé ¥y svapoe-

o a seqguedad en avapo: wlor rotatorio a #0°C,

1) Purificacidn y Aislamiento del pregnandiol.-

K1 extracto seco 5o disolvid en 1.0 mi, de bencenc .




ra b ose les introduja un pegqueflo trozo de alvodon el cual se

‘calizd en la parte inferior de ésta wuy cerca de la lla#e dé=ta
£1dn. Con in llave cervrada se agregaron 1 46 2 mi. de bancenéJy
pusteriovmente con una pipeta Pasteur despuntada se pusiefon -
O.7 F, de siliva gel pravisme omazenaizada en 5 wl. d2 ben-

esne. Uns vaz que la sfiilca se empacd en el fondo de la calumfﬁ
FY- TN se mbri5 in 1lave ¥y r@guié »] potao del solvenie a manera -
de obtener un tlujo de una gota por segundo. Antes de que se -
tarminara el bDenceno s agrepgd 1la alfcuota de la wmuestira disuéé&
ta‘an a1l volumen artes indicado. A continuacidn se pasaroh Sth~

0

cesivamente 5 mi, del solvente I, % ml, del seivente I1, 12 mi.

del molvente T11 v 10 wl. del solvente V y se recogleron cada -

ana de estas (racclones en difeventes tubos de ensaye praviamen .
. ', i ~ = o g ’—
te etigquetados del 1 oal S En el tubo 3 gue correspondim al --

sluado de acetato de etilo al S0% en benceno {solvonte III)*S&z

encontraba ol prepma amndiol por cuantificar.

3 Formacion del diacetato de pregnandiol .-

o
Al contenido seco del toba 3 se le agregaron 8.3 mi

s . E . ; 'v - prve
de embidrisda ssatieoo v se dejarcen Juragnis 18 =

_ P R
R B




e

“de anhidrido acdtico y el tubo de reaccidn se introdujec sn una

‘Figura 5. Se sumentd la temperatura a 100°C con lo cual se”etgf,

0.5 ml, de benceno y se transfirid en su totalidad a una segun-

- 30 -

poraron los resactives en un tiewmpo aproximade de dos horas. . e

-

i
po
pamy
-

s 7 3 . .
: urificacidn del diacetato de pregnandiol.-

~ . . . & )
El extracto seco del tubo de acetilacidn se disolvid en -

da columna de silica preparada en igual forma que la anterior.
. &~ :

Posteriormente con pequefios volumenes d2 solvente I se lavo el
. el - E

tubo de acetilacidn y se pasaron & traves de una columna de s{f

. . . M : R
lica hasta completar un volumen de 5 wl. A continuacion se pa-

saron sucesivamente 9 ml, del solvente IV y 5 ml. del solﬁgnte

V., Los 5 ml. del solvente I se recogieron en el tube 1, el p:&na

vente IV en el tube 2, los {iltimos 8 ml. -

=

mer mililitro del soO

del solvente IV en el tubo 3 y los 3 ml., del solvente V en el’g

tubo 4, La fraccidn purificada del diacetato de pregnandiol se

recupera en el tubo 3.

N R rd
Cuantificacion..

[=a8




se transfirieron 3 mi. a las celdillas*de DPYT

58{16?¢r0n contra
e ontra el blance de r&activos de BZSO&~502 en HOO,

Chs y B0 ,
L 470 wmu. 8 . - N :
; i n correccidn de Allen para la densidad dptica -
en Ly . . ’ ‘
35 mp ose o O R
3 e nitze aplicando la sigulente QCuacién:

?Vﬁené‘; e G
Vensidad Optica (D.0.) corregida en 35 mu =

400 mu 4 D.0. 470 mu

= DUG' h':js In}.’ "“(.D‘Ot

SO

7) Curva de Calibracién.-
La curva de calib 5 s 2.6 e

ibracion se realizo con estandares,au;g ti

Estos se evaporaron en tu--

- .‘:Cus -
o de pregnandiol ve 50 y 100 ug.
1 mismo procadimiento descfitd LEE

-bos a4

: o P

: ensaye v se sometiercon @
- .para las : oL
i L&Y ey ex R I B Ly
~ muestrzs problema. LoS valores obtenidos después de -

la ¢ .
g aryre 4 X Ly .
coidn de Allen se graficaren de manera que en ia abs el
R se .
s € t Ty .7 n . .
; epresentd ls cantidad 1el esteroide usado y ep la ord

5 densidad dptica corregida.

