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3.. INTRODUÇÃO 

Desde que Marvian (1929), isolou o pregnandiol da uri

na humana e o identifiaou como um dos mais importantes metábolitos 

da progesterona, a analise de pregnandiol urinãrio tem sido consi

derada como uma maneira conveniente de se estimar a secreção de -

progesterona^^^^. 

Com efeito , e conhecido que a excreção de pregnandiol 

aumenta em situações , onde a produção de progesterona esta aumen

tada, como em gravidez e na fase lütea do ciclo menstrual* Entre -

tanto, a injeção diária de progesterona em doses de 50 mg/dia, por 

um período de 2 semanas para homens e mulheres em menopausa , re

sultaram na recuperação , em termos , de pregnandiol urinãrio cor

respondente a quantidade de apenas 12,2 % do hormônio administrado. 

Resultados semelhantes foram obtidos com o uso de traça 

dores radioativos (Romanoff, 1962 e 1983), utilizando o pregnandiol 

urinãrio para calcular a taxa secretoria de progesterona , após a 

injeção do precursor radioativo, através de atividades específicas 

do seu metabolite urinario em consideração* 

Diversas outras substancias , alem de progesterona, são 



exaretadcÁdo pregnandiol urinario e em certas circunstancias , senão 

secretadas em quantidades suficientes , para invalidar a suposição -

yde que o ensaio de pregnandiol na urina reflete exatamente o nivel -

de secreção de progesterona. 

Os esterSides que eventualmente contribuem , de uma ma_ 

neira importante para o pregnandiol excretado na urina j são alem de 

progesterona , a pregnenolona e a desoxicorticosterona .Enquanto que 

a desoxicorticosterona éy provavelmente , de pequena importãnciajde8_ 

de que a sua conversão para o pregnandiol , se admite ocorrer somente 

a limitada extensão. 

O papel precursor de pregnenolona poderia ser mais 

importante , especialmente no homem , onde se pode constituir em pre 

cursor importante do pregnandiol, 

Tqdaviaj o grau exato de conversão de cada um deles ê 

incerto , alem do fato de que Arcos e outros (2964) apresentaram evi 

dência indireta de que sulfato de pregnenolona podease também ser 

secretado e particpar do "pool" pregnandiol^ 

Contudo , apesar de todas estas limitações , pode -se 

'seguramente indicar de que para o uso clinico , a excreção do pregnan 

dial xwinãrio , em mulheres , salvo em condições excepcionais , pode 

aer utilizada como um teste fiel da aecreção de progeaterona pelo -

ovario. 

Neataa condiçoea j achamoa útil rever a bioainteae -



da progeeterona que se acredita seguir a determi?Kida sequencia enzi_ 

mática , a partir de acetato, através do colesterol e pregnenolona 

^como e classicamente descrito (Fig, 1), 

Os metabolites de progesterona podem ser olas si ficados em 

3 grupos , com base no grau de redução progressiva (Fig* 2), 

Í9) Pregnandionas:~ A redução da dupla ligação entre o 

e Cg ,( enzima aatalizadora A'*-5 a ou A**- 53 redutaae) , produz 2 

compostos isómeros : pregnandiona ( B , em , na posição^ ) e o alo^ 

pregnandiona ( H , em , na posição a )• 

29) Pregnanolonas:' resultantes da redução do grupo oeto 

em (enzima aatalizadora 3a ou 3B hidroxiesteroide deaidrogenase). 

Os metábolitos urinarios são preponderantemente de configuração a , 

embora o grupo hidróxila possa estar ms posições a ou 3« 

39) Pregnandiois:- A redução do grupo ceto em C^Q (enzima 

catalizadora 20o. ou 20^ hidroxiesteroide desidrogenase ) produz meta 

bolitas isómeros , o pregnandiol e o alopregnandiol, 

Como no caso dos pregnanolonas , os metábolitos contendo a 

hidróxila do C20 em posição a são quantitativamente mais importantes, 

Estes metábolitos reduzidos , conjugados com o acido glicurÕnico são 

excretados como gliouronatoa de pregnandiol ou alopregnandiol , solú 

veis em meio aquoso, 

A aonjugação com o ãoido gtiaurBnico se faz no Ĉ da mo -
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Fig, 2- METABOLISMO DA FROGESTEROM 
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lécula para formar o pregnandiol glicuronato ou glicuronato de -

pregnandiol , que é facilmente hidrolizado na urina, liberando-ee 

o esterSide livre , insolúvel, ^ 

A excreção de pregnandiol , como índice da função ovariana 

e plaoentária , tem sido exclusivamente avaliada por métodos quí_ 

micos clássicos (Klopper 2956 e Loraine 1958), 

Suas medidas , quando realizadas sequencialmente , tomam-se 

significantes na demonstração da produção de progesterona e presu

mivelmente da ocorrência de ovulação. 

Todos os procedimentos analíticos requerem, inicialmente , 

a separação da glicose , em caso de pacientes diabéticos, 

A aplicação de cromatografia a gás , para a análise do8hor_ 

mÔnios esterSides , trouxe para o laboratorio procedimentos com os 

quais os métodos químicos não podiam competir , quer na velocidade*^ 

quer na sensibilidade ,Este novo instrumento foi logo aplicado pa 

ra a análise do pregnandiol^ 

vários métodos de determinação de pregnandiol , usando -

cromatografia a gás , tem sido publicados^^'^^'^^ ^ e muitos 

destes foram , de ma maneira preliminar, sem suficientes-provas -

de sua validade ou praticabilidade , além de serem utilizados para 

medidas em conjuntos com outros metábolitos , fazendo a estimativa 

do pregnandiol um procedimento relativamente longo. 

