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Parg extraer de la orine este metebolito fundemental =
de la progesterona v cusntearlo se hen ideado varios métodos
descritos con enteriorided (1, 2, 3, Ly 55 65 7, 8)e Sin eme
bargo estos métodos exigen colecciones de grendes volimenes-
de orinas y son bastante inexsactoss

No fué sino hasta el desarrollo de la-espectrofotome--
trfa ultravioleta de los cromégenos de acido sulfdrico de o8
teroides (9) y la correcién de Allen (10) psra el cuanteo de
esteroides en mezclas impuras que se permitid establecer mé-
todos més semsibles.

La correcidén de Allen esté basedes en la determinacidne
del coeficiente de Extincibn de la méxime de asbsorcién en -=
LS m , no en relacibén con el cero de la ordeneda de la gqé
fica sino con el punto intermedio de una l1fnea que unen dos-
extremos equidistentes de esta curva tal como lo muestra le-

figura gue sigues



CORRECCION DE ALLEN
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ECUACION DE ALLEN
DOXx = DOy DO 5 DOB

EDUIVALENCIAS:

DOXy = Densidad Optice de la substancis X
que tiene un meximo de sbsorcién en la
longitud de onde x

DOy = Densided Optica en la longitud de onda
x de maxima absorcidn

DOp y DO = Densidades Optices en le longitu-

des de onda equidistantes a x



MATERTIAL

Metraces redondos de boca esmerilade de 500 ml.
Metreces Erlenmeyer de 250 ml,

Columes de crometografie de 11 mm. de didmetro.
Refrigerentes, tubos de enseye, pipetas, probetase
Reactivos y solventes usadost

HC1l concentreado, Q.P,

Tolueno de tercers destilacidn,

NaCl en NaOH 1N, al 25%

KinQ) el L % en NeOH 1N,

Benceno de tercera destilacidne

Alcohel de quinta destilacidne

Cloruro de acetilo,

NeHCO; al 8 %

Eter de Petréleo segunda destilacidne

Hexéno tercers destilacidne

Alémina con arena de plata.

Sulfito de sodio enhidro.

Acido sulfdrico Q.P.



METODO

El pregnandiol se elimina en le orina bajo la forma de-
glucoronidato sédico de pergnandiol y es necesario liberar-

lo por medio de una hidrélisis écide con Aoido clorhidrico

CH} C H3
c-Z0H c-ZoH
i
_H-OH + —~C-om
B HCL |
0
JJ— (I} g HO/ 0 (CHOH) 5
|
(THOH) 3 CH
|
L_ ?H COONa
COONg

Para esto se toma un 1/?0 perte del volimen totel de --
orina de 25 horas, se lleva a 150 ml. con agus destilede, se
sgregen 50 ml. de tolueno que es el solvente usado para ex-e
traer el pregnendiol y se pone a reflujoe

Cuendo empiezs la ebullicidn se sffaden 15 mle de foido-

clorhfdrico concentrsdo y se comtinfia la ebullicién 10 minu-



tos. Se enfrfa a chorro de sgus el mstraz, se sepera la capa
de tolueno y el extracto acuoso se reextree con 50 ml, mas =
de tolueno, Se combinan estos dos extrsesctos y se leven con -
25 ml, de la solucidn de cloruro de sodio en sosa normel.

Este lavado tiene por objeto eliminar compuestos fend-=
licos presentes en le orina que pueden interferir con la re=
sceidn coloride.

Se afiaden después 5 ml. de permanganato de potasio en =
sosa normel al I} % con objeto de oxidar el pregnendiol que -
pudiere existir y que més tarde seris motivo de error.

Se lava luego con agua destileda para eliminar el per--
mangenato, se filtra y se destila el tolueno sl vacio hasta-
ouedar un extracto seco, el cual se disuelve en benceno y --

serd el que se pase por la primers columne de slimina.
PRIMERA CROMATOGRAFIA

Se prepere una columnsa de gldmina con srena de plata de
tres cms. de slto por 11 mm. de difmetro, se lava con 20 ml.

