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1.. INTRODUCAO

Deede que Marrian (1923}, idelow o pregnandicl da uri~
na humana e ¢ identifieou como um dog mate {mportantes metabolitos
da progesterona, a analtas de pregnandiol urinaric tem aide conai-
devada como wma maneird comventente de ge estimar a gecragao de -
progestarona {M_J .

Com efeito , & conheoido qua a exoregdo de pregnandiol
aunenta em 8ttuagdes , onde a produgdo de progesterona egtd aumen—
tada, come em gmuidga ¢ ng fage litea do etelo menstrual. Entre -
.tantu, a injegac diaria de progesterona em doses de 50 mg/dia, per
Lo per-fa'da da 2 semanas para homens e mutheres em menopausa , re-
sultaram na recuperagdo , em termos , de pregnandiol wrindrio cor—

respendente a quantidade de apenas 18,2 % do hormonic administrade.

Resultados amneﬂhmt:ea foram obiidoe vom o0 uso de trapa
dores radicatives (Romariof f.', 1362 e 1983), utilizands o pregnandiol
urindrio para catcular @ taza gecretdria de progesterona , apos «a
tnjegdo do precuveor radicative, atravéa de atfvidades especifioas

do aeu metabolito urininio em consideragan.

Divereas outrge substanoigs , além de progesterona, 8dc



exerctadodde pregnandiol urinarico e em certas circunstancias , aendo
secretadas em quantidades suficientes , para fnvglidar a suposipdo -
de que o ensalc de pregnandicl na urina refleie exatamente o nivel -

de secregac de progeaterondg.

08 esterdides que eventualmente contribuem , de wma mg
neirg importante para o pregnandiol excretade na wrina , sao alem de
progesterona , a pregnenolona e a descricorticosterona .Enguanio que
a desoxicorticosterona €, provavelmente , de pequena importancia,des
de que ¢ sua conversac para ¢ progruandicl , se adnite ccorrer somente

g limitada extenado.

0 papel precurscr de pregnenclong poderia ser mais
inportante , especialmente no homem , onde se pode consitituir em pre

oursor importante do pregrumdiol,

Todavia, o grau exato de conversas de cada wm deles &
inzerto , além do fato de que dreos e outroa (1354) apresentaram evi
dénaiq indiveta de que sulfato de pregnenclona podesse também aen

aecratado e particpar do "pool” pregnandial'rsw.

Contuds , apesar de todus estas limitagoes , pode -ge
‘geguraments tndiear de que para o usc elinico , a excregdo do pregnan
| diol urindrio , em mulheres , salve em condigbes excepcionais , pode
ger utilizada como wn teste fiel da secregas de prﬁgestamm pelo -

ovario.

Neatas eondigdes , achamos wtil rever a bicaintese -~
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da progesterona que se acredita seguir o determinada sequéncia enati
matica , a partir de aeetato, atraves do coleatercl e pregnenciona

‘como é clasatoamente deserito {Fig. 1J.

Oa metaba_lftas de progestercona podem sepr olassificados em
3 grupoa , com basa no grau de redupdo progreseiva (Fig. 2}.

1P} Pregnandionas:~ A redugac da dupla ligapdo entre o
€4 ¢ Cg ,{ enaima catalizadora A5 o ou A% 5B redutaae) , produs 2
compogtoe tecmercs : pregnandiona { K, em 5'5 s na poaigaoB ) e @ alg
pregrandiona ( ¥ , em Cg , na pogigde o J.

20) Pregnanglongs:- resultantes da redugas do gmpo ceto
em ¢y (enztma catalizadora Ja ou 3p h'l'.cﬁiomtfeste:ﬁide destdrogenaee).
Ca metabolitos urindrioe ede preponderantemente de configuregdo o ,

embora o grupo hidroxtla povea egtar nas poatgoes & ou B.

30} Pregnandioia:~ A rvedugio do grupo osto em Cpp lenzima
eatglizadora 20u ou 208 hidroxisstercide desidrogenase ) produz meta

bolitos iasdmerpe , ¢ pregnandiol e o glopregnandiol.

Come no caso dps pregnanciconae , o8 metebolitos contendo a
| Ihidrozila de Cy, emt poaipdo o 840 quantitativamente mais importantes.
Eotes matabolitos redunides , eomjugados aom o daido glicuronice edae
exaretados como gliouronatos de pregnandiol ou alopregrandiol , eold

veia em meic aquoso.

4 confugagdo com o doido gliourdnico ae fas no Cyda mo -
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Fig. 2- METABOLISMC DA PRCGESTERONA
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Ldeula para formar o pregnandiel glicuronate ou glicuronato de -
pregnandiol , que é faoilmente hidrolizado na urina, liberando-se

o esteroide livre , insoliwel.

A ezeregac de pregnandfol , comp indice da fungae ovariana
¢ placentaria , tem side emclusivamente avaliada por metodos qui
micoa cldeaicos (Klopper 1356 e Loratne 1858},

Suas medidas , quando realizadae sequencialmente ,lornam-ge
stgnificantes na demonatragas da produgae de progesterona ¢ presu—

mivelmente da ocorréncia de cvulagao,

Todos o8 procedimentos wmaliticos requerem, infciglmente

L]

a separapde da glicose , em caso de pacientes diabéticos.