B} 1
Hlano 1 e a i
anco de reactivos.-




‘sunda cromatogrufi{m. Con este blanco sefajﬁstﬁﬁ

. metro a 100% de transmitancia.
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ESTANDARIZACTON DEL METONO.

1.'_

1) Curva de absorcidn del pregnandiol y del diac&tété}@&_

pregn&ﬂdiol.»

- . 7 “
Correccion de Allen.

Los espectros de absorcién obtenidos para 100 ug. de preg-
nandiol libre ¥ de diacetato de pregnandiol an presencia del ~=
reactivo de “2504"503 presentaron imdgenes similares, con un mé
ximo on 4735 mp y un pequeio hombro en WBO mp tal ¥y como puede -
verse en ia Figura 6. En esta figura podemos ohservar gque 1a -
‘densidad oOptica corregida en 415 mp despues de aplicar la féfm;,:

la de Allen nos da un valor rcpreseﬂtado por &.

Hay que hacer.

notar qus on ia tecnica original de Goldzieher esta correccién
se hace romando en cuenta las densidades dpticas abtenidas en -
190, W25y LAQ mp, SIN embargo despuss de observal 1a madxima 0B -
tenida en nuestbra curva, sa decidié emplear 1as long.tudes de;f

e
per termino.

onda rencionadas enn priy
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{d)

didas entre 25 y 30C microgramos

centraciones las densidades Spticas corregidas siguen la Ley de
Lambert-Besr y por censiguiente al graficar estoes resultados pg

demos unirlos con una linea recta tal v como se demuestra en la

Figura 7.




(@) K s
"7 L.os valores representados en la Figura 7 expresanflas‘dens

' dades Opticas corregidas para 25,§0,100,150,206,256XQﬁBOO

microgramos de pregnandiol sometidos al procedimiento de --

-, K b . N e
Hay que bomaxy en cuenta gque despues de este - .

acetilacton,

procedimiente el peso del esteroide aumenta en um 26% v por !

lo tanto las densidades épticas obtenidas realmente egulvie

len & 31.5, 63, 126, 189,

252, 315 v 378 ug. de diaééﬁétﬁb;

de pregnandiol respectivamente.

2) Recuperacidn del pregnandiol libre y del meP“QSEQfﬁ??

cetilado despues de los procedimientos cromatograficos.o

Debido a que diversos Tactores, entre los que Se encueh---=

) N el y
columnas, la cantidad de sili~

tran: el diametro interno de las
ca usada y las condiclones de humedad del medio ambiente pueden
influir sobre el comportamiento del esteroide por analizar ﬁﬂ[*

estos s.stenas cromatogréficcs, s decidid astuulam as»e 1mporu

tante aspecto dal procedimiento.

u&asé@




3
i
)
:
3
i

&

~solvente IIL y 10 wl. del solvente V. Después de evaporar los

reactive de 11,.50,--50, v las densidades opticas corregidas 8N ==

- 38 -

prenden 5 ml, del solvente I, 10 ml. del solvente II}I

eluados correspondientes, se agregaron al residuo h,ml.'dgl

p
15 mup revelasron que parte del esteraide se eliminaba con Bl e

»

solvente I1, 1o cual nos daba una perdida importante &n &5

primera fase del procedimiento. En ¢l cuadro I podemos ODSArmm

var con mayor detalle estos resultados.

CUADRO I
Tube N Disolvente Pregnandiol
Tipo|ml. usados!SC ug. 100 ug.

