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Pera extraer de le orina este metabolito fundamental -

de le progesterone. y cuenteerlo se hen idee.do varios m~todos 

descritos con enteriorided (1, 2, 3, 4, 5, 6, 11 8)~ Sin em-

bargo estos métodos exigen colecciones de grandes vol~enes-

de orina y son bastante inexeotos. 

No f'ué sino hasta el desarrollo de le. espeotrofotome--

tr!e. ultravioleta de los cromógenos de ácido sulfÜrioo de es 

teroidea (9) y le correción de Allen (10) pera el cuanteo de 

' # # asteroides en mezcles impuras que se permitio establecer me-

todos m's sensibles. 

La correción de Allen está base.de. en le determinaoi~n-

del coeficiente de Extinción de 1 a mfucime. de absorción en --

425 m , no en relación con el cero de la ordenada de le. gr,! 

fice. sino con el punto intermedio de une l!nee. que unen dos-

extremos equidistantes de este. curva tel como lo muestre. le.-



CORRECCI ON DE .AEir.EN 

a 
e+b 

2 

Longitud de onda 

ECUACION DE ALLEN 

DOXx = DOx 

EOUIV.ALENCIAS: 

DOA DOB 
2 

B 

DOXx = Densidad Optica de la substancia X 
que tiene un ma:x:imo de absorción en le. 
longitud de onde x 

DOx = Densidad Optica en la longitud de onde 
x de mexime absorción 

DOA y DOs = Densidades Optice:s en la longitu­
des de onda equidistantes a x 



MATERIAL 

Matraces redondos de boca esmerilada de 500 ml. 

Matraces Erlenmeyer de 250 mlo 

Columnas de cromatograf{a de 11 mm. de diámetro. 

Refrigerantes, tubos de ensaye, pipetas, probeta.so 

Reactivos y solventes usadost 

HCl concentrado, Q.P. 

Tolueno de tercera destilación. 

NaCl en NaOH lN. al 25% 

KMnDJ+ al 4 % en NaOH lN. 

Benceno de tercera destilaciÓno 

Alcohol de quinta destilación. 

Cloruro de acetilo. 

NaHco3 al 8 % 

Eter de Petróleo segunda destilaciÓno 

He:x:áno tercera destilación. 

Almnina con arena de plata .. 

Sulfit;o de sodio anhidroo 

Acido sulfúrico Q.P. 



METODO 

El pregnandiol se elimina en la orina bajo la forma de­

gluooronidato sódico de pergnandiol y es necesario liberar­

lo por medio de una hidrólisis 'oida con 'oido olorhÍdrioo 

H-QH 
HCl 

H 
1 

1.~-0H 
O ( CHOH) 3 

L~H 
1 
COONa 

Para esto se toma un 1/20 parte del volúmen total de --

orine. de 25 horas, se lleva a 150 ml. con agua destile.da, se 

agregan 50 ml. de tolueno que es el solvente usado para ex--

traer el pregnandiol y se pone a reflujo. 

Cuando empieza la ebullición se añaden 15 ml. de 'oido­

clorhÍdrico concentrado y se continúe. la ebullición 10 minu-



tos. Se enfría a chorro de agua el matraz, se separa la oepe 

de tolueno y el extracto acuoso se reextrae con 50 ml. más -

de toluenoo Se combinen estos dos extra.otos y se lavan oon -

25 ml. de le solución de cloruro de sodio en sosa normal. 

Este levado tiene por objeto eliminar compuestos fencS-­

licos presentes en le orina aue pueden interferir con la re­

ecoi~n colorida. 

Se affaden después 5 mlv de permanganato de potasio en -

sosa normal al 4 % con objeto de oxidar el pregnandiol que -

pudiere existir y oue más tarde sería motivo de error. 

Se lava luego con agua destilada para eliminar el per-­

manganato, se filtra y se destila el tolueno al vacío hasta­

auedar un extracto seco, el cual se disuelve en benceno y -­

será el que se pese por la primera columna de el~ine. 

PRIMERA CROMATOGRAFIA 

Se prepare unA columna de alúmina con arene de plata de 

tres cms. de alto por 11 mm. de diámetro, se lave con 20 ml. 

de benceno pera eliminar impurezas. Después se pase le freo-



ción de pregnendiol disuelta en benceno y se añaden 15 ml. -

de una solución de benceno-etanol al 0.5 % pera eliminar los 

pigmentos urinarios, esta fracción se deseoha. Por Último el 

pregnandiol que es une substancia muy polar es eluida oon 50 

ml. de una solución de benceno-etanol al o.8 %. 