As ̂ principais etapas na análise do pregnandiol , descri-

ir.imUTO D E E M E R G I A A T Ô M I C A 



taa na HteiPatura ^^^^ ,aSo govatm&nte ao eeguintear 

a) Hidroliae acida , 

b) Extração com o tolueno , 

é 

c) Cromatografia em camada delgada ou aitica get, 

d) Eluição de pregnandiol pelo ãlcoot etílico , 

e) Determinação final por cromatografia a gãa. 

Entretanto, a aenaibilidade e a eapecificidade deata -

técnica não foram diacutidqa por aeua introdutorea maa , aegundo -

elea , a exatidão encontrada foi aatiafatSria ,,com recuperação em 

tomo de 80 a 90 %. 

Wotiz e colaboradorea , exploraram em profundidade a va 

lidade deate método , aendo a eapecificidade , aenaibilidade ^preci^ 

aao e exatidão comparadoa favoravelmente com o eatabelecido pela -

• técnica clãaaica deacrita por Klopper .Por eataa razoea foi ea-. 

colhida a cromatografia a gãa para a determinação da doaagem de preg^ 

nandiol no Inatituto de Energia Atómica, 

No preaente trabalho , eatã deacrita a experiencia com a 

anãliae do pregnandiol por cromatografia a gãa , moatrando aa exce-

lentea caractéríaticaa operacionais do método , aem qualquer necea-

aidade de purificação prévia do extrato urinario (faae de cromato -

grafia em carnada delgada ou aítica gel). 

* A ü t ñ A * * * * * « ( * 
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2. MATERIAIS E MÉTODO. 

2.1, MATERIAL BIOLÔGICO:-

2.1,1, Urina total de 24 horas. 

As urinas foram coletadas dos pacientes e funcionárias 

do'Hospital das Clinicas , da Universidade de São Paulo. O material 

foi colhido com o timol e conservado em congelador , a (-2090 até 

o momento da dosagem, 

2.2. REAGENTES':-

2.2.1. Para hidrolise e extração. 

Acido cloridrico cone. P.A. (Merck) 

Acetona para cromatografia RS (Carlo Erba) 

Álcool etílico P.A. (Carlo Erba) 

Cloridrato de m-fenilenodiamina P.A. (Merck) 

Hidróxido de sódio P.A. (Merck) 

Cloreto de sódio"' P.A, (Merck) 

Sulfato de sÓdio anidro (Merck) 

Tolueno para cromatografia RS (Carlo Érba) 



Cloi-ùdvato de feni.thi.drazi.na (Merck) 

Tolueno P.A. (Baker) 

Fapel Filtro Toyo n9 1 

2.2.2, Para acetilação 

Piridina H,P, (Carlo Erba) 

Anidrido acético P,A, (Merck) 

2.2.3, Padrao dos EsterSides 

Pregnandiol (5^ -pregnane -3a ,20a dioD-Schwarz/Mann 

Proge8terona(b!* -pregnen-3 ,20 dione) - " " 

Pregnantriot(S^ -pregnan-3a ,t7a ,20a triol) " 

Coleaterol propionato(C^^ H^^ 0 C^ H^) - Sigma 

Alopregnandiol (Sa -pregnane -3a ~20a dioD- " 

2,3, PREPAHO DOS REAGEUTES 

2,3,1, Padrões:-

Pregnandiol - 10 mg/SO ml de alcool etílico bidest, 

Progesterona- 10 mg/SO ml de alcool etílico bidest, 

Pregnantriot- 10 mg/SO ml de alcool etílico bideat, 

Coleaterol propionato-ÎOmg/SOml de alcool etil,bidest, 

Alopregnandiot-ÎOmg/SO ml de alcool etílico bidest, 

2,3,2. Soluções:-' 

Solução IN de NaOH(40 g de NaOH em 1 litro de agua -

destilada ). 

Solução 25 % de NaCt IN NaOH (250 g de NaCt em îlitro 

de NaOH 1 N), 

http://feni.thi.drazi.na
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2.4. PURIFICAÇÃO DE ÁLCOOL ETÍLICO 

Num balão ãe 3 litros colocamos 10 g de cloridrato de m-feni

lenodiamina e 2 litros de álcool etilico P,A» e deixamos em repouso 

durante 24 horas , agitando-o umas três vezes , durante este perio

do. Levamos a refluxo durante 6 horas. Filtramos com papel filtro e 

destilamos,Temperatura de destilação 77,5 - 77,890, Desprezamos a 

porção inicial , recolhendo apenas o terço médio , que foi tratado-

com sulfato de sódio anidro. Filtramos e redestilamos, utilizando 

apenas o terço médio que não deve desenvolver cor na presença de -

cloridrato de fenilhidrazina mais ácido sulfúrico (12), 

2.5, MATERIAL UTILIZADO NO OROMATOGRAFO A GÁS, (Modelo 1800 da Va 

2*ian Aerograph) 

Nitrogênio U(Oxigênio dó Brasil) ou SS (White Martins) 

Ar comprimido (White Martins) 

Gerador de hidrogehio -Modelo 9,652 (Varian Aerograph) 

Seringa "Hamilton" de 10 ul 

Coluna de vidro 6 pés de compxnmento , 1/4 de polegadas de 

diâmetro interno. 

Detetor de ionização de chama 

Boleometro ,para mensuração dos fluxos dos gases utilizados-

no oromatografo. 