1 X 5.0 .00 . 000
2 I i0.0 .02k L0306
3 11 7.0 L0081 .153
L v | 10.0 .000 LOCNn

H

i




Para obtener una buena recuperac16n1del pregnandiolgliﬁ
en esta primer columna cromatografica, fué necesario ﬁp@ific
las cantidades de los solventes usados, obteniéndose reéuiﬁg‘
aatisafactorios cen eluados de S‘ml; de solvente I, 8 ml. delﬂm

solvente II, 12 wmi. del solvente IITI y 10 mi. del solvente V.

En el cuadro II observamos que con estas cantidades de S0Lven~a

tes practicamente todo el esteroide se recuperd en el tubo 3.

CUADRO 11

Tubo N _ Disolvents Pregnandiol

Tipe | ml, usades 50 ng, | 100 ug,

1 I 5.0 .000 . 000

2 11 B.G .00 .000
J

9 11X 12.0 .109 .188




.. 1la segunda columna de 50 y 100 ug. de prégnahdiol'aéétiladd”

- 4o -

"En esta misma forma se estudid la recuperacidn a:iravés' d

{tedricawente 63 v 1248 ng. de diacetato). Resultados préiimlﬁa
res de este proceso indicaron que con el procedimiento de &céti.
lacidn utilizado, todavia quedaba sin acetilar una porecidn im—-
portante del esteroide. Por este motivo fué necesario modifi--
car las condiciones de acetilacidén obteniéndose resu.tados sé;m
tisfactorios con el use de anhidrido acético v piridina a pare;
tes iguales. Finalmentas las cantidades de solventes se,éjusféa
ron & 5 ml. dgl solvente 1, 9 mi, del solvente IV y 5 mi, dezu,
sélvente V. La totalidad del diacetato de pregnandiol sé‘ﬁﬁﬁﬁ-
vo con los segundos 8 ml, de solvente IV tal y como se 6bserja

en el cuadro I1I.




CUADRO ITT

Tubo N | Disolvente ' Diacetatq de
- . ' pregnandiol

Tipo | ml., USados Sc.pgww‘lﬁﬁﬂpg.

1463 pE. )l (126 ue. )

1 I 5.0 G000 . 0QC
2 4 1.0 .CCU LO00
3 v 8.0 .130 c2h2
3¢ v 2.0 .QcoC .000
ae iv 2.0 .00¢C .0CQ0
4 v 5.0 .0GOo .06C

3} Jdidrdlisis enzimitica.-

Una vez establecidas las condicionses necesarias pa:&jﬁ#?er
una buena recuperacidn a traves de las columnas crcmaﬁogrﬁfiéa
fué necnsaric establecer las condiciones dOptimas para hiéroli
zar el compuesto eliminado por la orina <omo ?;UChrGﬂiﬁatﬁ 6

presnandiol v ‘se en pragnandiol libre et*razble c&n S




Debide a que la preparaczén endlmatica utilizaaa (Keta

. ha sido perf@chamenta b;en escandarlzada 'y tiene un maximo d

tividad a un pH de Q;S y a una temperatura de 37°C. SolO”QUed'

.

ba establecer la cantidad de enzima necesaria para obtener el mé

1

ximo de hidrdlisis, asf{ como el tienpo d# incubacidn nere;"rié,
para que ésta se realice en forma completa,

Para establecer la cantidad de enzims necesaria para hi&t
lizar cantidades variables de glucuronidato de pragnandi915 §
selecciond una muestra de una paciefﬁe durante lafdécimo éépti
semana del embarazo en la cua l s5e e%phraban cant*dades elev (s