Se evapora el solvente y se acetila el pregnandiol oon-

2 ml. de cloruro de acetilo por espacio de una hora. Se efl.a­

den luego 25 ml. de ~ter de petróleo, se lava con agua y con 

bicarbonato de sodio al 8 % y nuevamente oon agua o 

La reacción del cloruro de acetilo co~ agua es muy vio-

lenta y es como siguet 

-CH.f OOH + HCl. 

El bicarbonato de sodio elimina acidez. 

El éter de petróleo conteniendo el diacetato de pregn~ 

diol es evauorado bajo corriente de nitrógeno a baño mar!a,­

quedando el extracto seco al que se le hace la segunda croma 

tograf!a para una separación más completa. 

SEGUNDA CROMATOGRAFIA 

Se prepara uno columna de al~ina como le anterior, se-



pasa hexáno para lavarla y luego el extracto disuelto en he 

xfuio. El diaoetato de pregnandiol que es una substancia mu­

cho menos polar que el pregnandiol se eluye con 20 ml. de -

bencenoo 

Se evapora este benceno bajo corriente de nitrógeno en­

baffo maría. Es dif!cíl que después de le doble separación -

pueda haber algún contaminante aue interfiera la reacción -

de identificación y cuanteo. Esta está basada en la má:x:ima­

de absorción que presente el cromógeno de ácido sulfúrico -

de pregnandiol en 425 m 

La reacción se hace añadiendo el extracto seco 5 ml. de 

ácido sulfúrico QoPo y 10 mgrn de sulfito de sodio anhidros 

se deja reposar 17 horas al cabo de las cuales se lee en -­

espectrofotómetro Beckman en las siguientes longitudes de -

ondat 380 - 400 ... 425 - 450 - 470. 

Se h~ce la corrección de Allen,como ya se indicÓo 

La curva standard contra la que se comparan los proble­

mas se hace con 100 y 200 gammas de pregnandiol puro disue.!,. 

tas en agua y corridas a través de todo el procedimiento. 



As! mismo se prepara un testigo de reaotivos y oontra él -­

son leídos tanto los estandards oomo los problemas. Los cál 

culos se hace como sigue: 

El resul teda de las gammas correspondientes a cada pro­

blema se multiplica por 20 ya que se trabaja con un 1/20 

del volÚmen total de 24 horas y se divide entre 1000. Se 

tiene así m.grs. de pregnandiol en 24 horas, 

PARTE EXPERIMENTAL 

El ácido sulfúrico con los diferentes asteroides produce 

diversas coloraciones que tienen su curva espectrofotométr2:_ 

'r· ca especi ice. 

Lo primero que se hizo rué establecer la curva de absor 

ciÓn del pregnandiol con ácido sulfúrico. 

Para esto, una vez desarrollado el color amarillo caree 

ter!stico se leyó a diferentes longitudes de onda desde 200 

hasta 600 m obteniéndose dos máximas de absorción en 330-

y 425 quedando le curva como lo muestra la figura (1). 

Se esco~ió le longitud de onda de 425 para todas las 



lecturas posteriores por estar dentro de los 1!mites del as 

pecto visible. 

Obtenida le curva de absorción se estudió la reproduci­

bilidad de lecturas en dosis variables, primero de pregnan­

diol puro y luego de pregnandiol acetilado. 

Para esto se tomaron cantidades crecientes de pregnan-­

diol de 25 e 500 gammas y se les añadió ácido sulfúrico y -

sulfito de sodio anhidro, después de 17 horas se leyó en el 

espectrofotómetro obteniéndose une relación lineal casi pe!_ 

feota. 

En el caso de pregnandiol acetilado le relación lineel­

también rué evidente. Las fi~uras 2 y 3 lo demuestran gráf! 

camente. 

En vista de la relación lineal presentada tanto en la -

forma pura como en la forma acetilada del pregnandiol se es 

tudiÓ el comportamiento del pregnandiol en las columnas. 

Después de algunos ensayos se usó alúmina lavada con -­

acetato de etilo y deactivada a le temperatura de 180ºC por 

dos horas. 



Este elÚmine se conserve en desecador con ácido sulfúri 

co 21. 5N. 