A aplicagdo de eromatografia a gas , para a andlise doshon

'momios esterdides , trouxe para o .Eabamtérria procedimentos com os
quais o8 mé'i:aéias quimicos nao podiam competir , quer na ualaaidade_ﬁ-
quer na senatbilidade .Este novo tnstrumentoe foi lpgo apiieade pa

ra qa andliee do px‘egnandialwﬁ,

Yarioa métodos de determinapac de pregnendicl , wgando -
cromatografia a gas , tem sido publicados (5,12,15 ¢ 31}, Liitos
degtes foram , de wma maneira preliminar, sem mufictentea -provas -
de oua validade ou praticabilidade , além de serem utilizadoa para
medidas em conjuntos com outroe metabolitoe , fazendo a estimaiiva

do pregnandiol wn procedimento relativamente longo.

As princtpats etapae no andlise do pregnandicl , deseri-

INPTTUTO OE ENERGIA ATAMIOA
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taq ra literatuna ,adc geralmente ar soguintaes:~

a) Hidralise acida ,

b} Eztragdo com o tolueno ,

&) Cromatograefia em comada delgada ou silica gel,
d) Elutgdo de pregnandiel pelo dileool stilico ,

a) Determinapdo Final por eromatografia a gas.

Entpetants, a senathilidade e a especificidade desta
téentce nae foram diecutidas por seus introdutores mas , segundo -
eles , a exatidao encontrada for eatisfatdria ,.com recuperagao &m

torne de 80 o 30 %.

Hotiz e colaboradores , exploraram em profundidade a va
iidade deate meétodo , sendc a especificidade , seneibilidade ,prect
gde e exatidde comparadps favoravelmente com o estabelecido pele -

‘téentea claseica deserita por Klopper (19)

.Por estas razces foi es-—.
golhida a eromdtografia a gae para a determinagqo da dosagem de preg

nandtol ne Institute de Energia Atimica.

No preaente trabalho , estq desopitq g eaperiéncia com a
anzliee do pregnandicl por eremmtografic o gae , mostrande as exce-
_ lentes caractéristicas operactonais do método , sem qualquer neces-
gidade de purificagdo prévia do extrato wrinério (fase de cromato -
grafia em camada delgada ou eilica gell.
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2. MATERTAIS E METODO.

2.1, MATERTAL BIOLOGICO:-

2.1.1. Urina total de 24 horas.

Az urinas foram coletadzs dos pacientes e funciondriazs
do Hospital das Clinicas , da Univeretdade de Sdn Paulo. O material

foti colhido com o timel e eonservade em congelador , a (-20VC) até

o momento da dosagem.
2.2. REAGENTES:-

2.2,1, Para hidrolige e extragao.

Aeido elopidrico eonc. P.A. (Merck}

Acetong parg cromatografia RS {Carlo Erba)
Aleool etilieo P.A. (Carlo Erba)

Cloridrate de m—fenilenodiamina P.4. (Rerck)
Hidroxido de sodio P.4, (Merok)

Cloratn de sddio' P.A. (Mepok)

Sulfate de gédio anidro (Merck)

Tolueno para eromatografia RS (Carlo Erba)
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onidnate de Ffenilhidranina (Merek)

Toluens P.A. {PBakep)

FPapel Filtro Toyo nf 1

2.8: 8,

2.2.3,

Parg acetilacao

Bipidinag R.P, {farle Erba)
Anidrido acetice P.A. {Merck)

Padras das Estergides

Prermandiol (5p —pregnane -3o , 20 dioll-Sohwara/Marn

Progeaterona (A -pregnen-3 ,20 dione) =~ ¥ i
Pregnantriol (5f -pregnan-3u ,17a ,200 triocl) o
Colesterol propilonato(Cy, Hye O Cq Hel - Stgma

Alopregnandiol (S ~pregnane —3n -20a dinl)-

2,3, EREPARD DOS REAGENTES

2,31,

2.3.28,

destilada ).

da NaGlf 1 ¥).

Padroea:—

Prognandiol - 10 mg/S0 ml de alecol etilice bidest.
Frogesteprona— 10 mg/50 ml de dlcool etilice bidest.
Pregnantriol- 10 mg/50 ml de dleool etilico bidest.
Colesterol propionato—iomg/Stml de dicool etil.bidest.

Alopregnandiol-10mg/50 wl de dleool etilico bideat.

Solugcesr- "

Selugao IN de NaOH(40 g de NaOH em 1 litro de dgua -~

Soluggo 25 % de NaCl IN NaOH (250 g de NaCl em llitro


http://feni.thi.drazi.na
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2.4. PURIFICACKO DE ALCOOL ETILICO

Hum balao de 3 litros coloeamos 10 g de cloridrato de m—feni—
lenodiaming e 2 litros de dlcool etilico P.A. e deizamos em repouso
durante 24 horas , ‘agitmf,daﬂa upiag trés vezea , durante este perio-
do. Levamos a refluro durante § horas. Filtramos com papel filtwo e
destilamos.Temperatura de destilagao 77,5 ~ 77,80C. Deapresamos a
porgde tnictal , recolkende apenas o terge médio , que foi tratado-
com sulfato de 8édio anidro. Filtrmmos e redestilomos, utilizgndo
apenaa o tar¢o médio que nao deve desenvelver cor na presenga de -

cloridrato de fenilhidrgzing maie aeidp aulfurico (12).