)

de este metabolito., A 10 ml. de estuas orinas por triplicadb

les agregaron cantidades ascendentesvde Ketodase, que inciuf#ﬂ
30, 150, 300 y 600 unidades por cada wmililitro de orina utiiiz
do. La incubacidn se llevd a cabo a 37°C, & un pH de 4.5 ¥y du
rante 4® horas. Los resultados obtenidos se ocbservan en la Fign
ra R, en dende cada punto representa el promedio de las tres:é
cuotas analizadas. Con estos resultados es posible estéblaéég

que en las condiciones empleadas para la incubacidn Sekobtiﬁﬁn

una hidrdlisis completa con cantidades de 300 unidades de‘ﬁ&

&n de acgﬁzd

e por wmililitro de orina. Estos resultados no

con aquéllos obtenidos por Honan y colaboraderes (27!, ¥Ya g

¢

tos ghasrvaron qus 1a hidrdlisis de un sstandayr pure da;gia}_
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nidatn s6dico de pregnandiol se hidrolizaba en un 100» du

-1&& ﬁriwaras 2L horas con cantidades de 730 unidades. da Ke o
pﬂr mililitro de orina.y que cuando usaban una concentracion

300 wnidades por mililitro el porcentaje de hidrdlisis dasceﬁﬁ

Y ’M wocon b wismoe CLlempo das incubac s1én de 28 horss. En nuestro

eaporimonto 30 unidades por mililitro sdlo hirdroliszan el 60%'ééi
glueuronidato de pregnandiol presente en la orina Yy sra n@casé
ria una concentracion de 300 unidades por mililitro para!?bﬁené
v hidrdlisis complata,
Una vesz establecida la cantidad dptima de la preparaéﬁs:
51mética se proecedid al estudio de la influencia que tieﬁe%ei“
tiempo de incubacidn sobre la lLiberacidn del pragnazdlel g#i

‘rio, Con este fin se ubiliud una muestra de orina de una’ pac]

te durante la tripdsima semana de un eabarazo normal. Ali#ﬁéias
por duplicado se incubaron durante 1,2,.4,87,18,24 v 48 heré$
ias miswas condiclones anteriores y con 300 unidades de Ketqﬁ%'
por ml, de orima., ¥n la Fiyuxa 2 vemos que a partar &e 1? hara
ia cantidad de pregnandiosl encorirado préctica*anta se mantzﬁ
ar fos mimmwes niveles. sin embarso v va gque @i‘@isimq:&§ifi'

v

racidn se obluve con la hidrdlisis Jde BB horas, hae tomade ests

i o 5 JrpE— I | SN
Liewpe cone ol dda2ail nara uia
.o . ] IR 5 1 gy -
CASCE @ Lol Cuds &3 &% T LRI




factor importante, se podrfa hacer la hidrdlisis en &

- @mn casos urgentes una hidrdlisis dcida en lﬁ«mihutbs;

Mgs/24hs
70+
15
10
5+
¥ 1 T 1 T 1
Qe 200, 300 400 200 800
i KETOOASE ! UNIDADES /2 . ORINA
Fig., B. Cantidades ascendentes de

) ) ) Ketodase por mililitro de
- ‘é’r&t’ia’ ‘ T T T T I P e




Mgs/24 hs.

30-1

20 4

€
10 -
4 1] T 1]
12 24 36 a8
HORAS
¥ig. 9. Tiempo de incubacidn sobre

1a liberacidén del pregnan-
diol urinario.

4) Recuperacién de pregnandicl en orinas problema.-

Las recuperncienes Ag 50 ug. de pregnaniiol agreg@&ﬁ,d*'

musstras de orina fué del 98,5% con una desviacidn estandar:

mis o wenos 8,0. En el cuadro IV podemos ver 108 resultados




- 46 -

CUADRO 1V

RECUPERACION DE PREGNANDIGL DE ORINAS

Muestra Yregnandiol (ug.)
en el o AEre~’l encon~ | recupe-

N | tracto | rado Lrado racior %

1 18,5 50 w1 108

2 10.0 50 58 96

3 14,0 50 62 96
Ly 18.5 50 €1 a5

5 Ly, s 50 54 39

6 B.5 50 56 95

7 2,0 50 L4l 8L

8 10,0 50 59 98

g 18.5 50 70 103
10 13.5 _ 50 £3.5 100
11 6.5 50 56 99
12 10.0 50 5375 95
13 10.0 50 68 116
14 18,0 50 75 11k
15 5.0 50 51 gz

Promedio = 98.5% D.E. 4 8.0

5) Reproductibilidad,-

Se hicieron dosificaciones de pregnandiol peor duplicadoe
21 muestras de orina v los resultados obtenidos se han inclu

et vl cuadra ¥V,




§

S R REri R A

DOSIFICACION DE PREGNANDIO

- b7 .