Se usaron columnas de 20 cms. de alto por 11 mrns. de --

diámetro. Le altura de le columna de elÚmine es de 3 cms. y 

los solventes Jara el ceso del pregnandiol no acetiledo fue 

ron: benceno, benceno-etanol o.8% y benceno-etanol al 3% --

aue son los ~ue indic&n le técnica original de Klopper (11) 

y se reco~ieron fracciones de 2 en 2 ml. de los eluados, --

después di:: e-ranorar el aol nmte se hizo reacción de ácido -

sulfúrico y se 7iÓ ~ue el prerrnrmdi.ol puro es eluado f.:ln la-

sol uciÓn de ·:::enr::eno eti::nol al 0J3'/,, def3de loa primr;;roa ml. -

' , 
l~j~t;.fJ!'. J fJ l)fJ1; ii r;]. 'J'; i :,.n -



el eluado en fracciones de 5 ml. Se encontró que con los -

primeros 15 ml. era suficiente para eliminar impurezas y -­

pigmentos ya oue, pasada esta cantidad el pregnandiol oomeE_ 

zaba a ser eluado. Después se pasó el benceno-etanol al 

0.8% para eluar todo el pregnandiol de la columna. 

Quedaron entonces determinadas las cantidades de los di 

ferentes solventes usados como sigue: 

Para el lavado de la colunma 20 ml. de benceno. 

Para pasar el pregnandiol a la columna 20 ml. de bence-

no. 

Para eliminar pigmentos 15 ml. de benceno-etanol al 

0.5%. 

Por Último 50 ml. de benceno-etanol al 0.8% para reco-­

ger todo el pregnandiol no acetilado. La figura (4) lo mues 

tra claramente. 

Para el estudio de la segunda columna se procedió con-­

forme la técnica original. Esta indice que después de tener 

el pregnandiol acetilado disuelto en éter de petróleo, s~a­

con este solvente con el que se pase a la columna y después 



se eluya con benceno. 

Se trabajeron as! varias columnas, pero el éter de pe-­

trÓleo por ser tan vol~til da lugar a la formación de burb~ 

jas de aire dentro de la columna, descomponiéndola, por lo­

que se determinó evaporar el éter de petróleo y usar como -

solvente tanto para levar la columna como para pasar el di-

acetato de pregnandiol, hex~oo Se recogió en fracciones de 

2 ml. hasta 20 ml. en los dos casos y luego se pasó benceno. 

El diacetato de pregnandio~ es eluado desde los prime-­

ros mls. de benceno. Se pasaron luego benceno-etanol al 

o.8% y benceno-etanol al 3% para comprobar aue todo hab!a -

sido ya eluado en la fracción de benceno. La figura (5) de-

muestra el comportamiento de esta columnao 

Se estudió la pérdida del esteroide ocasionada en los -

. " t , 1 pasos fundamentales de la reaccion y se encon ro que a ac~ 

tileciÓn no disminuye la recuperación de asteroide. (cuadro 

No. l)o 



RECUPERACION DE PRDiNANDIOL 

Después de ecetiler con Cloruro de Acetilo 

Cantidad 

en gammas 

50 

50 

100 

100 

DoO• antes 

de acetilar 

.o62 

.o64 

0125 

.128 

D.O. después 

de acetiler 

.058 

.066 

.123 

.130 

Promedio de 

recuperación 

98.:2% 

101.% 

Se determinó también le pérdida ocasinada por el paso a­

través de les columnas y se obtuvieron los siguientes datos­

(cuadros 2 y 3) 0 



RECUPERACION DE PREGNANDIOL PURO DESPUES DE SEPARAR EN 

COLUMNA DE ALUMINA. 

Cuadro No. 2 

Cantidades n.o. antes n.o. después Promedio de 

en gammas de pasar por de pasar por reouperaoión 

50 

50 

100 

100 

columna 

.115 

.200 

.220 

oolumne. 

.103 

.lo8 

0195 
97.9% 

.215 

RECUPERACION DE PREGNANDIOL ACETILADO DESPUES DE SEPA-· 

R.AR EN COLUMNA DE ALUMINA. 

Cuadro No. 3 

Tubo Cantidad ori- Columna n.o. ReouperaoiÓn 

ginal gammas 

l 250 .650 ... 
2 250 • 640 .. 
3 250 SI .670 103% 

4 250 SI .630 97% 



La pérdida por extraooiÓn la muestra el ouadro que 

sigues 

Cantidad 

Original 

Gannnas 

100 

100 

200 

RECUPERACION POR EXTRACCION 

D.O. entes 

de extracción 

0350 

, n.o. despues 

de extracoiÓn 

.171 

.168 

Promedio de 

reouperaoión 

98.8% 

Hay que tener en cuenta aue la Densidad Optioa var!a de 

acuerdo con el lote de ácido sulftñ-ioo usado. 

