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RESUMEN.

El fundamento de éeste trabajo lo constituye la

cromatografia de liquidos de alta resolucidn, a base de una columna de
octadecilsilano CC-—-18D con particulas de =S m de diametro. La

deteccion de los compuestos estudi ados se llevd a cabo on un

especitrofotdmetro de luz ultravioleta. El objetive consistid en

desarrollar un método eficaz y rapido para cuantificar Acetato de

Medroxi progesterona CMPAD, Noretindrona <C(NET) y Levonorgestrel CLNGD

eon plasmas de mujeres usuarias de algunas de eéstas progestinas

sinteéeticas. LLos procedimnientos seguidos fueron: ad caracterizacion

fisicoquimica de las progestinas b otros esteroides con grupo

Ad4-3B-ceto Co a-? insaturadod, b)) métodos de extraccion de lipidos del

Plasma humano y ) desarrollo del método en HPLC para caracterizaciéon

Y cuantificacion de las progestinas estudi adas. La caracterizacion

espectrofotometrica, permitic establecer las condiciones. Para el

anadisis cromatografico en HPLC. La resolucidn, es decir. la eficiencia

de la separacidn entre compuestos estructuralmente similares, resultd

satisfactoria Para permitir cuantificar separadamente cada una de las

progestinas mediante HPLC en las condiciones estandarizadas. En cambio

la sensibilidad del método, entendida como la cantidad minima de

compuesto que se puede cuantificar, no resultd suficiente para las

concentraciones que presentan usuarias de algunas de éstas progestinas

sintéticas. Esto nos lleva a considerar que el método es muy atil on

cuanto a la separacion de los compuestos estudiados; pero si se

desea cuantificarlos, debera emplearse un método lo suficientemente

sensible, como lo seria la espectrometria de masas.



o [Sye— [a— JR——.

Lk

|

INTRODUCCION.

La terapéutica anticonceptiva. concebida en sus iniciocs
como la consecuencia légica de numer osos - interesantes
descubrimientos scbre 1la fisiologia de la reproduccidn humana, ha

alcanzado un alto grado Jde desarrollo y actualmente constituye parte

fundamental de todo plan de politica poblacional a nivel mundial.

Esto
es, su gran asequibilidad permite controlar el numero de individuos en
un lugar y periodo de tiempo determinados. Asimismo,., cada individuo

PpPuede manejar a wvoluntad el numero de descendientes directos y el

momento en el que desea tenerlos.

La diwversidad de métodos da idea de los abundantes

estudios que han venido a proporcionar sistemas mas

tal

adecuados para

fin ¥y adaptarse a cada caso particular, obedeciendo a factores

como: edad, numeroc de partos previos, situacidn econdmica, patrones

culturales, caracteristicas de cada método y tiempoe probable de uso,

entre otros.

La gama de procedimientos va en aumento y parte desde la

aplicacidn del método del ritmo menstrual hasta el aborados

procedimientos farmacéuticos como implantes pasando por compuestos

inyectables y preparaciones orales; los procedimientos quirdrgicos

también son empleados frecuentemente.

A pesar de los conocimientos actuales respecto a la

ris.i:ologia reproductiva masculina., ne hay grandes perspectivas adn., ya

que no existe la situacidn tan diversa de aspectos hormonales

ciclicos en los que se puede incidir farmacoldgicamente. Ello conduce

a centrar la practica anticonceptiva en el desarrollo de compuestos
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del tipo de estrédgenos y progestinas sintéticas y variar la forma de

administracién.

En base a lo anterior, se puede considerar que gracias
a los elaborados procesos de quimica organica y farmaceologia, se ha
alcanzado un alto grado de desarrollo en la produccidén de drogas da

tipo hormonal estercidal con cierto grado de potencia farmacolégica,

asi como medi os v formas de administracidn mas adecuados. La

combinaci dn secuencial o simul tanea de hormonas sintéticas Puede

of recer mejor resultades ¥y al mismo tiempo disminuir los efectos
colaterales, asi como dar una estrecha simulacidén de los eventos

hormonales naturales del ciclo sexual.