Papel para registrador (Varian Aerograph) 

Registrador modelo 20 (Varian Aerograph) 

Água deionizada e destilada em quartzo , preparada na Coorde_^ 

nadoria de Engenharia Quvnica do Instituto de Energia Atômica 
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Fig. Z 

ESQUEMA DO MÉTODO PARA DOSAGEM DE PREGNANDIOL URINÃRIO, 

URINA ( 1/20 vot. ) 
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ACETILAÇÃO 

Piridina 0,25 ml 
Anidrido acético 0,25 ml 

CROMATOGRAFIA A GÁS 
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2.6.2, Extração 

Tranafere-ae o material hidrolizado para um funil 

de separação , com capacidade de ZOO ml , e agitando-o vigorosamen 

te durante 2 minutos , separando a urina do tolueno o qual foi re_ 

colhido em um erlenmeyer. Â urina aoreacentamoa 50 ml de tolueno e 

agitamos , desprezando a urina e conservando o solvente orgânico , 

que foi adicionado ao previamente reaolhido no erlenmeyer .Lavamos 

o tolueno 2 vezea com 25 ml de aolução alcalinaí 25 % de NaCl em 1 

N de NaOH) .Esta solução não aomente quebra a emulaão mas também -

remove oa ãcidoa e oa componentea fenSlicoa (estrõgenos) , De8pre_ 

za-se a camada aquosa e Idoa-se com 10 ml de ãgua destilada, 2 ve_ 

zea , verificamos o p.H que deve ser o meamo daquele da ãgua.Caso-

contrário, lavamos novamente com a ãgua destilada para eliminar os 

elementos alcalinos. 

Transferimos o tolueno purificado para um erlenmeyer de 

ZOO ml e acrescentamos 100 ug de colesterol propionato(padrão inter_ 

no) e 10 g de sulfato de sodio anidro, com o fim de desidratar o 

tolueno, Foi filtrado com papel Toyo n9 1 , num balão de 250 ml, -

Conaentrou-se com o evaporador rotatório^ (Buchler-Instrument) a vã^ 

cuo , em banho -maria , ã temperatura de aproximadamente 50 90. 

O concentrado foi dissolvido , cuidadosamente , cm 5 ml 

de acetona e o tranaferimoa , com uma pipeta de Pasteur , para um 

tubo de ensaio, Eate tubo, contendo o aolvente orgânico (acetona ), 

foi evaporado sob nitrogênio , em banho-maricc ã temperatura de mais 

ou menoa 5590 (N^Evap -Modelo -106 da "Organomation Aaaoc"), 

2,6.3. Acetilação 
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Ao extrato aeco , aãioionamoe uma mistura ãe piridina e 

anidrido acético em partes iguais (0,25 ml), A mistura foi homoge-

í nizada e deixada em repouso durante 24 horas , ã temperatura am -

biente ,em um dessecador a vãcúo. Preparamos paralelamente para ca 

da série de dosagens um padrão (200 ug) de igual quantidade de preq^ 

nanãiol e colesterol propionato (padrão interno) que foram acetila-

dos do mesmo modo que o extrato urinãrio, ̂ Secamos os tubos sob ni -

trogénio , ã temperatura de 5590. O extrato seco foi dissolvido em 

200 microlitos de acetona e injetou-se um microlito com a seringa " 

Hamilton" , no oromatografo a gãs. 

2,6,4, Condições de trabalho do oromatografo a gãs. 

Temperatura da coluna - 250 9C 

Temperatura do detetor - 280 9C 

Temperatura do injetar - 270 9C 

Fluxo de nitrogênio - 25 ml/min. 

Fluxo de hidrogênio - 25 ml/min. 

Fluxo do ar comprimido - . 250 ml/min. 

Velocidade do registrador -r 2 polegada em 20 

Sensibilidade de atenuação de 2 a 22 X 10 

mvn, 

10 

2,6,5, cálculo 
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^ ãe P'diol/24 harass— "^^^ 

1000 

onde:-

^St -^^^^^ ão Pico Padrão interno (100 ug) 

Altura do Pico P'diol (100 ug) 

R Altura do Pico P*diol na urina 

Altura do Pico Padrão interno na urina 

' I = ug de padrão interno adicionado (100 ug) 

************* 
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3. AVALIAÇÃO DA SEQUÊNCIA OPERACIOML PARA O ENSAIO DE PBEGMNDXOL 

NA URINA, 

3,2, E8peQÍfÍQÍàad& 

Pode aer definida aomo o grau a que aomente o eaterÕide a 

aer eneáiado ê medido , livre da interferencia de outraa aubatanciaa, 

A especificidade depende portanto , em noaao eatudo , de como o eate 

rSidß podß 8ßr completamente aep'arado de outroa conatituintea urina-

rioa 0 de aubatanciaa com o meam tempo de retenção* A eapeaifioida" 

•de foi avaliada de 6 maneiraa 

a) Miatura de padrSea de Pregnandiol, Progeaterona e Preg-

nantriol (200 ug), 

b)Urina adicionada de Pregnandiol , Progeaterona e Preg

nantriot antea da hidroliae ãoida, 

a) Urina adioionada de Pregnandiol , Progeaterona e Preg~ 

nantriol depoia da hidroliae ãoida, 

d) Urina aem adição de esterõidea. 