2.5, MATERTAL UTILIZADG NO CROMATOGRAFO A GAS.(Modelo 1800 da Va

rian Aerograph)

Witrogénio U(Originio do Brasil) ou S5 (White Martins)
Ap camprim}fda (White Martins)
Gerador de hidrogénio -#Hodelo 9,652 (Varian Aerograph)
| Eeringa. "amilton”™ de 10 ul
Coluna de vidro 6 péa de comprimento , 1/4 de polegadam de
digmetre intermn,
Detetor de fonizapao de chama
Bolecmetro ,parg mensuragao dos fluxos doe gases utilizados-
no eromatagrafe.
Papel para registrador (Varian Aerograph)
Registpador modelo 20 (Yarian Aercgraph)
Agua deionizgda e destilada em quartzo , preparada na Coorde
nadoriq de Engan?m;via Qut'.'m.:m do Inatituto de Energic Atomiea

Ht'sml.l'l'ﬂ NF FNFREIA ATAMAL
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Ht'sml.l'l'ﬂ NF FNFREIA ATAMAL
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ESOQUEMA DO METODO PARA DOSAGEM DE PREGNANDIOL URINARIO.
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2.6.2. Eztragac

Transfere-se o material hidroltaadse para wm funil
de separagac , com capacidade de 300 mi , e ag.itmdo-a vigoreaanen
te durante 2 minutes , veparands g urina do tolueno ¢ qual fot re
oalhido em wn erlermeyer. d uring acrescentanos 50 ml de tolueno e
agitwnoe , despresando a wring e conservando o eolvente oprganieo |,
que foi adieionado ao previamente re:wﬂ.hi;io no erlewreyer .Lavamos
o tolueno 2 veses com 25 mi de solupae alealinal 25 % de NaCl em 1
¥ de NaOH) .Egta solugdo rnac somente quebra o cmulsao mas também -
remove 08 acidoe e os componentee fendlicoa featrégenga) . Despre
za-9¢ a camada aquaesa @ lava-ge com 10 ml de agua destilada, 2 ve
zes , vertfieamoe o p.H que deve aer ¢ mesmo daquele da agua.Caso -
contraric, lavamos novamente com a agua destilada para eliminar ¢s
elementos aqlealinos, |

Transferimos o tolueno purificade para um erlenmeyer de
_Err.‘?ﬂ mi e gorescentamos 100 ug de colesterol propienato{padrao inter _
ne}) e 10 g de aul‘fata de sodio anidre, com o fim de deeidratar o
toluenc. Foi filtrado com papel Toyo nf 1 , mm baldo de 250 mI, -
Concentrou-ge com o evaporador rotatdrio (Buchler-Inatmment} a ovd
cuo , em bmho -maria , g temperatuma de aprorimadamente 50 €C.

0 eoncentrado foi digeclvide , eutdadosamente , com 5 mi
de acetona ¢ ¢ transferimes , com wna pipérta de Pasteur , para um
. tubo de ensaio. Egte tubo, contendo o solvente organico facetora ),
foi evaporado sob nitrogenio , em banho-marid & temperatura de maie
ou menoa S8¢C (N=Evap -Modelo =106 da “Organomation Assoc.”).

2.8.3. Acetilacao



Ao exrtrato seco , adictonamos wma miatwra de piriding e

anidrids acético em partes iguais (0,25 mi). A mistura foi homoge—

nizadz e deimada em repouse durante 24 horas , a temperatura am -

14

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

dx série de dopagens um padrao (100 ug) da igual quantidade de preg

nendiol e colesterol propileoncte (padrac interno) gue foram acetila—

dos do mesmo modo que ¢ exmtrate upinarie, Secames o8 tubos sch ni -

trogénto , & temperatura de 559C. 0 extrgto seco foi disaolvido em

200 micrelitos de acetona e injetou-se um microlitc com a seringa "

Hamilton® , no oromatografe a gas.

2.6.4. (Condigpes de trabalhe do eromatdgrafo a gas.

Temparatura da coluna -

. Temperatura do datetor

Temperatura do infetor
Flugo de nitrogénic -

Pluzo de hidwogénio

Fluze do ar comprimide - .

280 90
280 9
270 ¢
35 mlfmin.
35 ml/min.

358 mi/min,

Veloctdade do registrador - 1 polegada em 10

Senatbilidade de atenuacpac de 1 a 32 X 10

2.8.5, Caleulo

min.
1@
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R Fid

s+ By « I . Vol. Total

Vol. usads

my de P'diol/24 horas=
000

onde’ =

Rg, Altura do Pico Padeae intermo (100 ug)

Altura do Pico P'diol (100 ug)

. ' L] -
R, E_&Etum dn Pioo P'ddol na urina

Altunra do Pieo Padrao intermo na urina

.
" I = ug de padpdo intermo adiciongdo (100 ng)

-

ey y bk k)
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3. AVALTACAD DA SEQUENCIA OPERACIONAL PARA © ENSAIO DE PREGNANDIOL

¥4 URINA.

3.1, Eapecifizidade

Pode ser definida como ¢ grau a que somente o esterdide a
aar engaiado é medido , l{vre da interfepéncia de outras substénetas.
A especifictdade depende portanto , em nosso estudo , de como ¢ este
ratde pede ser completamente aep’a.r&do de outrea constitutntes urina-
riog e de aubstancias com ¢ mesmo tempo de retengao. A especifieida-

de foi avaliada de & manetras =

a}) Mistura da padroece da Pregnandicl, Progesterong o Preg-

nantrigl (100 ug).

b)Uring adicionada de Pregnandiol , Progestercna e Preg-
nantriol antes da kidréliee deida.

