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INTRODUCCION 

l as hormon~ s s on 8u bsta ncias se c i'e t .d: s ~0 r l a s 

cé lulus de l [l. s gL índulu.s e nd6c r inas ;;· l J evad.ts d i , ·ec ta 

ment e a la sangre o loo lÍquido s inters t icü t l es , p r·od~ 

c i endo e f e c to s , y a s ea J.irr i t< . d o::~ o am : ·l ~ o u , •d s 1 e c í t'i- 

c os o e e nerale s . ~s to s efectos produce n u , o di .~ . .' icac i ones 

e n e l n.et,-.l. bolisL. .o o e n l a i'un ,::: ión de o t .ros ór~~anos, 

~lándulci G o te j idos , l lam~d o s Ór6dno s bl a nc o d ~ las ' 

horu,ona s. ( 1 ) 

El U:c..yor grUi•O de h orl! Oni:::t. :J qu íu.icume nte se lLe J~!!. 

tes en el or~anismo son corupue :;;; to s esterc i de s que c o~

prenden la :;;; secreciones e~d6crinas du ova r ios , testí cu 

l os y corteza supra r 1.•ena l, l u.:;;; cua les tiene n unu e s -·

tructur~.l. bás ic .. J. seme j a n te que C OI• pa rte n con el c oles t e 

rol, ácidos biliares, ergosterol, vita ni na D y gluc6si 

dos cardia cos. (2 ) 
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El análisis de hormonas asteroides, tiene una 

gran importancia en la medicina clínica, teniendo su ma

yor aplicación en el campo de la investigaci6n pues ayu

da a profundizar en los conocimientos sobre biosintesis 

y metabolismo de las hormonas; en el campo diagnóstico, 

valorando cuantitativamente la actividad y funcionalidad 

de las glándulas relacionadas con la producción de horm~ 

nas asteroides; y por último en el campo terapéutico, de 

terminando los efectos de diversos tratdmientos sobre la 

actividad de ciertas glándulas (3) 

Los procedimientos para valorar la funcionalidad 

de las glándulas productora~ de asteroides se basan en -

la determinación bioquímica de ciertas hormonas o de sus 

metabolitos excretados en sangre u orina. (1) 

Estos procedimientos tienen significado fisiol6-

gico y clinico diverso, pues informa sobre aspectos dis

tintos de la biosíntesis de las hormonas y sus reaccio-

nes metabólicas que terminan con la eliminaci6n de estas 

hormonas o sus metabolitos. (3) Una de las hormonas que 
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ha despertado gran interés por su importancia es la pro

gesterona, hormona sexual femenina, cuya estructur~ org! 

nica es la siguiente; (4) 

o 

e~ 
1 

C=O 

La progesterona es secretada en el ovario por el 

cuerpo amarillo durante la fase post-ovulatoria del ci-

clo menstrual y en grandes cantidades a través de la ge! 

taci6n por el cuerpo lúteo y la placenta . Pequeñas can 

tidades son secretadas por la corteza adrenal en ambos -

sexos. Esta hormona es causante de la anidaci6n del 

huevo fertilizado y de la inhibici6n de las contraccio-

nes uterinas durante la gestaci6n. (1) (5) 
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La progesterona influye en otras funciones biol~ 

gicas diversas como la retención de sodio y cloruros, -

también puede aumentar la temperatura y el metabolismo -

basal del cuerpo. ( 6) 

Cuando aumenta o disminuye su concentración pue

de producir alteraciones importantes de gran significa-

ción clínica. Los valores de progesterona aumentan en 

el embarazo, síndrome de Stein-Leventhal, hirsutismo sim 

ple, tumores de células de Leydig, pubertad precoz. Dis 

minuyen en casos de aborto, eclampsia, metropatía hemo-

rrágica, parto (tanto prematuro como espontáneo) y este

rilidad. (1) (3) 

Las principales aplicaciones que tiene en clínica 

la determinación de este esteroide son; como control de 

la evolución del embar~zo, en algunas alteraciones fun-

cionales del cuerpo amarillo, en el diagnóstico de la a

menorrea y en el diagnóstico del síndrome de Stein-Leven 

thal. ( 3) 
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No existen métodos específicos para determ~nar 

la progesterona pues no es eliminada del organismc· como 

tal sino que sufre una transformaci6n a 5~-Pregnan Jo<.-

2~- dial (pregnandiol). Esta substancia que se forma 

en el tejido hepático se conjuga con el ácido glucur6ni 

co formándose el glucur6nido de pregnandiol el cual es 

fácilmente eliminado por la orina. (8) 

o 

Progeaterona 

CH~ 
1 

c=o 

Pregnandiol 

i 

Glucuronidato s6dico de pregnandiol 
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La eliminación urinaria del pregnandiol no co

rresponde a la cantidad total de hormona secretada, pero 

repr~senta una proporción aproximada de la cantidad pro

ducida durante el periodo de recolecci6n de la orina. 