mSUTUTO D E E N E R G I A A T Û M I C A 
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e) Miatura de padrõea Pregnandiol e Alopregnandiol (200 ug) 

f) Urina adicionada de Pregnandiol e Alopregnandiol, 

3.2. Senaibilidade de detecção no oromatografo a gãa, 

È definida como a menor quantidade de eaterSide detectada 

no oromatografo , 

3.3. Senaibilidade do matado, 

É definida como aendo a menor quantidade de hormônio^ adici^ 

onada ã urina , que pode aer medida, Foi avaliada atravêa da anãliae 

quintuplicada de uma miatura de urinaa de baixo nível ("pool"~baixo 

B) a que foram adicionadaa quantidadea areacentea do eaterSide , O, 

2 , 4 e 8 ug, 

3.4, Preciaão 

A preciaão ê definida atravea de um dado número de medidas, 

da mesma amostra , que. dêem resultados concordantes entre si que 

sejam muito próximos , quanto poaaivel , um âo outro, Uma estimati

va da preciaão foi obtida calculando-ae o coeficiente de variação -

daa medidaa em 2 etapas diferentea: 

a) Reprodutibilidade intra-enaaio: utilizando-se uma mtaíu 

ra de urinaa com concentração baixa de pregnandiol ("pool"-bc^ixo ) 

da qual 7 aliquotaa foram dosadas tio mesmo dia, Foram calculados a 
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media , o deavio padrão , o coefiaiente de variação e o intervalo 

de confiança de 95 %> 

b) Reprodutibilidade inter~enaaÍo : a cada semana, es -

tudowse preparando amostras iguais de urna mistura de urinas com 

concentração baixa de pregnandiol ("pool" baixo) dosando uma ali-

quota , em duplicata , durante 7 semanas sucessivas, 

3,5, Exatidão 

Este parâmetro foi avaliado através da recuperação de quan 

tidades conhecidas de pregnandiol adicionadas a uma mistura de uri_ 

nas ("pool" baixo ~B) , previamente quantificada ,E8ta avaliação -

foi efetuada em 3 etapas, 

a) Pela adição de quantidades progressivamente maiores de 

ma mistura de urinas de concentração alta ("Pool" alto~A) a ma -

mistura de concentração baixa ("Pool" baixo~B) , de volme constan 

te , conforme a Tabela A, 

TABELA A 

Amostra Fração de urina 
vol, /24 horas 

nÇ B A 

1 e 2 1/80 1/640 
3 e 4 1/80 1/340 
5 e 6 1/80 1/160 
7 e 8 1/80., 1/ 80 
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b) Peta ad-íção de quan-iidadea progrèsaivamente ma-iores-

de lana mistura, de urinas de concentração baiaxz ("poot" baixo~B} a 

^ uma mistura de concentração alta ("poot" atto~A) , de volume cons

tante j como indicado na Tabela B, 

TABELA B 

Amostra Eração de urina 
vol, / 24 horas 

n9 A B 

2 e 2 2/40 2/320 
3 e 4 2/40 1/160 
5 e 6 2/40 2/ 80 
7 e 8 2/40 2/ 40 

a) Pela adição de quantidades progressivamente maiores de 

pregnandiol a uma mistura de urinas de concentração baixa ("pool" 

baixo-B) , de volume constante e previamente determinada , confor

me a Tabela C, 

TABELA O 

Amostra 

nÇ 

Fração de urina 
vol,/24 horas 

B 

PregTíandiot 
adicionado 

2 e 2 2/40 50 

3 e 4 2/40 200 

S e 6- 2/40 200 
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4. RESULTADOS 

4,1, Especificidade 

A especificidade foi avaliada na cromtografia a gãs ,pela 

capacidade de separação de pregnandiol dos demais metabolites ux*i_ 

nãrios , realizando a oromatografia da niistura de padrões , preg

nandiol j progesterona e pregnantriol ^submetida ã acetilação e 

observamos os seguintes tempos de retenção (Fig, 4) 

Progesterona , 5,40 min, 

Pregnandiol 7,15 min, 

Pregnantriol ,,,,10,45 min, 

Do mesmo modo , a adição destes esterSides , nas mesmas quan 

tidades , 100 ug , ã urina (1/20 vol. 24 horas) , com excreção de -

pregnandiol 2,25 mg/24 horas (Fig, 5) , mostrou teinpo de retenção , 

similar ao obtido com a mistura dos padrões (Fig,6), 

È de se observar que não houve redução de altura do pico -

correspondente ã quantidade do eaterSide adicionado antes e apSa 

a hidrSlise ácida , indicando não haver destruição do esterSide , 

pregnandiol , com d hidrSliae áaida (Figa, 6 e 7), 

Com efeito , reouperou-ae 99,9 % e 94,2 % do eaterSide , 
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Fig, 4 - Cvomatogrcom a gãs de um mistura d& eaterSide: 

Progesterona (PG)^'Pregnandiol(P'diol)y Pregnan 

triol (PT) e Coleaterol propionato, em uma, colu 

na SE~30 a 3 %, Temperatura da coluna 250. 90 e 

fluxo de = 35 ml/min, Senaibilidade de ate -

nuação 2 X lo"^^^. 
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•Fig* S - Cromatograma a gas de um extrato urinãrio de ex

creção de P*diot 2,35 mg/24 horas, em urna coluna 

SE'-SO a 3 %,Temperatura da_ coluna 2SÔ9C e fluxo 

de 35 ml/min. Sensibilidade de atenuação 4 X 

10-'°. 
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16 2 0 ! 