CUADRO V¥

DE 2L HS.

I, POR DUPLICADO EN ORINAS
a ; »'vl.

Muaestra N Pregnandiol (ugz.)
! 1 ' it
1 Q.28 0,35
2 ¢,08 0.11
3 0,33 0.30
ly 0.16 0.16
5 0.4l 0.541
6 Q.29 G.25
? 0.56 0,5k
8 b, 5 5.0
9 9.7 1C.9
10 12,1 12.3
i1 15.7 15.9
12 4.8 13.5
13 13.5 13.5
14 14,4 12.3
15 17,6 18.5
16 21. 4 22.13
17 2%, 0 26.0
18 30,2 30,2

{a}Laﬁ myupestras de orina del 1 al 7 sorrespondsn',,

a cusos
tras del

razadas,

de
G

ciclos anovulatorios,

Las mueS—m=.

2l 18 corresponden a mjeres emba.




ca el

practi

Tores

tados

extracto se divide en dos alicuotas y por separado se 1

cd la dosificacidn de su contenido de pregnandiol.
e , 7 7o s :

obtenidos para cada una de estas allicuootas, estan repress

en =1 cuadro VI.

CUABDRG VY1

DOSIFICACION DE PREGRNANDIOL EY ALICUOTAS DE E\THAGTOS
DE HIDROLISIS DE OelNA DE 24 HS.

iwestra N | Pregnandiol (upg.)
I 11
1 0.74 .76
2 0.17 0.17
3 0.66 .77
L 0.72 0.83
5 0.55% 0.58
& 0.38 .38
7 0.25 C.36
R 0.0u 0.04
g .16 C.16
10 C.74 0.74
11 CLLg 0.48
12 1. 66 1.7C
173 C.11 0.12
14 0.272 0,23
is L CLO7 0,07
16 . 0.3% .36
i

{musst
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. ESTUDIADAS. :

2.. CIFRAS DE PREGNANDIOL ODTENIDAS EN LAS PACIENTES

Ya he menclonado que este método fué utilizado'ﬁa:a»éét

Bty

diar una pgran variedad de condiclanes clinicas aseciadas a nive

les elevados & bajos de prepnandiol urinerio. A continuacidn -

se incluyen los resultados btenidos con las 268 muestras anall
zadas.
1) Dosificaclones de pregnandiol durante el embarazo.-
Los resultados obtenidos en Llas 5% diferentes muestras de

o o e
mujeres embarazxadas mostraron cierta variacién ain en pacient

que se encontraban en el wismo estadio del embarazo.

£0 es svidente que a partir del primer trimestre 1os niveles.

clenden progresivamenic hasta llegar 2 cifras por arriba de 1o

~ry -, .
30 me, e las Gltimas Semanas del em

B

ebservan los valores obtenidos, #si como la tandencia general

de la curva que une los vilores promedio de estus dosificaciy

nes .,
s de haeer notar gue durarte ol primer trimestre 18z
B ST A 1o
R LR B = Dt
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varios cases alrededor de la 10 vy
fras bajas de pregnandiol, fue en

abajo de 1 wmg.

Fn la Figura 1L se incluyen tas dosificaciones prasticadas

as del desarrollc de su’

 una sola paciente, en diforsnte

embharsso.,.

Mgpiitns
20
8
37
20
.
.
od
[
[ et
Y .
o 148 Bo P
RIA% 0F ERQGARARC
\
e aa i cneidn da Pregnandiol
HRE . FimeR bRyt ptoupt ‘ : il

durante ol emDAT&RIO.




my./24Rs.