I
de benceno para eliminer impurezas. Despues se pasa la frac-



cidn de pregnendiol disuelte en benceno y se sfisden 15 ml, =-
de une solucion de benceno=etanol al 045 % para eliminsr los
pigmentos urinerios, esta fraccidn se desechas Por dltimo el
pregnendiol que es uns substencis muy polar es eluida con 50
ml. de una solucidn de benceno-etanol al 0.8 %,

Se evepora el solvente y se acetils el prégnandiol con-
2 mls de cloruro de acetilo por espacio de unae hora. Se sfie-
den luego 25 ml, de éter de petrdleo, se lava con agua y con
bicerbonato de sodio al 8 % y nuevemente con agua o

La reaccibn del cloruro de scetilo con agua es muy vio-
lenta y es como sigues

CHBCOCL-}- HOH —> -CH5

El bicerbonesto de sodio elimina scideze

COOH + HC1,

El &ter de petrbleo conteniendo el discetsto de pregnen
diol es evavorsdo bajo corriente de nitrégeno a bsfio marfe,~
quedando el extrscto seco al que se le hace la segunda croma

tograffe para uns separacién més completes

SEGUNDA CROMATQGRAFIA

Se prepara uns columna de alfimina como la enterior, se-



pasa.hexéno para lavarla y luego el extracto disuelto en he
xéno. El diacetato de pregnsndiol que es unas substencis mu=
cho menos polsr gue el pregnandiol se eluye con 20 ml, de =
bencenoe

Se evapora este benceno bajo corriente de nitrdgeno en~
bafio meria., BEs diffcil aque despuds de la doble separacidn -
pueda heber algfn conteminente que interfiera la reaccidn -
de identificecidén y cusnteo. Esta esté baseda en la maxime-
de sbsorcidn que presente el cromégeno de &cido sulfirico -
de pregnsndiol en i25 m

La reaccidn se hace sfiadiendo sl extracto seco 5 ml, de
fcido sulfdirico Q.P. y 10 mgr. de sulfito de sodio anhidrb,
se deja reposar 17 horas al cabo de las cuales se lee el ==
espectrofotdmetro Beckman en las siguientes longitudes de ~
ondas 380 - L0O0 = 1125 - 1,50 - 70,

Se hace la corrsccidn de Allen,como ya se indicde

Le curve stendard contra lea que se comparan los problee
mas se hace con 100 y 200 gemmas de pregnendiol puro disuel

tas en asgus y corrides a través de todo el procedimientos



As{ mismo se prepars un testigo de resctivos y oontra 61 --
son lefdos tanto los estendards como los problemas. Los GQL
culos se hace como sigue:

El resultado de lss gemmas correspondientes a cada pro-
blema se multiplica por 20 ya aue se traebaja con un 1/20 -
del volumen totel de 2l; horas y se divide entre 1000, Se --

tiene asi mgrs. de pregnandiol en 2l horas.
PARTE EXPERIMENTAL

El écido sulfirico con los diferentes esteroides produce
diversas coloraciones que tienen su curva espectrofotométgi
ca especifica.

Lo primero que se hizo fué establecer la curva de absor
cidén del pregnandiol con écido sulfdrico.

Pera esto, una vez desarrollado el color emarillo carac
terfstico se leyé a diferentes longitudes de onda desde 200
hasta 600 m obteniéndose dos maximas de absorcidén en 330-
vy 1125 auedsndo 1s curva como lo muestra la figura (1).

Se escorib la longitud de onda de 425 para todas las --



lecturas posteriores por estar dentro de los 1{mites del 88
pecto visible.

Obtenide le curva de sbsorcién se estudid la reproduci-
bilided de lectures en dosis variables, primero de pregnan-
diol puro y luero de pregnandiol acetiledo.

Para esto se tomsron centidades crecientes de pregnen--
diol de 25 a 500 gammas y se les sfladid Acido sulfidrico y -
sulfito de sodio anhidro, después de 17 horas se ley6 en el
espectrofotdmetro obteniéndose una relacidn lineal casi per
fecta.

Fn el caso de pregnendiol acetilado la relacidén linesl-
tembién fué evidente. Las figuras 2 y 3 lo demuestren grafi
camente.

En vista de la relacidén linesl presentads tento en la -
forma pura como en la formas acetilada del pregnandiol se eS
tudid el comportemiento del pregnandiol en las columnes.

Despuds de elgunos enseyos se usé elumina laveda oon ==
acetato de etilo y deactivada a la temperatura de 180°C por

dos horss.



Este slimine se conserva en desecador con Acido sulfdri
co 21.5N.

Se useron columnes de 20 cms, de slto por 1l mms. de --
diémetro. Le slture de ls columna de slimine es de 3 cms. y
los solventes nare el ceso del pregnendiol no scetiledo fue
ron: benceno, nenceno-etanol 0.8% y benceno-etanol el 5% -
aue son los aue indicen le técnice originsl de Klopper (11)
¥ se recozieron frescciones de 2 en 2 ml. de los elusdos, --
después de evenorsr el solvente se %izo reaccién de acido -
sulfirico y se 7id nue el prernsndiol puro es elusdo en le-

solucidn 4e zerceno et

N

nol sl N.6% desde los primeros ml. -
que pssen, Xlonter 4ice aue eg elusdeo en ¢l benceno-stsnol-
» - ’

r ernezrgo en los enseyos oo demostro aue 63 elusdo-

rd
mern evsnal sl G54 wor 1o nue fue necegerio pg--

Q
Q
13
D
b
Il
O
'~
O

m
[\
|
i
O
P

neome s e nnlyente menon polsr oue cote mie ell

i

4 4
. . . ; 3l
intrn Liveersen o lpnurcaus, npiono epoopio uns goluclon -

rd rd - .
51 UOUE e ne e denpuen do o nuuer levey

’ —

TE Lenten ety

3 ) -
L, st rers taesniniefits s nuer LEERG, Gl

corvp &,
A Y]