3 Ç 

Fig, 6 - Cromatograma a gãa de um extrato urinãrio corree^ 

pondente ã excreção igual a 2,35 mg/24 horaa com 

adição de eaterSidea (100 ug) de PG,PT e P'diol 

antea da hidroliae acida, em uma coluna SE'-30 a 

3 %. Temperatura da coluna 250ÇC,Fluxo de N^igual 

35 ml/min, Senaibilidade de atenuação 4 X 10 
rio 
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- Fig, 7 - Cvomatogrcom a gãa de um extrato urinãrio oorrea 

pondente a excreção de 2,3S mg/24 horaa, com adi 

ção deeateróidea (100 ug) de PG,PT e F*diol apoa 

a hidrõliae ãoida, em uma coluna SE-ZO a Z% .Tem-

ratura da coluna 2S0ÇC e fluxo de N^=3S ml/min, 

Senaibilidade de atenuação 4 X lo'^^. 
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- Fig, 7 - Cvomatogrcom a gãa de um extrato urinãrio oorrea 

pondente a excreção de 2,3S mg/24 horaa, com adi 

ção deeateróidea (100 ug) de PG,PT e F*diol apoa 

a hidrõliae ãoida, em uma coluna SE-ZO a Z% .Tem-

ratura da coluna 2S0ÇC e fluxo de N^=3S ml/min, 

Senaibilidade de atenuação 4 X lo'^^. 
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'li 

I — 

Fig. 8 - Cromatograma a gãa de uma mietura de eeterSidee 

P'diot e Alop'diol (100 ug) de cada , em uma c£ 

tuna SB~30 a S% ^Temperatura da coluna 2S09C e 

fluxo de 1^2' 35 ml/min. Sensibilidade de atenua 

çao 8 X to''^^. 
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Fig, 9 " Cromatograma a gãa de um extrato urinário,Qor~ 

reapondente a excreção de P'diol de 2,18 mg / 

24 horaa , oom a adição de 100 ug de P'diol e 

Alop'diol , em uma coluna SE-ZO a Z %, Tempc 

ratura da coluna 2SõÇC. 
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adicionado antes e após o desenvolvimento da hidrólise , respectiva 

mente , nos experimentos indicados nas Figs, 6 e 7 ,Por outro lado, 

quando o padrão foi adicionado ã ãgua , ao invés de urina , obteve-

se uma recuperação de 102,0 %, 

O tempo de retenção dos demais esterSides adicionados , 

antes ou apSs a hidrSlise , não se alterou , não havendo pois inter 

ferência na detecção do pregnandiol. 

Pelo fato do alopregnandiol ser um isómero (forma So.) do 

pregnandiol (forma 5 Ç>) , procuramos verificar se seria possivel a 

sua separação pelo método estudado, realizando a cromatografia de 

mistura dos padrões , pregnandiol e alopregnandiol, submetendo ã -

acetilação e foram observados oa aeguintea tempoa de retenção: 

Pregnandiol 7,IS min, 

Alopregnandiol 8,OS min, (Fig,8) 

Do meamo modo , a adição de 100 ug de alopregnandiol ã 

urina (1/20 vol,24 horaa ) com excreção de pregnandiol 2,28 mg/24-

horaa (Fig, 9), moatrou haver tempo de retenção aimilar ao obtido 

com a mistura de padrõea , aem interferência na quantificação de 

pregnandiol , embora a base daa ourvaa foaae comum,Com efeito ,re-

auperou-ae 210 % do alopregnandiol adicionado. 

4,2, Senaibilidade de detecção de pregnandiol no oromatografo a gãa, 

Na Tabela XX eatã indicada a aenaibilidade de detecção , ava

liada em 6 determinações , pela adição de quantidadea deoreaoentea 

de pregnandiol , aapas de aer detectada pelo oromatografo ,Neata Ta 

bela aão também moatradoa aa mêdiaa, oa deavioa-paãrão e oa ooefi-
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cientes de variação , onde ae pode verificar que os coeficientes de 

variação foram menores do que 5 % o que pode ser considerado exce -

lente (Melo ,2970).Estas quantidades de pregnandiol detectado cor -

responderiam a excreções diarias de 0,Q4 a 0,2 mg/24 horas ,(P'diot 

de 2 a 10 ug) , utilizando-se 1/20 do vol. urinario para o ensaio. 

4,3, Sensibilidade do método 

O método most-rou-se sensível a todos oa níveia de adição do 

padrão , de 2 a 8 ug » com a recuperação aempre acima de 92 % , con 

forme indicado na Tabela XIX, 

4,4. Precisão 

A Tabela IV reúne aa 7 determinações inter e intra-ensaios . 

da mesma mistura de urinas j com as respectivas medias , desvios -

padrão , coefioientesde variação e intervalos de confiança ,0 coefi^ 

dente de variação foi de 2,28 % para as dosagens efetuadas no mes

mo dia e para as dosagens realizadas semanalmente foi de 3,66 %. 

4.5, Exatidão 

Na tabela V ,VI e Vil estão indicados os resultados dos expe

rimentos realizados para o estudo desta caraoteristica operacional. 

Os coeficientes de correlação (r) para a ̂  0,05 ,variaram de 0,98 a 2 
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TABELA I 

Tempo ãe retenção 
EaterSidea 

(Tr) min. 

Progeaterona (17 or-hidroxi pregn~4-ene-3,20 
dione) 5,40 

Pregnandiol (5^ -pregnane-3a ,20a diol) 7.15 

Pregnantriol (5^-pregnanò "3a ,17a,20 a 
triol) 

10,45 

Alopregnandiol (Sa ^regnane~3a ,20a -diol) 8,05 

A aoluna foi operada a temperatura de 25090 

com fluxo de nitrogênio igual a 35 ml/min. 