30—1

|
2 1 Ll i T T
5 0 7 o 210 280
D1AS DE EMHBARAZO
& B
g o Fig. 1l. Dosificaciones practicadas
: . a una sola paclients. S
‘% 4fa 20 del, ciclo menstrual que corr35pond6~‘*”
a dfa Le & 5° del smbarazl. .
2) Dosificaciones de pregnandiol durante el ciclo meqsgf
normal .- ‘ T
De las LY muesiras estudiadas en‘&a.fasevpr§egy§1§t‘
ciglo, en la gran mayorfia de estas se obtuvieron cifras p
TuysTon damadas AR gifer
. , dfas {entre lo= 5 y 12} #.

R g

]
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ﬁe los ﬁﬁcantradoéxen la segunda fase del Cicldveﬁihh¥ﬁﬁj¢?
Aébn»ciclos ovulatorios normales.: Es de hacer notar;quégﬁﬁél_;
quier valor por arriba de 1 wg. fué considerado cowmo féérg
tive de ciclos ovuiatorios. En esta pequefia serie 5010 56 obt
en orina de 2k horas.

vo una cifra superior s 5 me

o "

4} Dosificacldn de pregnandiol en ciclos anovulatorios ”,;g
(afas 18 al 25) .- R

En las 121 wuestras de pacientes con ciclos anOVulatoriﬁé

las c¢ifras de pregnandiol se encontraron por abajo de 1 mg.,eh
niveles parecidos a los obtenidos en pacientes durante léfpf
ra mitad d=1 ciclo menstrual., En la Figura 13 podemos Q?Qé:var
los valores encontrados, s indudable que esta prueba tlﬁhépr
gran vtilidad bara establecer la presencix de ciclos angvulaﬁb

. P Py - - -
rios durante el estudio de la funcion menstrual de la mujer.




~

Resultados.cbtenidcs‘en‘lisl
dos fases del ciclo. '

12.

Fig.

mge L2404
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ST e
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

. Hemos visto como se obtiene und hidrélisis completa de’

_euronidate de pragnandiol con el empleo de 300 unidades]d

daze por wl. de orina. A pesar de que nuestros r@sultadns;séhm

seme jartes a los obtenidos pov Bongiovanni (23) v Goldzieher —-=

acuerdo con los observados pox ftonan ¥y colabor

[+

(24) no estan 4

dores {27). Estos dltimos autores han ericontrado un mayor por-

centaje de hidrélisis cuando usan cantidades menores de Ketgdg

y que la efectividad de 1a nidrélisis desciende rédpidamente cu

do aumenta la cantidad de enzima de 300 unidades por wl. Esta

divergencia de 108 resultados no se sxplica facllmente, sSin ew

nuestros experimentos los esk

bargo hay que hacer notar que en

dios de hidrélisis se realizaron con orinas con un contenldougg

rado de glucurcnidato de pregnandiol de origen @ndéggno y 6ﬂ;§¥$

5 g
bio Ronan estudid i@ bidrélisis del esteroide conjugado, agregan
do el compuesto purc & Qna solucibén acuosd. Es pasible.qga en:
1a orina existan numerosos compuestos tambien conjuﬁa@05-31 § 
do slucurénico y aue 13 presencisa de istos compita con el con

. . AN cedw paguefias de
sade s pregnandiol ¥y AME dosis ped

iF

e msdr 2 SXS $IL &

ERRE

ripptes para Hidroll ZaT =

gk

fate, = PO

O Hean Bl
s Lt RPN

> N ;‘sﬁﬁ“:’}ﬁ! [nd o8 SRR SR G128

< ! EE N
b 3% X

™
e
e
a8
o
(%3
g
o
i
¥

gados aue earliiten &
3 3



DIGCUSION ¥ CONCLUSIONES

Hemous visto como se obtiene una hidrélisis'compleﬁa;dél
curonidato deo prepgnandiol con el ewpleo de 300 unidades de Ket
dase por ml. de orina. A pesar de qgue nusstros resultados son «

sema jantes a los obtenildoes por Bongiovanni {(23) v+ Goldzishier «-
§ i : 3

{(24) no estdn de acuerdo con los observados por Ronan y colabora

dores {27). Estos dltimos sutores han encontrade un mWayor pers

contaje de hidrdélisis cuando usan cantidades mencres de Ketodase!