Para estudiar la recuperación de pre~nandiol afladido a-

orina se hicieron comparaciones entro orina y orina más 100-

gannnas de pregnandiol. las reouperaciones obtenidas son las-

siguientes r 



RECj?:::::R;.CION DE 100 GAMM.a.s DE PREGNANDIOL DE ORINA 

Registro No:nbre Orina Orina más % de ReoupernoiÓn 
100 gammas 

A-559 e.u. a!+o 950 110 % 

A-415 G.R. 5l 145 91 % 

Q-82 e.A.e. 880 975 95 % 

q .. 149 ·Je Ro 85 175 90 % 

Q ... 158 H.R. 285 380 95 % 

Q-159 E.H. 136 ~ lci+ % 

Q-171 R.H. 63 150 87 % 

Q-184 RoHo 48 138 90 % 

Q~l88 e.e. 953 lo65 112 % 

Qtro223 T.A. 78 183 105 % 

Q-224 VoR• 54 146 92 % 

Q-225 J.A. 125 234 109 % 

Q-228 G.L. 20 llh %% 
q .. 229 "{ oRo 15') 262 lo6 % 

Q-230 T f 
t..! o.l'-o 310 392 82 % 

Q-231 T.A. 102 2o6 lci+ % 

Promedio de recuperación 98 % 



UTILIDAD CLINICA DEL METODO 

El procedimiento anteriormente descrito rué empleado en-

le determinación del pregnandiol· urinario en pacientes del-

Hospital de Enfermedades de la Nutrición. 

En un grupo se hizo la determinación de pregnandiol en-

pacientes del sexo femenino que subdividimos en~ 

a).- En las que se suponía una insuficiente producción-

de progesterona, los resultados que se obtuvieron fueron~ 

Registro Nombre Diagnóstico Resultado 

Q-94 A. G. Ester~lidad l.73 mg. 
Secundaria 

Q-171 R. H. DifuciÓn 
, . 

ovario e 1.28 mg. 

Q-184 E. H. Difución 
, . 

ovario a 0.96 mg. 

Cl-228 G. L. Hipemenorrea 0.4 mg. 

A-415 G. R. Difución ovárica 0.98 mg. 



b).- En aquellas en las que la producción de progester~ 

ne debiera estar elevada, los resultados fueron los siguie_!! 

tes: 

Registro Nombre Diagnóstico Resultado 

0-82 c. A. c. Embarazo 17.6 mg. 

Q-160 c. R. c. " 10.10 mg. 

Q-188 c. c. " 19.3 mg. 

A-559 c. M. " 16.9 mg. 

A-601 D. A. " 14.12 mg. 

En el segundo grupo se observan los resultados obteni--

dos en pacientes del sexo masculino a los aue se determinó-

pregnandiol urinario antes y después de la administración -

de 50 mg. de pro~esterona. 

Registro Nombre Antes de Después de 
Progesterona Progesterona 

Q-149 ªº H. 106 mg. 2.88 mg. 

Q-150 H. R. 1.58 mg. 5.64 m~. 
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Registro Nombre Antes de Después de 
Pr ogesterone. Progesterone. 

0-223 T. A. 1.6 mg. 2.1 mg. 

0-224 v. R. 1.08 mg. 3.28 mg. 

0-225 J. A. 1.5 mg. 6.02 mg. 

El método propuesto como puede observarse. satisfizo 

las pruebas de utilidad clínica a que fué sometido. 

e o N e L u s I o N E s 

1.- El aislamiento y purii'icación del pregnandiol son -

posibles por medio de procedimientos sencillos y rápidos. 

2.- El método de cuantificación prmite detectar cantida 

des tan bajas como 20 gammas del asteroide por lo que es p~ 

sible utilizar volúmenes pequeflos de orina. En las determi-

naci0nes l ~ohes e persones normales. los valores encontra--

dos son ncordentes e su estado fisiológico. Este método -

de detrmineciÓn está siendo utilizado en le actualidad para 

determine::- la influencia que algunos carbonos del núcleo --



asteroide o las sustituciones de sus hidroxilos pueden tener 

en le supresión de hormonas gonadotrÓficas. Este trabajo se­

reelize en colaboración con los Laboratorios Syntex pera tra 

tar de determinar lo si~uiente: 

a).- Si la eliminación del metilo angular del carbono 19 

aumenta la actividad antigonadotrÓfica. 

b).- Para determinar si le acetilación en el hidroxilo -

del carbono 17 de la 17 hidroxi-progesterona suprime la 

acción gonedotrÓfica de le pituita.ria. 

c}.- Pera conocer la influencia que les dobles ligaduras 

en los carbonos 1, y 4, puedan tener sobre le pituitaria. 
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COLUMNA DE PREGNANDIOL PURO CON LOS DIFERENTES 
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