Así, el análisis urinario de pregnandiol refleja de mane 

ra indirecta el índice de producci6n end6gena de proges

terona. ( 3) ( 1) 

Los procedimientos principales de análisis requi~ 

ren ciertos pasos generales que son; hidr6lisis , extrac

ci6n, purificación, separaci6n y determinación cuantita

tiva final. (2) 

La mayoría de los est~roides se encuentran en la 

orina corno conjugados acuosolubles de ácido glucur6nico 

y ácido sulfúrico, lo que obliga a liberdrlos por medio 

de la hidrólisis, la cual puede ser de dos tipos; hidr6 

lisis ácida é hidr6lisis enzimática. (2) 

Después de la hidr6lisis, los asteroides libres 

son poco solubles en soluci6n acuosa, así se agr~gamos -
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un disolvente orgánico inrniscible pasarán estos por ex

tr~cci6n a la cava orgánica. Repitiendo el proceso ase

guraremos la recuperdci6n máxima de asteroides. (2) 

A menudo se extraen junto con los asteroides subs 

tancias que interfieren en las etapas finales de la téc-

ni ca. La purificaci6n final puede lograrse por extra~ 

ci6n sucesiva con otros solventes, así como también ha-

ciendo us o de la cromatografía en columna. 

Para la estimaci6n cuantitativa se utilizan dis-

tintos métodos que pueden clasificarse en tres catego 

rías; procedimientos calorimétricos, fluorimétricos y 

cromatográficos. (3) (1) Los nuevos descubrimientos han 

dado lugar a la introducci6n de técnicds mas especializ~ 

das como son la cromatografía de gases con el uso de co-

lumnas capilares, programadores de temperatura, disposi-
• tivos aut6maticos, detectores de captura electr6nica , --

etc. (3) 

Los métodos actuales que mas prometen al analista 

clínico por su gran eficiencia son; los de evaluaci6n de 
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compuestos marcados mediante is6topos radioactivos y l os 

de radioinmunoensayo. (3) 

Tomando en cuent a que la cromatografía en colum

na (simple) puede ser una técnica accesible a cualquier 

laboratorio, consideramos conveniente aplicar este méto

do para cuantificar pregnandiol urinario como primer pa

so en el estudio de la determinaci6n de hormonas esteroi 

des. 

En el presente trabajo se pretendi6 demostrar la 

posibilidad de utilizur esta técnica a partir de un es-

tandar puro de pregnandiol. 
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MATElUALES Y METODOS 

Aparatos; 

Espectrofot6metro. (Beckman. Modelo DB-GT). 

Espectrofot6metro. (Coleman). 

Rotavapur. (Buchler Instrumenta, Fort Lee, N.J. U.S. A. ). 

Plancha Eléctrica. (Corning PC-35). 

Secadora de Pelo. (Conair Pro Style). 

Aparato para medir puntos de fusi6n. (Fisher-Johns). 

Balanza Analítica. (Mettler H30). 

Material; 

Pipetas graduadas de 5Ml . (diam. de 5mm.). (IVA). (Co-

lumna cromatográfica) . 

Refrigerante de dedo. 

Vidrio de reloj. 

Matraces de bola de 1 lt. y de 500 m. (Corning 24~40). 

Estuche Corning 24-40. 
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Tubos de ensayo 16 X 150 

Refrigerante recto. (IVA) 

Vasos de precipitado de 50, 250 y 400 ml. PYREX) 

Matraz de aforaci6n de 100 ml. (PYREX) 

Probetas de 10 y 100 ml. ( PYREX) 

Agitadores. 

Reactivos ; 

Benceno. - Grado reactivo. Productos Químicos Mty. 

Acetato de etilo. - Grado reactivo. Productos Químicos 

Monterrey. 