O
]

‘ X
wueltha 6} Grepnundiol y e recii



el eluado en frecciones de 5 ml. Se encontrd que con los -
primeros 15 ml. era suficiente para eliminar impurezas y -~
pigmentos yas que, pesada esta centidad el pregnandiol comen
zaba & ser eluado. Después se pasé el benceno-etsnol al --
0.8% pera eluar todo el pregnandiol de la columna.

Quedaron entonces determinadas les cantidades de los di
ferentes solventes usados como sigue:

Pare el lavado de la columma 20 wml. de benceno.

Para pasar el pregnandiol a la columna 20 ml. de bence-
no.

Para eliminar pigmentos 15 ml. de benceno~etsnol el ==
0.5%.

Por tltimo 50 ml. de benceno~-etanol al 0.8% para reco--
zer todo el pregnandiol no acetilado. La figura (4) lo mues
tra clarsmente.

Para el estudio de la segunda columnsa se procedié con~-
forme la técnicae original. Esta indice que después de tenmer
el pregnandiol acetiledo disuelto en éter de petrdéleo, sea-

’
con este solvente con el que se pase & la columna y despues



se sluya con benceno,

Se trabajaron asf veriass columnas, pero el &ter de pe==
tréleo por ser ten volétil de luger a la formecidn de burbu
jes de aire dentro de la columna, descomponiéndola, por lo-
aue se determind evaporar el &ter de petrdleo y usar como =-
solvente tento pesra lsvar la columna como para pasar el di-
scetato de pregnandiol, hexéno. Se recogid en fracciones de
2 ml, hasta 20 ml. en los dos casos y luego se pasd benceno.

El diescetsto de pregnandiol es eluado desde los prime--
ros mls. de benceno. Se passron luego benceno-etanol al -=
0.8% y benceno-etenol el 3% para comprober aue todo hebia =
sido ya elusdo en la fracoidn de benceno. La figura (5) de-
muestra el comportemiento de esta columa,

Se estudid la pérdida del esteroide ocasioneda en los =
pasos fundementasles de ls reecciln y se encontrd que le ace
tilecidn no disminuye la recuperscién de esteroide. (ouadro

NO. l)o



RECUPERACION DE PREGNANDIOL

Después de scetilsr con Cloruro de Acetilo

Cantided DoO. antes D.0. después Promedio de

en gemmas de ascetilar de acetiler recuperacién
50 0062 058
98.2%
50 <06l 0066
100 0125 123 '
' 101,%
100 «128 «130

Se determind tembién la pérdida ocasineds por el paso a-
través de las columnas y se obtuvieron los siguientes datos=-

(cusdros 2 y 3),



RECUPERACION DE PREGNANDIOL PURO DESPUES DE SEPARAR EN

COLUMNA DE ALUMINA,

Cuasdro No, 2

Cantidades D.0. sntes D.0, después Promedio de
en gammas de paser por de paser por recuperacidn
colunna columna
97.2%
50 «115 ,108
100 ’ [ ] 200 ] 195 .
' ’ 97.9%
100 220 0215

RECUPERACION DE PREGNANDIQL ACETILADO DESPUES DE SEPA«e
RAR EN COLUMNA DE ALUMINA,

Cuadro No. 3

Tubo Centided ori- Columna D.0. Recuper acidn

gingl gammas

1 250 - 0650 -
2 250 - H6lio -
3 250 SI o670 103%
N 250 SI 0630 oT%



L4 . [
La perdida por extraccion la muestra el cuadro que ==

sigues
RECUPERACION POR EXTRACCION
Cantidad D.O. entes D.0. después Promedio de
Original de extraccién de extracoién  recuperacidn
Gemmas
100 0166 171
' 98,8%
100 o176 .168
200 93h5 gihe
99.L%
200 0350 o3L5

Hay que tener en cuente aue la Densided Optioa verfe de
acuerdo con el lote de Acido sulfirico usado.