@} Urina adtoionada de Pregnendiol , Progesterona e Preg-
nantriol depoia da hidrdlise doida.

d) E:;rim gen adipdo de seterdides.

INSTIUTG DE ERERGIA ATOMICA
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e} Mistura de padroes Pregnandiol e Alopregmandiol (100 ug)
f) Uring adicionada de Pregnandiol e Alopresmandiol,

3.2. Senuibilidode de detecgao no eromatégrafo a gds.

e

2 definida como a menor quantidade de egterdide detectada

no eromatografo .

3.3, Senstbilidade do m&'tadi.

£ dafinida como sendo a menor quantidade ds hormonio,adief
onada & uring , que pode ser medidy, Foi avqliada atravée da andiise
quintupliceda de uma mistura de urinas de baize nivel ("pool"-baixo
B) a que foram adiecionadas quantidades creacentes do eaterdide , 0,
‘IE y 42 8 ug. : .

3.4, Precteac

A precisdo € definida através de wn dado nimero de medidas,
da meama amogtra , que deem resultados concopdantes entre 81 que
sejam mdte prozimes , quanto poseivel , um do outro. Umz eatimati-
va da preeisdo foi obtida caleutando-se o coafieiente de variagdo ~

dan medidas em 2 etapas diferentes:

a) Reprodutibilidade intrg-ensaio: utilizando-se wna migtu
ra de urings com conaentragio baira de pregnandiol ("pool"-bgizo
da qual 7 aliquotas foram dosadas no meamo dia, Foram caloulades a
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média , o deavio padrgo , o coefioiente de variapdo ¢ o tntervale

de confianpa de 35 %.

b) Reprodutibilidade inter—ensaic : a cada semana, e¢s —
tudou-a3e preparande amoatras iguate de wma mistura de wrings ecom
concentragdo batza de pregnandiol (Ypool' batzo) dosends wma ali-

quota , em dupliegta , dumnte_? saemanad guceegatvas.
3.5, Cxatidao

Eate parametire foi aﬂaliada.atrczué'a da recuperagas de quan
tidadea conhecidas de pregnandiol adicionadas a wmz migtura de uri
nas ("pool"™ baize -B) , previagmente quantificada .Esta avalfagas -
fot efetuada em 3 etapas.

al Pela adipao de quaniidadae progressivamente matores de
uma miatura de wuringe de conventrapao aqltq ("Pool” alto-A) a@ wma -
'misturg da comventragdo baiia {"Peol” baimo-B) , de ualwne‘eanataf_t_ '

te , conforme a Tabela A,

TABELA A

Amoetra Fragao de urina
vol. /24 horaa

ny B A

le?2 1/80 1/640

J e q 1/80 ’ 1/340

5eé 1/80 1/160

7e8 1/80 1/ 80




§

19

b} Pela adipio de quantidadea progreasivamente matores—

de wuna mistura de wringe de concentragao baiza ("pool" baizo—B)

frd

wma miatura de concentragio alta ("pool"™ alto-4) , de volisna cong-

tante , como indisado ng Tabela I,

TABELA B

Amostna Rragge de wrina
vol. / 24 horas

n¢ | B
le 2 1/40 1/320
Je 4 1/40 1/180
5e 6 1740 1/ 8o
fa 8 1/40 i/ 4

e} Pela adigao de quantidades progressivamente maiores de
pregnandtol a uma mistura de urinae de concentragao batza (Vpool”
" batxo~B) , de volume conatante 2 previamente determinads , confor—

me a Tabela €.

TABELA &
Anoatra Fragdo de urina Pregnandiol
vat./24 Rharas adtotonado
| n{ B g
!
1 e 2 1/40 . 50
3 e 4 1740 igg
& e 8§ 1/40 200
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4. RESULTADOS

ER ;." . Eﬁpﬂﬁfiﬂidﬂdﬂ

4 especificidade foi avaliada na cromatografia a gie ,pela
eapacidade de separagao de pregnandiol dos demate metabolitoa uri
rartos , realizando a cromategrafia da miatura de padroes , preg-
nandiol , progesterona e pregnantriol ,submetids 4 asetilagio e
obaervamos pa aeguintes tempos de retenpao (Pig. 4)

- Progesteronl  vveiiisiassssonnrasnvrnrees 9,40 min,
Pregnandiol  .iuiiieeeiviiiinsinnnnsannys 7,15 min,
BYSGRAEItOl vuvesesssssnsesssnnnensennss 10,46 min.

Do meemo wodo , a adigde destes eaterdidea , nas mesmas quan
tidades , 100 ug , d wrina (1/26 vol,24 hovas} , aom excrepds de -
pregnandtol 2,35 mg/24 horas (Fig. &) , mostrou tempo de retengio ,
stmilar o obtido com a misturg doe padroea (Fig.61.

£ de se chaervar que ndo houve redupac de altura do pico -
aorrespondente a quantidade do eeterdide adicionado , antes e apde
a hidrolise aeida , indicands nap haver destruipao do eaterdide
pregrandiol , com ¢ hidrjlise daidg (Figa, 6 & 7).