Acetato de etilo al 5% en benceno. 

Acido sulfúrico.- Grado reactivo. Productos Químicos 

Monterrey. 

Sulfato de sodio anhidro. 

Pregnandiol purificado. 5S-Pregnan-~,2~-diol. SIGMA. 

Chemical Company, St. Louis, U.S.A. 

Gel de sílice. (Merck, 70-230 mallas). 
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PURIFICACION DE REACTIVOS 

Benceno.- c6n6, P.~. 78. 11. Punto de ebullici 6n 

80.1°0. (9 ) Cuatro li t r os de benceno se agitan con 50 ml. 

de ácido sulfúri co concentrado por litro, dejarlo en rep~ 

s o y despues de scar t ar la capa de ácido, agregar 100 ml . 

por litro de bicarbonato de sodio al 10%,- agitar y desear 

tar el bi carbonato. El benceno se lava 2 veces con 100 ml 

de agua des til ada por litro. Se seca sobre sulfato de so-

dio anhidro granular, se filtra y destila dos veces en e l 

rotavapor. 

Acetato de etilo. ~ cn
3
co2c2H

5
• P.M. 88.1 . Punto de 

ebullici6n 77.1°0. (9) 

Se destila dos veces descart ando el 5% de la parte inicial 

y final del destilado. Se seca sobr e sulfato de sodio an--

hidro granular y se filtra. 

Anhidrido acético.- (CH3co) 2o, P.~~ . 102.09. Punto 

de ebulli ci 6n 139.6°C. (9) 

Se refluja sobre tri6xido de cromo (1g/lt.) durante 4 ho--

ras y se destila 2 veces. Se guarda en frasc o ámbar. 
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TECNICA (10) 

Preparaci6n del Diacetato de Pregnandiol 

Reacción de acetilación.- Se pesan 15 mgr. de pregnan

diol y se agregan 13 ml. de anhídrido acético, mas 1 o 

2 gotas de piridina, se disuelve el asteroide y se colo 

ca en un sistema de reflujo calentando a bafio de agua -

por 12 horas, manteniendo la temperatura a 100°C. 

Terminada la reacci6n se evapora a sequedad. 

Purificaci6n del Diacetato de Pregnandiol.- Se 1~ 

va el extracto seco del tubo de acetilaci6n con etanol -

hasta eliminar el olor a piridina, se evapora a sequedad 

se disuelve en 1 ml. de benceno, y se pasa a una columna 

cromatográfica. 

Preparación de la columna cromatográfica.- Se toma 

una pipeta (5 mm. de diam.) limpia y seca y se introduce 

en ella un pequefió trozo de algodón y se coloca en la 

parte inferior de la columna sin oprimir demasiado. 

Se pesa 1 g. de sílica gel y se va agregando poco a poco 
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con cuidado a obtener capas uniformes en la columna. 

El extracto disuelto en benceno se coloca en la co-

lumna oromatográfica, lavando el tubo con mas solven 

te hasta completar 5 ml. 

El eluente de esta y la fase siguiente (2 ml. 

de acetato de etilo al 5% en benceno) son descartados. 

La terce r a fracción consiste en agregar 5 ml. de ace

tato de etilo al 5% en benceno. Esta elución se sepa

ra para ·cuantificar el diacetato de pregnandiol. El -

solvente de esta fracción es evaporada a se~uedad. 

Cuantificaci6n.- Al extracto seco de la croma

tografía se e agrega 4 ml. del reactivo de ácido sul

fúrico (100 mgr. de Na2so4 + 100 ml. de H2so4 conc .) 

y se pone en bafio de agua por 4 min., al cabo de los 

cuales se enfrían los tubos en agua corr iente. El co

lor resultante es muy estable. Se transfiere a celdi

llas PYHEX y se 'lee en el espectrofot6metro contra un 

blanco de reactivos a la longitud de onda adecuada en 

centrada en el espectro de absorción. 
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OBTENCION DEL ESPECTRO DE ABSORCION 

Y CURVAS DE CALIBRACION 

Se prepara un estandar primario de una concentraci6n 

de 20 mg/100 ml. Los mgr. de diacetato se disuelven en -

eta nol y se completan los 100 ml. utilizando matraz de a

foración. 

Del estandar primario se toman alícuotas llevándo

las a s p,quedad para obtener diferentes cantidades. (Ver

tabla 1). 