EMÍHIO DE E K E R 6 I A A T Ô M I C A ^ 

SEPARAÇÃO DOS ESTERÔIDES EM UMA COLUNA SE-30 A 3 % SOB CONDIÇÕES 

DO ENSAIO: 
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TABELA II 

SENSIBILIDADE DE DETECÇÃO DE PREGNANDIOL NO CEOMATÕGRÂFO A GÁS, 

10 ug 8 ug 4 ug • 2 Mg 

* 0,518 0,397 0,181 0, 067 

0,515 0, 396 0,183 0,068 

0,493 0, 392 0,178 0,070 

0,483 0,387 0,161 0,072 

0,495 0,389 0,180 0,065 

0,488 0,395 0,179 0,066 

J= 0,499 X= 0,393 T= 0,177 1= 0,068 

ô = 0,0145 8= 0,0040 8= 0,0080 8= 0,0026 

o.V,= 2,899% Q,V.= 1,027% a,V.= 4,531% Q.V,= 3,838% 

Relação Pico P'diol /Pião Colesterol Propionato, 



TABELA III 

SENSIBILIDADE DO MÉTODO 

Fração de 
urina 

vot/24hs. 

Valor 
teórico 
ag/ml 
B 

Valor 
obtido 
ug/ml 
B+ ?jug* 

Valor 
calculado 
itg/ml 
obt - B 

Recupe
ração 
% 

Valor 
obtido 
ug/ml 
B +4ê^ 

Valor 
calculado 
ug/ml 
obt -B' 

Recupe
ração 
% 

Valor 
obtido 
ug/ml 
B +8it^ 

Valor 
calculado 
ug/ml ~ 
obt- B 

Recupe-
ção 
% 

1/40 4,20 6,04 . 2,84 92,0 8,00 3,80 95,0 12,00 7,80 97,5 

2/40 é^ZO' 6^22 1,92 96,0 8,12 3,82 95,5 11,90 7,30 95,0 

1/40 4^32 6,20 2,98 99,0 8,20 3,88 97,0 12,20 7,88 98,5 

2/40 4^35 6,32 2,96 98,0 8,22 3,93 96,5 22,40 8,04 100,5 

1/40 4,36 - 6,30 2,95 97,5 8,18 3,83 95,7 22,30 7,95 99,4 

X = 6,236 

s = 0,116 

's = s 

X =. 8,144 

8 = 0,088 

N = 5 

X= 22,260 

8 - 0,270 

N = 5 

CO 

* Padrão Pregnandiol adicionado 

Obt. - Obtido 
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TABELA IV 

ANÁLISE DA BEPRODUTIBILIDADE DE 14 DOSAGENS , EFETUADAS EM UMA MIS

TURA DE URINAS DE CONCENTRAÇÃO BAIXA DE P'DIOL ^PREVIAMENTE CONHE • 

CIDA . 

INTRA -ENSAIO INTER -ENSAIO 

mg / 24 horas 

0,492 0,472 

0,484 0,466 

0,47Z 0,470 

0,470 0,469 

0,488 0,457 

0,468 0,436 

0,464 0,432 

= 0,477 X = 0,457 

s = 0,0108 8 = 0,0167 

c,V, = 2,23 % c.V. = 3,66 % 

I,C, = 0,477 ± 0,026 . I,C. = 0,457 ± 0,041 
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TABELA V 

RECUPERAÇÃO DO PREGNANDIOL," MISTURA DE VRXMS COM TEOR ELEVADO (A), 

A UM VOLUME CONSTANTE DE URINA COM TEOR BAIXO (B) DO ESTERÕIDE, 

Fvaçao 

Vol/24 
UB 

ãe 
X 

horas 
UA 

Valor obti
do da mis
tura 
ug/ml 

Valor oi 
isolaâm 

ug/ r 
UB 

7 tido 
nente 

nl 
UA 

Valor teó
rico da mis 

tura 
ug/ml 
B+A 

Recupera
ção 

% 

1/40 1/Z20 
129,0 

, 128,0 

127,0 

126,0 

2,2 

2,0 

129,2 

128,0 

99,0 

100,0 

1/40 1/160 
134,4 

132,4 

127,0 

125,7 

4,5 

4,3 

131,5 

130,0 

102,2 

102,0 

1/40 1/ 80 
137,6 

137,0 

127,0 

126,0 

9,1 

9,2 

136,1 

136,0 

101,1 

100,0 

1/40 1/ 40 
144,0 

143,0 

127,0 

126^0 

18,2 

17,0 

145,2 

143,0 

99,2 

100,0 

O coefiaiente de correlação (r) entre os valores teó

ricos e obtidos foi de 0,98 para a = 0,05, 
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TABELA VI 

Fração 

vol/24 

^2 

ie uri
na 

horaa 
A 

Valor obti
do da mia — 

tura 
ug/ml 

Valor 
iaolaã 

M0/ 

h 

obtido 
emente 

ml 
A 

Valor teóri
co da miatu

ra 
Mg/ml 
B + A 

Recupera
ção 

% 

1/80 1/640 
10,8 

10,2 ' 