do auwenta la cantidad de enzimue de 300 unidades pox ml. Esta
Qivergenaoia de los resultadoes no se explica facilmente, sin §m~
Dargo hay que hacer netar que en nuestros exprrimentos ios e(t
dies de hidrdlisis se realizaren con orinas con‘un contenide elg
vado de glucuronidato de pregnandiol de origen endéggno ¥
hio Ronan estucdid la hidrdlisis del esteroide conjugado, agr@gégg
do »1 compuesto puro a una solucidn acuosa, Es posible gue énf
1o erina existan nuneroses compuestos también conjug“dos,aigéq

compita con el con

413
s
prs
o
"

o gluvurénlﬂc vy que la presencia do

1s enzima sspecific

i
i
13

gado Jde oregnamiiol ¥y que ddosis pequenas

ne zean suficientss vara hidrallzar a

padoy que existeon en
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¢ia de glucuronidatos del Acido acetil salicilico,y alin poxr

" del prepnandiol, cuando Zste so encuentra en grandes cantida

como on los vasos de embarazo. Este efecto competitivo de otro

Fad

€2 .

lucuronidos prasentes on as orinss normales se pucde evitar wa

agrepgando cantidades extras de glucuronidasa. Tomandoe en cuenta

entos hechos, podriamas explicar la discrepancia observada a. in

L -
obtener una buena recuperacion del pregnandiol =

i
L

fesrir gque para

urinario es necesario tener una cantidad suficiente de ensima:p

P N o+ R s
ria hidrolizar todos los glucuronidatos presentes y que 82408 N0

compitan con la nidrdlisis del pregnandiol.

que tiene gran impeortancia, es la praparacian:

Un asnecto

fas columnas, asi como los volumenes de los solventes u_tilisi_a_d‘gz‘

> 5 . 4 s
durante al procedimiento. Ya hemos viste como fue necesaris mo

dificar la cantidad de solvente de acuerdo con el disefio de nus

tras columwnas y o Law condiciones esp@ciales de nuestro labsrate

P . ) .
Fio . Gabe asxpecto dabera seor tomadoe wmuy en cuentz cuando se

* N N . . X
pdaple 24t wmisme metodo &n onalquler OLro laboratorio.

. - N 3
Vale ta penda huaoer un pequeanc comentario en cuanto al proca




100°C en un tiempo cercano a dos horas. Con este proc

no fué posible obtener una acetilacidn completa, 1o cual 1

mostrado al realizar la segunda cromatograffia y no obtemne

el asteroids con elusiones de acetato de etilo al 5% en bencen

- r . . W e ’
y solo despues 4o pasar occstatoe de ~tilo pure se obtuve un com-

westo wis polar quo indudzblemente corrusponde al pregnandiol .

no acetilado. Este incounveniente se evite con el uso de peague

Aos voldmenes de piridina, en forma semejante & los procedinmie

tos habituales para 1a acetilacion de csteroides.