Para estudisr la recuperscién de pregnendiol sfiadido a=
orina se hicieron compsraciones entre orina y orina mas 100-
games de pregnendiol, las recuperaciones ohtenidas son las-

siguientess



RECJUPZRACION DE 100 GAMMAS DE PREGNANDIOL DE ORINA

Registro KNombre Orina Orina més % de Reouperacidn
100 gammas
A=559 Cola a,0 950 110 %
A-L15 GeRo 5L U5 o1 %
Q~82 CeAeC. 880 975 95 %
Q=149 FeHe 85 175 Q0 %
0=158 HoRo 285 380 95 %
Q=159 E.H. 136 a2 10 %
Q-171 R.H. 63 150 87 %
0~184 RoHe L8 138 90 %
0188 CaCe 953 1065 112 %
Qw223 Tolo 78 183 105 %
Q=224 VoRo 5l 6 92 %
Qe225 JeAe 125 23l 109 %
Q=228 GaLa 20 116 a5 %
Q=229 TeRo 156 262 106 %
Q5230 Joho 310 392 82 %
Q=231 Tehs 102 206 1w, %

Promedio de recuperacidn 98 %




[}

UTILIDAD CLINICA DEL METODO
El procedimiento anteriormente descrito fué emplesdo en-
la determinecidn del pregnandiol urinario en pacientes del-
Hospital de Enfermedades de la Nutricidn.
En un grupo se hizo la determinacién de pregnandiol en-
pacientes del sexo femenino que subdividimos en:
8).~ En las que se suponia una insufiociente produccidn~

de progesterona, los resultedos que se obtuvieron fueron:

Registro Nombre Diagndstico Resultado
a-9L A. G, Esterjlidad 1.73 mg.
Secundaria
0-171 R. H. Difucién ovarica - 1.28 mg.
Q-18L4 R. H. Difucidn ovérica 0.96 mg.
0-228 G. L. Hipemenorrea 0.y mg.

A-115 G. R. Difucién ovarica 0.98 mg.




b).- En aquelles en las que la produccidn de progestero

na deblera estar elevedam, los resultados fueron 1os siguien

toss

Registro Nombre Disgnoéstico Resultado
0-82 Co As C. Embarazo 17.6 mg.
0-160 C. R. C. " 10.10 mg.
0-188 c. C. n 19.3 mg.
A-559 C. M, n 16.9 mg.
A-601 D. A. " 14.12 mg.

En el segundo grupo se observan los resultedos obteni--
dos en pacientes del sexo masculino a los aque se determiné-
pregnandiol urinario sntes y después de la sdministracidn -

de 50 mg. de progesteronsa.

Registro  Nombre Antes de Después de
Progesteronsa Progesterona
Q"’lhg Gc H- 106 mg. 2.88 mg‘

0-150 HQ Ro 1.58 mg. 5.6)_[. mg-
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Registro  Nombre Antes de Después de

Progesterona Progesterona
N-223% T, A, 1.6 mg. 2.1 mg.
0-22); V. R, 1,08 mg. 3.28 mg.
N-225 J. A, 1.5 mg. 6.02 mg.

El método propuesto como puede observarse, setisfizo ==

las pruebas de utilidad clfinica & que fué sometido.
CONCLUSIONES

l.- El sislemiento y puriricecidén del pregnendiol son -
posibles por medio de procedimientos sencillos y répidos.

2.- El método de cuantificacidn prmite detectar cantida
des tan bajas como 20 gemmas del esteroide por lo aue es po
sible utilizer vollmenes pequefios de orina. En las determi-
naciones ! »chas s personss normeles, los valores encontra--
dos son  acordantes e su estedo fisiolégico. Este método -
de detrminecidn estéd siendo utilizado en la actualided pars

’
determine~ la influencias aque slgunos carbonos del nucleo -~



esteroide o lss sustituciones de sus hidroxilos pueden tener
en ls supresién de hormonas gonadntréfices. Este trebajo se-
reslizs en colsborscién con los Laborstorios Syntex pare tra
tar de determinsr lo siguiente:

8)e- Si 18 eliminscidn del metilo anguler del carbono 19
suments ls sctivided entigonadotréfice.

b) .- Pers determiner si le scetilacidn en el hidroxilo -
del carbono 17 de ls 17 hidroxi-progesterona suprime la ---
sccidn ponadotrdofica de ls pituiterie.

¢).- Para conocer la influencia que las dobles ligaduras

en los carbonos 1, y L, puedan tener sobre la pituitarie.



DENSIDAD OPTICA
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DENSIDAD OPTICA
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DENSIDAD OPTICA
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DENSIDAD OPTICA

COLUMNA DE PREGNANDIOL PURO CON LOS DIFERENTES

SOLVENTES USADOS Fig. &4
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DENSIDAD OPTICA
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Hexano diol 0.8 %
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