La eficacia del empleo de éstas hormonas, ha sido el
resul tado de extensos estudios en distintas areas de biomedicina y
cabe mencionar el papel preponderante de dos procedimientos
clave: @l radicinmunoanalisis y el analisis estadistico. El primero

tiene la ventaja de ser un método analitico muy sensible, especifico,
preciso y reproducible. No ocbstante su alto costo y elaborado proceso.,
sUu utilidad os evidente en el ostudico integral de un nueveo compuesto
sintetizado, asi como en estudios comparativos en poblacidn abierta.
El analisis estadistico permite hacer calculos rapidos y confiables
para evaluar cacda una de las etapas de andlisis farmaceoldgico de

compuestos nuevos.

Un método especial, pero Sumamento preciso, os la

espectrometria de masas CEM). Sin embargo su aplicacidn se limita, por

el nomento, a resol ver cuestiones particulares de investigacidn
basica, siendo restringida su aplicacidén en aspectos de contr oi

terapéutico. Proporciocna informacidn detall ada de los der i vados

VII



metabdlicos ¥y @llo permite conocer a fondo los mecanisnos implicados
en el efecto terapeutico y la aparicidn de los efectos colaterales.

N lL.a cromatografia de gases <CCGD es otro procedimiento
analitico que ha dado importantes contribuciones en la caracterizacion
de compuestos esteroidales hormonales y constituyd la forma inicial de
cuantificar compuestos en concentraciones inferiocres a las detectadas
por procedimjientos hasta entonces disponibles. lLas limitantes de su
uso consisten en sSu baja separacién y sensibilidad., requeridos en
estudios actuales. Sin embargo, did la pauta para desarrollar métodos
com® la cromatografia de liquidos de alta resolucidén CCLAR o HPLCO y
la combinacidn de métodos cromatograficos.

La cromatograria de 1l1iquidos de alta - resoluciédn [}
eficiencia., posee ciertas caracteristicas como: versatilidad en el
tipo de compuestos, costo relativamente bajo, consume poco tiempo,
permite gran maniobrabilidad al efectuar variantes en los sistemas de
Separacidén (gradientes de polaridad y variaciones en el flujo de la
fase moOvild Yy el manejo de nmuestras bioclogicas. por lo cual se
pretende implementar un método'qu. permita cuantificar pogestinas para
apoyar las etapas de estudio en usuarias de progestinas sinteéeticas
haciendo uso del método HPL.C.

El estudio del metabolismo de las hormonas
anticonceptivas asi como de los efectos bioldgicos apenas comienza a
desarrcllarse. Por ello , al conjuntar las mejores herramientas para
el aborar estrategias de estudio que ayuden a comprender los fendmencs
implicados en la reproduccidn y su regulacidén, deben tomarse en cuenta
las técnicas analfiticas antes descritas y analizar el papel que tiene

la cromatografia de liquidos, que de manera particular se aborda en
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éste trabajo.

En los ul timos affos. el aArea de biclogia de la
reproduccidn se ha enriquecido con nuevos conocimientos, cuya
aplicacidn permite efectuar métodos de control de la fertilidad con el
fin de aumentar las probabilidades de una mejor condicidén de vida en
base a los indicadores de salud, o al menos no poner en peligro las
Que se tienen actualmente. Esto es, @l nivel de vida de una comunidad
tendera a aumentar =i se logra reducir la tasa de crecimiento
poblaciocnal ., ya que permite correlacionar la economia con el numero de

individuos que forman parte de ella.
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CAPITULO 1
ANTECEDENTES GENERALES.