6,8 

5,3 

3,5 10,3 

10,0 

204,8 

101,0 

1/80 1/320 
13,8 

12,0 

6,8 

5,0 

7,0 

7,5 

13,8 

22,5 

100,0 

96,0 

h 

1/80 1/160 
24,2 

25,4 

10,5 

10,0 

24,0 

15, a 

24,5 

25,0 

98,7 

100,0 

1/80 1/ 80 
38,6 

39,4 

10,5 

10,0 

28,0 

30,0 

38,5 

40,0 

100,0 

98,5 

O coeficiente de correlação (r) entre oa valorea 

teêricoa e obtidoa foi de 0,994 paraa = 0,05, 

RECUPERAÇÃO DE PBEGMNDIOL:- MISTURA DE URINAS COM TEOR BAIXO (BI 

& B2 DE VOLUME CONSTANTE, A UMA MISTURA COM ELEVADO TEOR ( A ) 

EM QUANTIDADES PROGRESSIVAMENTE MAIORES, 
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TABELA Vil 

PROVAS DE RECUPERAÇÃO , ADICIOUAmO QUANTIDADES CRESCENTES DE P'DIOL 

A UMA MISTURA DE URINAS COM TEOR BAIXO (B), 

Fração de 
urina 

vot/24hora8 

Urina sem 
adição de 
pregnan -
diot 
ug/ml 

Padrão preg^ 
nandiol a-
diaionado 

ug 

Valor 
obtido 

Mg/^i 

Valor cal
culado 

obtido-B 

ug/ml 

Rectjpe-
çao 

% 

2/40 48 j 2 50 202,8 53,6 107,2 

. 2/40 48,3 50 " * 99,0 50,7 101,4 

2/40 48,2 50 97,4 50,2 100,4 

. 2/40 48,2 200 248,4 200,2 100,1 

2/40 47,2 100 248,1 100,5 100,5 

2/40 48,0 200 248,6 200,6 100,6 

2/40 48,5 200 248,0 199,5 99,7 

2/40 48,2 200 248,5 200,3 100,3 

2/40 48,3 200 ' 248,2 299,9 99,9 

O coeficiente de correlação (r) entre os valores 

teóricos e obtidos foi de 1,0 para a = 0,05, 
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Fig» 10 - Cromatograma a gãa de um extrato urinãrio faae 

folicular ( 89 dia) oom a excreção de P*diol 

¡2,02 mg/24 horaa em uma coluna SE-30 a 3%.Tem

peratura da coluna 250 9C e fluxo de - 35 

ml/min. Senaibilidade de atenuação 1 X ,10 
-10 
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Fig, 21 - Cromatograma a gãe de m extrato urinaria fase tú 

tea ( 209 dia ) com a excreção de P'diol 3,66 mg/ 

24 horae em uma aoluna SE-30 a 3% ^Temperatura da 

da coluna 250 9C e fluxo de N^' 35 ml/min* Senai

bilidade de atenuação 8 X 20"^^, 
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1=-

Hg, 12 - Cromatograma a gãa de m extrato urinario de 

gestante (8 meaea)"oom a^ excreção de P'dioV 

27,4 mg/24 horae, em urna coluna SE-ZO a 3 

Temperatura da coluna '2S09C e fluxo de y / 
2 

35 ml/min, Senaibilidade de atenuação 16 X 

10 rio 
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TABELA VIII 

NlVEIS DE-PREGMNDIOL URIMRIO DURANTE 0 CICLO MENSTRUAL 

NORMAL EM 6 PACIENTES, 

EASE FOLICULAR 

Nome Idade Dia do oialo Duração P'diol 
dias . mg/24hora8. 

T,P' 26 4 28 0,102 
M,P 27 7 28 0,492 
M,L 20 8 20 0,504 
S,S 28 to 26 0,550 

. N,S 25 11 22 1,020 
T,S 22 12 28 ' 1,100 
M,L 26 12 28 1,180 

FASE LÜTEA 

N,S 25 14 32 1,100 
T,P 26 16 28 2,570 
M,P 27 17 28 3,100 
S,$ 28 18 ' 26 2,160 
M,L 20 20 28 3,660 
M,P 27 21 28 6,000 
S,S 28 21- 26 2,370 
N,D. 22- 22 32 1,160 

- N,S 25 22 30 4,000 
M,P 20 24 30 3, 350 
N,D 22 25 32 6,000 
M,P 27 28 26 3,340 
N,D 22 28 32 1,780 
M,L 20 28 30 2,240 



40 

S, DISCUSSÃO 

AnãHee dos resultados e alguns aspectos mais importan-

tes da técnica desenvolvida nesta tese: As condições de hidrolise -

(16) 

utilizadas foram as recomendadas por Klopper (1955) em que a uri-

na é aquecida com 15 ml de acido clortdrico concentrado mais o tolue_ 

no. 

Como existem algumas evidências de que ima porção de -

pregnandiol total é destruido pelo tratamento acido , diluimos a uri_ 

na com ãgua destilada e foi adicionado o tolueno para assim minimi

zar a perda do esterSide diocante a hidrSlise 

Embora , teoricamente , a hidrSlise enzimática permita 

condições mais suaves com maior rendimento , na pratica , a hidrSli^ 

ae ãoida ê um procedimento aceitãvel, pois obtivemos recuperação -

acima de 94 % acrescentando o eaterSide (100 ug) antes e apSa a hi

drõliae (Figa, 6 e 7). 