Com afeite , recuperou-sa 99,9 % e 94,2 % do esteroide ,
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Fig. 6

IETHIL

Cromatograma a gas de wn extrato urindrioc corres
pondente ¢ exeregao Tgual a 2,35 mg/2¢ horas com
adipdo de esterdides (100 ug) de PG,PT e P'diol

mtes dg hiderdlise doida, em wna coluna SE-30 o

3 %, Tewparatura da colimg Z50VC.Fluro de i'fzigual

35 mi/min. Sensibilidade de atenuapac 4 X ;ﬂ"m.

23



E Fl‘gli ? -

A
1 "F‘I_  p— -

a
===

QREMINUTOS

Cromatograma a gas de wn extrato wrindrio corres
pondente a exerepds de 2,35 mg/24 horas, com adi
gao de-esteroidee (100 ug) ds FG,PT e P'diol apds
a hidrolige qeida, em wna coluna SE—30 a 3% .Tem—
rature da coluna 25000 e fluro de N,=35 mi/min.
Senstbilidade de atenuagio 4 ¥ 10777,
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QREMINUTOS

Cromatograma a gas de wn extrato wrindrio corres
pondente a exerepds de 2,35 mg/24 horas, com adi
gao de-esteroidee (100 ug) ds FG,PT e P'diol apds
a hidrolige qeida, em wna coluna SE—30 a 3% .Tem—
rature da coluna 25000 e fluro de N,=35 mi/min.
Senstbilidade de atenuagio 4 ¥ 10777,
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Fig. 8 = crmatagrm.:a a gas de umy mistura ée_ gdteroides
P'diol e Alop'diol (100 ug) de cada , em wma ¢
lLung SE-30 a 3% .Temperatura da colung 250¢C e
fluzo de N,= 35 mlfmin, Semaibilidade de atenua

a0 8 x 10729,
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adicionado antee e apds o desenvolvimento da hidrélise , respectivg
mente , nog expertmentos indtoados nas Figs. & e 7 ,Por outro lado,
quando o padrao foi adicionado q dgua , ac invée de urina , obieve-
aé wng recuperagas de 103,0 ﬁ;

g tempo de retengas dos demats esterdides adicilonados
antes ou apde a hidrdolise , nao se alterou , nao havendo pots inter
feréneta na detecgdo do pregnandiol. ‘

Pele fato do alopregnandfol ser um isomero (forma § o) do
pregrnandiol (forma 5 B) , precuramos vertficar se geriq possivel a
sua scparagao pelo método astudado, realisande g ercmatografia de
miatura dos padrose , pregnandiol e alopregmandiol, submeténds a -
acatilagde ¢ foram observades og deguintea tempos de retengao:

Pregnandiol seeeersserenesisrraserssnne 7,15 min,

Alepregnandicl ................”......; 8,08 min, (Fig.8}

Do meamo mode , a adigde da 100 ug ds alopregrandiol a4
urine (1/30 vol,24 horas ) com exeregdo de pregnandiol 2,18 mg/2d-
J';-Ot'r:lﬂ (Fig, 8), meetrou haver tempe de retengdo atmilar qo obtide
com @ migtura de padrdes , sem interferénata ra quantificagde de
preguandiol , emborg a base das curvae foase comum. Com efeito ,re-

guperou-9e 110 % do alopregnandiol adicfonade.

4.2, Sengibilidade da detespdo de pragnandiol ne eromatiografo a pds.

Na Tabalg II eetd indicada a sanatbilidade de detecgde , ava-
liada em § detemtnagdes , pola adipdo de quantidades deoreasentes
da pregrandiol , capas da sey dateotada pelo eromatografe Neata Ta

bela edo também moatrados an médias, os deevics~padrde ¢ og ovefi-
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elentes de variagas , a:::cfe ae pode verificar que o8 coeficientea de
variapae foram mencres do que § % o que pode ger considerado erge -~
!lente Melo ,1070).Estas quanitdades de‘pregnamﬁal detecmdal eor -
reaponderiam a exeregoes didrias de 0,04 a 0,2 mg/24 horas , (P'diol

de 2 g 1¢ ug) , utiliagndo-se 1/20 dp vol. wrindrio para o ensaio.

4,3, Senathilidade do métods

0 métode mostrou-ge senatvel a todos os nivets de adipgdo do

padrde , de 2 a 8 Mg , com a recuperagdo sempre aoima de 92 % , con
forme indiecade na Tabela IIT.

4.4. Pracisac

4 Tabeiq ﬂ" reune qa 7 determinagoes inter e intra-ensaios
da meamg mteturg de urinag 4 com q@ respectivas mé’c{z’-ae » desvica -
padzﬁé » coefiotentesde variagao e intervalos de confianga .0 coefi
cienta de variapas foi de 2,28 % pare as dosagene gfetuadas no mee-

mo dia e para as dosagens realizadas aemanalmente foi de 3,68 %,

4.5, Eratidao

Ng tabela V ,VI e VII eatde indicados oo resultadog dos expe-
rimentos realizados para ¢ eatude deata cergeteristica opergctonal,

Os coeficientes de correlagao (r) pare o ¥ 0,08 ,variaram de 0,98 a 1.