Loa mgr. de pr~gnandiol se obtienen por medio de un 

factor de converai6n (0.8) que se utiliza para convertir 

valores de diacetato de pregnandiol en cifras de pregna~ 

diol. 

Para obtener el espectro de absorci6n se utiliza el 

estandar mas conveniente. 



Tabla #1 

estandares ml. del estan -
dar primario 

estandar 1 .25 

e8tandar 2 • 5 

estandar 3 
1 

5 

' 1 estandar 4 10 

estandar 5 25 

estanda r 6 50 

mgr. de diaceta. 
to de pregnan-
diol 

.05 

• 1 

1 

2 

5 

10 

Equivalentes 

en pregnan-
diol 

.04 

• 08 

.8 

1. 6 

4 

8 

1 
~ 

V1 
1 
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RESULTADOS: 

A.- El rendimiento de la reacci6n de acetilaci6n fué de 

99. 3%· 

B.- Punto de fusi6n del producto de reacci6n.- 172°C. 

C.- Longitud de onda máxima obtenida en el espectro de 

absorci6n.- Amáx= 430. 

(Ver fig. 1) 

D.- Curvas de calibraci6n.- La obtenida en el espectrof~ 

t6metro Beckman. (Ver fig. 2) y la obtenida en el es 

pectrofot6metro Coleman. (Ver fig. 3). 



Fig. 1 

A.- Absorvancia • 

• -Longitud de onda. 

A 

330 7V<l 

1 ...... 
-J 
1 
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Fig. 2 

C.- Concentraci6n en mgr. de 

monoaceta to de pregnandiol. 

%T.- porciento de transmitancia. 
1 
~ 

00 
1 
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Fig. 3 

C.- Concentraci6n en mgr. de 

monoacetato de pregnandiol. 

%T.- Porciento de transmitancia. 
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DISCUSION Y CONCLUSIONES 

Una reacción es cuantitativa cuando da un solo pr~ 

dueto -no reacciones laterales- y en un 100% de rendimie~ 

to, incluyendo el proceso de separaci6n y purificaci6n. 

Un riesgo en la se parac16n por cromatografía es no lograr 

purificar totalmente el material, es decir que parte de -

éste quede adherido sobre las partículas de adsorbente y 

no sea arrastrado por el eluente. 

Para muestras condiciones de traba jo el porciento de 

producto separado por cromatografía en columna fué lo su

ficientemente alto para considerar esta una técnica ade-

cuada de trabajo. 

En relaci6n a lo reportado por Goldzieher (10) no se 

obtuvo el diacet~to el cual funde a 182°C sino por el con 

trario el producto obtenido fundi6 a 172°C. 

El punto de fusi6n para el monoaceta to (C-20) es de 174° 

(?). En este caso se recomienda tratar las condiciones 

de la reacción variando tanto las concentraciones de reac 

tivos como el tiempo de reacci6n. 
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La longitud de onda de máxima absorción partl el pr2_ 

dueto obtenido es la mis.ma tanto para el diaceta to de 

pregnandiol como para el pregnandiol (4) (10). El punto 

de fusión del pregnandio¡ es de 243°C; su presencia se ob 

servar!a en un rango amplio de fusión a una temperatura 

mayor a la reportada. 

Cons ideramos conveniente obtener una gráfica de ab

sorvanci a contra concentración para distintas concentra-

ciones obtenidas de un estandar primario del producto ob

tenido, en esta reacción. 

De la gráfica puede observarse un comportamiento l i 

neal a bajas concentraciones lo cual está en concordancia 

con lo reportado por Goldzieher (10). 

Consideramos que esta t6cnica es adecuada y que pan\ 

las determinaciones deben tomarse pequeñas al!cuotas de - 

las muestras a analizar. 
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Es importante mencionar que la raz6n de obtener 
1 el derivado acetilado del pregnandiol es facilitar la-

separaci6n cromatográfica de loa diferentes derivados -

del pregnano que se encuentr~n en la orina. 
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,. IlliSUMEN 

Se obtuvo el monoacetato de preenarJdiol a partir 

de pregntindiol, el cual fué purificado y separado por-

cromatografía en columna (99.3%); 

y H2so4 y se obtuvo una gráfica de absorvancia contra -

concentraciones, observándose un comportamiento lineal 

a bajas concentraciones (cantidades menores de 1 mgr.). 
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