A escolha do acetato , como derivado , para cromatogra^ 

fia foi baseada na evidencia relatada por Kirschner e Lipssett (1964) 

(14) de que hã pelo menos um componente urinãrio com um tempo de re

tenção semelhante a do pregnandiol coincidente com a mancha corres

pondente ao pregnandiol na cromatografia em camada delgada. Os deri_ 

vados eter trimetilsilicico ow trifluoracetato usualmente emprega -

doa em cromatografia a gãs doa eaterSidea urinãrioa, não permitem a re 
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solução destas 2 substâncias , somente com acetilação foi possível 

a separação destes 2 componentes, 

Necessidade de purificação prévia do extrato não foi ne_ 

cessaria (Figs, 10,11 e 12 ) , havendo perfeita identificação dos 

picos , sem interferencia dos outros esterSides, 

A única possibilidade seria a presença , na urina , do 

isómero de pregnandiol, o alopregnandiol que apenas estã presente, 

em baixas concentrações , na urina gravídica. Embora estes esterSi_ 

des sejam perfeitamente discriminados , têm base comum e eventual

mente , poderia haver dificuldade para sua separação. 

Nas gestantes , por nós estudadas , não observamos entre_ 

tanto interferência- de alopregnandiol em nenhuma das dosagens. 

Em nossa experiencia , mesmo com a eficiência da coluna 

relativamente baixa,'com-numero de pratos teSricos 614 a 960 , p £ 

de. ser usada para determinar o pregnandiol em urinas normais e de 

gestante , oom cõnsiderãvel segurança. 

A sensibilidade do aparelho detecta uma concentração -

equivalente a 0,2 mg/24 horas (usando 1/20 do vol, para hidrSlise), 

com o coeficiente de variação memr que S % , mostrando que mesmo 

para valores extremamente baixos , o método é sensível e excelente, 

- (S) de acordo com as observações feitas por ChattoraJ . 

A mais importante evidencia , para a validade do método , 

foi obtida por comparação com os valores de excreção usando métodos 

de cromatografia a gãs, é o procedimento olãssico de Kloppser (19SS)Í 

Assim , duas publiaàções indicam que no mínimo na faixa de 1 mg/24 

horas ou mais , hã excelente aoinoidênoia entre os 2 métodos (Cox , 

1963) e Kirschner e Lipsett , 1964, 
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Quando a excreção de pregnandiol cai , abaixo do valor -

¿e lmg/24 horas^o ensaio clãssioo tende a dar leituras consideraoel^ 

mente maiores do que o método de-cromatografia a gãs, 

A níveis muito baixos , o método de Klopper S menos exa 

to devido a não especificidade do cromÕgeno com acido sulfúrico , 

Finalmente , a excelente correlação das verificações clínicas com 

os valores de excreção de pregnandiol ^^^^ reflete a utilidade e a 

validade do presente método. 

Na analise estatística do método , realizando a acetila

ção dos esterSides similares , em estrutura química , e efetuando 

a cromatog7?afia a gãs em coluna SE-30 a 3% ¡ verificamos a separa

ção nítida entre pregnandiol , progesterona , pregnantriol e alo -

pregnandiol (Tabela I ), 

O alopregnandiol , embora um isómero , permite a sua iden_ 

tificação , pois o tempo de retenção foi diferente (8,05 min,} da 

quele do pregnandiol ( 7,15 min, ') Fig, 8, 

Na técnica utilizada , quer a progesterona quer o pregnan 

triol não-foram detectados , por outro lado , pela hidrSlise ãoida 

não foram destruidas completamente a progesterona e o pregttantriol-

(Figs, 6 e 7 ) adicionados ã urina, 

A sensibilidade do método , testada através de adição do 

pregnandiol puro em quantidades crescentes , de 2 a 8 ug /ml (1/40 

vol, de 24 horas) ,e analisando cada amostra antes e apSs a adi

ção do esterSide foi obtida usra recuperação acima de 92 % (TábelalII) 

Quanto aos demais parâmetro a preciaão avaliada através -

de reprodutibilidade intra e inter-ensaio (Tabela XV ) mostrou -se 

excelente ,pois o coeficiente de variação foi de 2,28 % para a ova 

liação intra -ensaio e de 3,68 % para inter-ensaio. 
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A exatidão (Tabeîae V , VI e VXX ) foi tombem exaelente 

poie o coeficiente de correlação M Variou de 0,98 a 1,0 entre oa 

valorea teóricos e obtidoa, 

Em 6 cicloa menatruaia , oa valores obtidos foram os 8e_ 

guintes ;- Fase folicular 0,103 --1,18 mg/24 horas e Fase lütea de 

1,10 '6,0 mg/24 horas, 

Em todos 08 casos , a ocorrenoia de ovulação foi doou -

mentada pela determinação da temperatura basai. 

Após a ovulação , a ocorrência de menstruação teve lu -

gar entre 10 e 17 dias, 

A data da ovulação foi tomada para separar a fase foli

cular da fase lütea , Oa valores mais altos foram obtidos ao redor 

dos dias 19 e 22 para os ciclos normais , sendo- que o seus Valores 

variaram entre 2 -5 mg /24 horas, 

A excreção diaria de pregnandiol em 6 pacientes , com -

ciclos ovúlatórios normais , eatã indicada na Tabela VIII, 

************ 
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6, CONCLUSÕES 

2, Foi padronizado van mãtodo de dosagem de pregnandiol urinãrio 

por cromatografia a gãs, apôs hidrolise ãoida , extração e 

acetilação, 

2, A analise estatística da metodologia-demonstrou haver eleva-

. do grau de especificidade^, exatidão , sensibilidade , recu

peração (98,5 a 207,2 %) e precisão (c,V, de 2,28 % intra -

ensaio e S,66 % inter- ensaio ) o que tios permitiu quantifi

car níveis de pregnandiol quer em urinas normais , quer no 

ciclo menstrual. 

************ 
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