TABELA T

SEPARACAQ DOS ESTEROIDES EM UMA COLUNA SE~30 A 3 % S0B CONBICOES

B0 ENSATO:
) Tempo de retengao
Entergides
{Tr} min,

Progeaterona (17 o~hidroxi pregn-d-ene-3,20

dione) 5,40
Preqnandiol (5B —pregname~3du ,200 diol} ) 7,18
Pregrantriol (5B-pregnane -3c ,170,20 o | 10,45

. triol)

Alopregrandiol (50 —pregrane=3a , 80a —diol) 8,05

A coluna foi operadsz a temperatura de 25000

aom Fluzo de nitrogénio igual a 35 mi/min.

ESMUTO UE ENERGIA ATOMICA.



| qABELA IT

3o -

' SENSIBILIDADE DE DETECCAO DE PREGNANDIOL RO CROMATOGRAFG A GAS.

18 ug t & ug 4 ug - g Mg
* p,518 0,397 0,181 0, 087
8,515 0, 356 0,183 0,068
0,493 0,392 2,178 G,070
0,483 0,387 ‘ g,161 0,072
8,495 0,389 0,180 0,088
0,488 0,395 g, 178 0, 066
¥= 6,498 X= 0,393 X 0,177 X= 0,088
e= 09,0145 8= 0,0040 a= {,0086 8= 40,0026
2. V.= 2,889%  |e.V.= 21,0875 e V.= 4,531% e.V.= 3,838%

—r Ty

* Relagdo :- Pico P'diol /Pico Colesterol Propionato.




TABELA IIT

SENSIBILIDADE Do METODO

FPragao de| Valor VYalor | Yalor Racupe- | Valor |Valor Recupe— | Valor Valor Recupe-
uring teorice |obtids jealeulade | rapac |obtids caleulade | ragdo |obtido |caleuladd cdo
rg/ml ug/ml ug/mi Z ug/mi ug/mi 4 tagfml wg/mL "
vol/2¢hs. E B 2ug* | obt -~ B B +4 2% obt -B B +8ug* | obt— B
1740 | 4,20 6,04 1,84 | se,0 8,00 | 3,80 95,6 |12,00 | 7,80 97,5
1/¢0 | 4,39 5,22 1,92 | 9,0 8,12 | 3,82 95,5 11,90 | 7,30 |ss,0
1740 | 4,32 6,30 1,98 98,0 8,20 | 3,88 97,0 12,20 7,88 98,5
1/40 | 4,35 6,32 1,96 38,0 8,20 | 3,02 98,5 12,40 8,0¢ 106,
1/46 | 4,38 6,30 1,85 | 97,5 8,718 | 3,83 95,7 | 12,30 7,95 |99,1
X=85,238 X=28,1¢4 X = 12,160
g =4,116 g = 0,088 8= 0,270
F=2=5 NyN=85 N=z 5

*  Podrac Pregrondicol adieionado
Obe. = Obtido

e
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TABELA IV

‘ANALISE D4 REPRODUTIBILIDADE DE 14 DOSAGENS , EFETUADAS EM UMA MIS-

TURA DE URINAS DE CONCENTRACAO BAIXA DE P'DIOL ,PREVIAMENTE CONHE -

_c1a .
INTRA -ENSAIO INTER -ENSAIO
mg / 29 horas
0,492 0,472
0,48¢ . 0, 466
0,473 0,470
0,470 0,469
0, 488 0,457
0,468 0,438
0,464 0,432
X = 0,477 ¥ = 0,457
8 = 0,0108 2 = 0,0167
eV, = 2,20 % a.V. = 3,66 %
I.C, = 0,477 % 0,020 . I.C, = 0,457 + 0,041




TABELA ¥V
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RECUPERACAD DO PREGNANDIOL:— MISTURA DE URINAS COM TEOR ELEVADO(AL,

A UM VOLUME CONSTANTE DE URINA COM TEOR BAIXG {B) DO ESTERUIDE,

Fragac de Valor obti—| Valor obitido Valor tad- Aacupera-
wring do da mis— | tscladamanie rico da mis, gao
tura tura
vel/24 horas ug/mi ug/ mi ug/ml %
vB it ve uA B+A
129,0 17,0 | 3,8 129,2 99,0
1740 | 1/320
. 128,0 126,0 2,0 128,0 i0a,¢0
: 134,4 127,0 4,5 151,8 102, 2
1/40 |1/180 ;
132,4 125,7 | 4,3 120,0 102,0
137,68 137,0 | 9,1 136,1 101,1
1/40 | 1/ 80
1370 126,0 | 9,2 136,0 100,0
144, 0 127,0 | 18,2 145,2 | 99,2
1/40 | 1/ 4@
143,0 126,0 | 17,0 143,0 100,0

0 coefiotente de correlagde (r) entre cg valores teo-

rieoe e obtidos foi da 0,98 para a = 0,08,




TABELA VI
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RECUPERA(AC DE PREGNANDIOL:— MISTURA DE URINAS €COM TEGR BAIXO (51

¢ BS ), DE VOLUME CONSTANTE,

A UMA MISTURA COM ELEVADO TEOR (A )

EM QUANTIDADES PROGRESSIVAMENTE MAIORES,

Fragao de uri—|Valor obti—[ Valor obtido |Valor tedri-| Recupera-
ne do da mie ~| tgoladamente |co da miatu- Fao
turg - e
vol/24 horas ug/ml mg/mil g/ mi %
B 4 B A B+ A
2 2
10,8 é,8 | 3,5 10,3 104,8
1/80 | 1/640 .
10,2 5,3 | 4,7 10,0 01,0
13,8 &, 8 72,0 13,48 10,0
1/80 | 1/320
| 12,0 5,6 } 7,5 12,5 95,0
By
24,8 10,6 | 14,0 84,5 98,7
1/50 | 1/16G .
24,4 e,0 | 15,0 254.1‘.'? 02,0
38,8 10,5 | 28,0 38,5 160,0
1/86 11/ 80
39,4 10,0 | 36,0 40,0 98,5