Es necesario ubicar a los compuestos en estudioco desde
dos aspectos: ad el sustrato quimico y b)) el efecto bioldgico. En
cuantc al primero, cabe mencionar que las progestinas sintéticas
derivan de la progesterona desde el punto de vista estructural. En
cuanto el efecto bicldgico, se tiene suficiente informacidn general
que apoya los fundamentos fisioldgicos que permiten entender las
funciones principales de progestinas, estrédgenos y androéogenos. Los
conceptos fundamentales de éstos estercides hormonales se describen a
continuacidn.

PROGESTINAS.

Daesde fines del siglo pasado se pensaba en el papel que
@l cuerpo luteo desempefiaba en la gestacidn, lo cual se demostrdéd al
provocar abortos en conejas ovariectomizadas Yy el impedimento del
abor to al administrar extractos luteales c1.2,35. La compl eta
descripcidn de los efectos de un extracto luteal en uUGtero de cerdas,
marcaron el principio de la endocrinologia sexual.

Al sintetizar deri vados de la progesterona Canalogos
sintéticosd sée pretendia mejorar la incdmoda situacidn del efecto poco
duradero de la progesterona en los= modelos experimentales.

La progesterona se produce en @l cuerpo luteo, hacia la
segunda mitad del cicleo menstrual Cel dia uno corresponde al primer
dia de sangrado menstruald por efecto de la estimulacidn de la hormona
hipofisiaria luteotrdéfica CLH>. El papel de ésta hormnona consiste en

mantener la produccidn de progestercona y. si ocurre embarazo, -l
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trofoblasto da continuidad de estimulo hormonal mediante otra hormona

denominada gJgonadotropina coridnica, para mantener viable al cuerpo

lutec como fuente de progestercona, al menos hasta el segundo o

tercer mes de la gestacidn, ya que para ese entonces., la placenta

asume @)l papel principal de la produccién de progesterona durante el

resto de la gestacidn.

La progesterona estimula el desarrollo del endometrio

secretor Cetapa ldatea del ciclod Y la caida en su concentracidén

desencadena la menstruacidn, ya que el cuerpo luteo recibe influencia

£élo de ILH cuandoe no existe embarazo. La accidn conjunta de estréoégencos

Y progesterona es responsable de las caracteristicas histologicas del

conducto vaginal y endometrio. Las glandulas endometriales se atrofian

cuando se administra una progestina sintética que no posees efecto

estrogénicao. dencstrandose de asta manara la complementariedad

funciocnal de dichas hormonas en el ciclo sexual hormonal.

Las glandul as del endocér vi x, madur adas bajo la

influencia de estroéogenos., tornan sSu secrecion fluida an una mAs

viscosa al exponerse a la progesterona. De la misma manera, el patron

tipico de la mucosa endocervical en @l embarazo se desarrolla a partir
de un patrén estrogénico verificable en frotis. Asi,. la presencia de
estrégens y la subsecuente accidn progestagena, repercute en cambios
citolédgicos y e@s ahora posible medir la potencia farmacoldgica de un

nuevo compuesto sintético en base a dichos cambios.
Como efectos bioldgicos atribuibles a la progesterona se
rencuentran: proliferaclidin de acinos en glandula mamaria Cconjuntamente

con estréogenos) e induccidn de aumento en temperatura corporal basal,

a dosis que producen efectos en vagina, endometrio y cuello uterino.



El tratamniento previo con estrégencos induce un aumento

poblacional de receptores celulares para progesterona en los tejidos
blanco C4,5).

ESTROGENOS.

La relacién entre ovario y funcidn uterina, asi como

diversas funciones sexuales, quedd esbablacida. desde 1900 C3> y fue

corroborada por reimplantes que restauraban funciones suprimidas o

modificadas por la extirpacién de los ovarios. La presencia en 1la

circulacidn sanguinea de una sSustancia durante el estro en cerdas

Cprincipioc sexual activod, asi como @l hallazgo de una sustancia en la

orina de la mujer eon peoeriodo menstrual, cuya cantidad fluctuaba
durante el ciclo, vinieron a establecer 1la relacidn
“ovario-hormona-funcidn sexual* 8, 7, 8, @. Durante el embarazo se

eliminan grandes cantidades de estrégene por orina, de donde pudo

aislarse el principioc sexual activeo C10, 11, 120.