Los resultados obtenidos con 1las onfearmas embarazasusbh.

del todo semejantes & 1os informados por Bonan ¥y colaboradqrés

pero losvalores son inferiores a los obtenidos por Klopper ¥

£s interesante ver que al final del primer trime

RBrown (2°).

tre, Los valores obtenidos tieonden a disminuliy ¥ pmsiblemenﬁa

coincidan con el descense de 1a actividad del cuerpo amarillo

2 - e y -
1a iniciacidon de 1ta producclion de progasierona por la placentg

Ecte hechu observado previamente por Ronan hay que tomarlo en

cuenta cuando 50 realizan dosificaciones de pregnandiel'en.é

sdo, pues un descenso en los valores iniciales podris’

o'
3
e

3
pobt,
-

e @quiVGCﬁﬁRmuﬂi& come un dato de importancia en ngunbs-g@

de amenaza de aborio. Hux fﬁﬁéﬁtﬁ~$:"ﬁ&ﬁfifw?fuuﬁwﬁﬁIEE*




este método en'el‘estﬁﬁio de

En cu

anto a la utilidad de

funecidn ovarica, podemos decir que durante la primera_miigd_

ciclo menstrual, jas cantidades de pregnandicl enccntfé&é‘
rresponden posiblemente 2 precursores de origen suprérféﬁgx
ro el aumento de este metabolito durante 1= segunda mitad dgli
ciclo debera interpretarse cowo un aumento en la praduccién §3 

4a por el uue:gs

progesterona gque con toda seguridad es produci %
s 2 PR "
acidén del cuerpe inteo

amarillo del ovario. Ya que 1a form

consecutiva 2 1a ruptura de un folfculo maduro con 1a produC-==
# 2 . o

cidn concomitante de un ovulo, un aumente ciclico en la produc

cibn de progesterona podr{a interpretarse cOoino equivalents‘da'

H3

cicios gvulatorios.
En Ginecolagia Endécrina tiene una gran importancia e1 éc

i T ;
nocer la exintencia de 1la ovulacidn, y ya que esta prusba es T
1ativamente sencilla pars detectar un aumento cfclico dE’§r6 g
terona, €3 conveniente renerlia en cuenta para precisar aste

ndémenoc en izs mujeres estudiadas.
Con ésto no 5¢€ pratende sobrevalorar este métoda,‘yajgu
=5 Dien sabhido aque el fendmeno de la ovulacién solo se;p@édﬁ
gsepurar cuando € pero s pasiblé inf@rifLéfgg

: =t ugrinarie ¥ otras pruebas entra- ias.

s te DUBLTIRE Er e

tas cifran

sy B8 et It



T

La ériﬁtaiizacion del moco cervical y el éstudio‘éépiééx
Tu bvempseaturs besal. »

i la prictics y usando el métode antes desérifo;fﬁst
considersr que ouando una orina del dfa 19 é 20 de un’ciélb ti-
po de 28 afas contienes mds de 1 wg. eon 24 horas sugiere Ia pre-
amnclz A~ un cielo ovulatorio., Niveles inferiores a 1 mg, du--
vanta 1oy dfas L9 & 20 del ciclo se encuentran por lo general
a6 eielos anovulstorios.

Por altlwo vale la pena mencionar que en un laboratorid';-
con jnstalaciones y equlpo adecursdo, es posible que una{pgréoﬁ

sifeotus 40 dosifleanciones. a la semana.




CAPITULO V




ra adaptarla a las condiciones

2

del tercer itrimestre 105

RESUMEN

. Las modificaciones a la técnica

de nuestro medio en lo que se re

fiere a 1a acetilacidn v al volumen de soiventes usados, nos

permitieron estudiar ins P2R6 muestras ans L LlLRAAS, encentrando

ers las 54 mwuestras de orina de wujeres embarazadas que & partiy

valores ascendian hasta llegar 2 30

mg. en el ditime periodo del embayazo. En las 49 wmuestras de

orina en la Tase pre-ovulatoris del ciclo, la mayor parte’de.

ellas se encontraba por abajo de I mg. y en 1as L mujergs{¢§

ciclos ovulatorios, 1as cifras de pr@gnandiol estuvieron por -

arriba de 1 mp. BEn el estudio hecho a pacientes con ciclos{ﬁﬁa’

bien se encontraron

vulatorios (dias 18 al 25) los valores tam

por abajo de 1 mg. & sea paracidos a los cbrenidos en 1a prime

ra mitad del ciclo menstrual.
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