0 coeficiente de correlagdo (r) entre os valores

tepricos e obtidos foi de 0,994 paran = 0,05,




TABELA VIT

PROVAS DE RECUPERACAG , ADICIONANDO QUANTIDADES CRESCENTES DE P'DIOL

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

b
Fragae de |Urina eem [Padrao preg| Valor Valor ecal-| Recupe-
wring adtguo de mandiel a— | obtide culade gao
pregnan - | dicionado aa
vol/2dhoras| diol phtido-8
ug/mi g Mg /mi ag/ml %
. 1/40 48,2 e 01,8 53,6 107, 8
1/40 48, 3 s8¢ | 99,0 50,7 161,41
1/40 48,2 50 | 97,4 50,2 200, 4
17490 48,2 100 148, 4 100, 2 100, 1
1/40 47,2 100 148,1 100,§ 160,5
1/40 48,0 100 148,6 100,86 100, 6
|
.r
1/40 48,5 200 248,0 | 19,5 99,7
1/40 48,2 200 248,56 | 2003 00,3
1/40 48,3 200 ¢ | 248,2 [ 199,39 99,9

0 coeficiente de corvelagas (v} entre oa valores

tedricos e obtidos foi de 1,0 para o = 0,08,



Figl Iﬂ -

Cromatograma & gas de wn extrato urindrio fase
folicular { 87 :ffc.;J com a excregac de Pldicl
it,02 mg/2¢ horae em uma colung 5E-30 a 3%.Tem~
paratura da coluna 250 PC e fluxo de W, = 3§

mi/ain, Senaibilidade de atemuagdo 1 X 107°°,

K|
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Fig. 12 - Cromatograms a gds de wn extrato urtnaric da

gestante (6 meses) com a_ecxeregio da Pldiol
17,49 mg/24 horas, em wma coluna SE-30 q 3 x.

Temperatiora da coluna '2509C ¢ fluxe de ng
33 mi/min. Sengibilidade de atenuagde 16 X

10720,



TASBELA VIIT
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NIVETS DE PREGNANDIOL URINARIO DURANTE G CICLO MENSTRUAL

NORMAL EM & PACIENTES.

FASE  FOLICULAR

Vome Idade DMa do eielo | Durapao P'diol
dias " \mg/Bdhoras,
PP 28 4 aa 2,103
M.P 37 7 2a ?,432
ML 30 g a& &,504
5.8 28 10 LT 0,558
N.8 25 iz 32 1,020
.5 22 12 28 1,280
M. L 26 13 28 1,180
FASE LOTES
.8 25 14 k¥ 1,100
™ P 28 18 24 2,570
tHP a7 17 23 3,100
5.8 28 18" 28 2,160
M5 30 2t 28 3,880
H.EB a7 21 2 g,000
5.5 28 21. o8 2,370
N.D 25 22 3z 1,180
v, 5 25 28 30 4,600
M,P 30 24 30 2,350
H.D 53 &8 32 &,000
M.P 27 28 28 3,340
N.D 22 28 3z 1,780
A 30 28 an 2,240
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5., DISCUSSAO

Andlise dos resultados e alguns aapectos mats importan—
tes dg tecnica desenvolvide nestg teae: As condigoes de hidrolise —

utilizadaa foram ao recomendadss por Rlopper (1355) 16)

en qiid I uri—
na & aqueeida com 15 mi de doide elopidvico concentrado mais o tolue
no. |

Comp exigtem algwmas evidencias de que umg porgao de -
pregrandiol total & destrurdo pelo tratamento acido , diluimos g uri
na com ggua destilada e foi adictonado o talueno para assim minimi-
zar g perda do eeterdotde durante a hidrélise (47

Embora , teoricamenta , a hideolise enzimitica permrita
condigdes maia suaves com maior rendimento , na pratica , g hidrolf
a¢ doidg € wm procedimento aceitdvel, pois obtivemoe recuperapde -
acima de 94 % acrescentando o eaterdide {100 ung) antes e apds a hi-

drilise (Figa. & e 7).

o A gscolha do aeetato , eomp derivado , puara cromatogra
fia foi baseada nz evidencia relatada por Xirschner e Lipeseit (196¢)
(14} de que ha peloc menca wm componente urinario com wm tempo de pe—
tenpao eemelhantea a do pregnandiol coinsidente com a mancha corres—
pondente ap pregrandtol na eromatografia em camada delgada. 08 dert
vadoa éter trimetilailieteo ou trifiuorgcetats usualmente emprega =

doe em cromategrafia a gas doe estercides urinarios, nao permitem a re
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solupap deatas 2 substaneias , eomente com acetilagdc fot pogeival
a separagac destes ‘2 componentes.

Neceeaidade de purificagde prévia do extrato nac foi na
ccgsaria {Figs. 10,11 e 12 ) ,'I:a-a::emi'a perfeita identificapac dos
pieoa , sem interferéncig dos outrpa estaroides. .

A untea poaaibilidade seric a presenga , na wwina , do
tadmere de pregnandiol, o alopregnandiol qua apengs estd presente,
em katizas eoncentragdes , na wring gravidica, Embora ecetea eaterdi
dae sejam perfeitamente diseriminadoe , tém base comum ¢ eventual-
mente , pederia haver dificuldads para sua separapac.

Nae geatanies , por nos sstudadas , nac observamos entre
tante interferencia. de alopregnandiol em nenhumz das dosagens.

Em nopea experiéncia , mesmo com & eficiencia da coluna
reilativamente baixa, com. nimerc de pratoe tedricos 614 a 960 ,po
de aer uaada para determinar o pregnandicl em urinas rnomuais e de
gestante , com conaideravel segurangd.

A sensibilidade do aparelho datectq wma concentragas -
equivalente a 0,2 mg/id horas (u.smidn 120 do vol., para hidrolise),
com 0 cogfietente de variagao meror que § % , moatrando que meamo
para valores extremamente baizoa , o método & senmgivel e ezcalenta,

de gecordp com as observagoes feitas por Chattoraj m‘r.

" A mais importante evidéncia , para a validade do métedo ,
? Foi obtida por cc;mparm;&'a com o8 valores de excrepae ueands _métcfdoa
de .cmmtagmffa @ gas, ¢ o procedimente aldssico de Kleppeer (1985),
Asgim , duas };‘:;bliaaf;é'as itndicam que no minimo na faiza de 1 mg/2d
horas ou maie , ha excelente coinoidénoia entre os 2 métodos (Cox ,

1963) e Kirschner e Lipsett , 1864,
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Quando -a arerepao d'e‘ pregnandiol ecat , abaize do valor -
de Img/84 hamsf,a ansaic classice tende g dar leituras eongtderavel
mente maiores do que ¢ metode de.cromatografia a gas.

A niveis miite baizos , o métedo de Klopper é mence ezg
to devido a nao especificidade do cromogene com deide sulfirico .
Finalmente , a excelente cerrelapac dga verificagoes clinicaa com

o8 valores de excregae de pregnandiol (30)

refiete a utilddade € a
validada do presente método.

N andlise estatistica do métods , realizando a acetila-
pao dog eaterdides simtlarea , em eatruturg quimica , e efetuando
a eromatografic a gde em colung SE=30 ccl 3% uemﬂrﬁms a separa-
¢do nitida entre pregnandicl , progeateronz , pregrnattricl e alo -
pregnandiol (Tabelq ).

0 alopregnandiol , embora wm {sdmero , permite a sua iden
tifioagao , pois o tampo de retengde foi diferentes (8,05 min.) da
quele do pregramdiol { 7,15 min. ) Fig. 8.

Na técni;:a utilizada , quer a progegterona quer o pregran
triol nao-foram detectados , por outro lado , p’éh hidroline deida
nas forem destruidae completwﬁente a pmgeatam;u € o pregnantrioi-
(Fige. § e ? } adicionadas @ wring.

A sensibilidade do método |, teatadclt através de adigao do
_p:;*egnmdial pure em quantidades crescentes , de 2 q 8 ug /mi (1/40
vol, de 24 horas} ,e analigande cadg amostra , antes e apds a adi-
gao do esterdide fot obtida wna recuperapac actma de $2 % (Tabalallll}

Qumta- aos demais pardmetre a preciéqo aualiada através -
da reprodutibilidade intra e inter—ensaioc (Tabela IV ) moatrou -se
excelente ,pota o coeftetente de varfagde fof de 3,28 % para a ava

iiagao intra -ensaio ¢ de 8,66 % parag inter-enagio.
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A gxatidze (Tabelgs V , VI e VIT ) foi também excelente
pois @ coeficiente de correlagac (r) varicou de 9,38 a 1,0 entre oa
valoves tedricos e abtidoa,

Em § oicloa menstruaie , oe valores obtidoa foram os se
guintes ;= Fase folteular 0,103 —1,18 mg/2¢ horae e Fage Iutea de
7,16 - 6,8 mg/24 horas.

En todos os cusve , a occorreéncia de omilagae foi doeu —
mentada pela determinagac da temperatura baeal.

Apoa a aul;lag&'o s @ ocorrencia de menstruagao teve [u -
gar entre 10 e 17 dias.

A data da cvulapao foi tomada para separar a ‘fase foli-
aular da faae Efitea. « O3 valores mais .;:11:93 foram obtidoa an redor
dog dina 19 e 22 para os ciclos nommais , sendo que ¢ aeud vglores
vartaram  entre 2 -5 mg /24 horae.

A qxcre;&a diaria de pregnandiol em 8 pacientes , com -

‘ atelon auﬂlﬁtérios normaLe , EB;':&' indieada na Tabela VIII.

EET e 3 0y ah
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6. CONCLUSOES

Foi padronizade wn método de dosagem de pragnondiel urinario
por eromatografia a gas, apés hidrdlise &'ctda . eﬂmgiﬂ 2

acetilagac.

A mtdlise eatatistics da metodologia- demonatrou haver eleva-
do grau de eepecificidade., -Bmtidﬁa., sengibilidade , recu-

peragac (98,5 a 107,2 %) e preciedo {e.V, de 2,28 % intra -

" endato e 3,66 & inter— enaato ) o que nos permitiu quantifi-

car niveis de pregnandiol quer em urings normals , quer no.

ctelo menatrual.,

ol Ardoie i dededeke ok
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