Los estréogenos tienen distintos efectos: por accion

directa producen desarrollo y crecimienf_o en vagina, Gtero y trompas,

ademas de causar aumento de tamaMo en mamas Cconductos, estroma Yy

depdsito de grasad Y por accidn mas bien indirecta, s moldea el

contorno corporal Cdistribucidn de l1a grasa de depdsitod,

configuracidn esquelética, cambios en epifisis de huesos largos ¥y

fusiédn epifisiaria. Los estrogenos ademas influyen en el crecimiento
del vello axilar y pigmentacidn de ardéola, pezdn y region genital.

Aunado a ésto, sSe@ relaciona €1 comportamiento caracteristico femenino

en @l hunanco y otras especies.
Lo mas sobresaliente es el comportamiento ciclico de la

sSecrecidédn estrogénica del ovario entre una menstruacioéon y otra. En una
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primera fase dfase folicular (-3 inicio del sangradod comi enza a

aumentar la secrecidn de estradiocl en sangre y se detectan hasta 20

pPg-mbL. Esta primera etapa o fase, se

daenomina folicular -]

proliferativa e implica cambios histoldgicos en ovario y mucosas

uterina y vaginal: la secrecion glandular de endocérvix esta aumentada

Y las mamas estan turgentes. La cajida en la actividad estrogénica se

desarrolla aproxi madamente al final del cicloe <28 dias

aproxi madamented, como preludio de la aparicidn de la menstruacidon.

Este fendmeno se desarrolla en la etapa de ciclos inmaduros

Canovulatorios de la pubertad) y en la mencpausia. En la adolescencia,

el factor desencadenante de la menstruacidén es la suspension de la

secrecion de progesterona. :

Respecto al mecanismo de accidédn de los estroégenos, se ha

propuesto la presencia de receptores en células de tejidos “blanco*

Cvias reproductoras femeninas, mamas, hipdfisis, hipotalameod. En lo

referente a dtero., Se conoce un raeceptor de naturaleza proteica que se

encuentra en citosol, que recibe al estrégenco y al disocociarse de &1 me

transforma en una particula protégica mas pequefia para viajar al nidcleo

® inducir sintesis de ARNm especifico., asi como una tasa welevada dJde

sintesis de nueva proteina. Posteriormente se promueve la sintesis de

ADN C4,55.

Los conocimientos actuales sobre 1la funcion de los

estrégenos, nos permiten aplicarlos en diferentes situaciones, citando

algunos ejemplos: anticoncepcidn, control de cuadros clinicos como

mencopausia., dismenorreas., disgenesia Svarica, acné b'd control de

neopl asias hormonocdependientes.



ANDROGENOS.

Hacia 1770 se incursioné en el campo de los compuestos
con actividad estimuladora de los caracteres sexuales masculinos. Un
reporte preliminar habla de los efectos debidos a la at::!mintst.racién de
un extracto testicular en la prevencidén de la castracién en gallos. Lo
anterior. aunado a la consideracicon de entonces de que los signos Yy
sintomas de la senilidad en el hombre se debian a insuficiencia
testicular, impulsaron la inquietud de resolver estas cuestiones, por
lo que fue necesario disefMar model os mas adecuados C13.140.

Los andrdédgenos son €l sustrato quimico responsable de la
diferenciacion biocldgica del nifio y su transformacidn en adolescente,
hasta completar las; caracteristicas de la madurez sexual biocldgica.
Estos cambios obedecen a un rearregleo funcional hipofisiario—gonadal
que comienza en la infancia con un fendmeno de escape de la inhibicidén
que la secrecidn de andrdoéigenos testiculares y suprarrenales ejercen
sobre el hipotalamo. Aun cuando persisten las concentraciones
sanguineas de androgencs, la hipdédfisis produce LH y hormona foliculo
estinul ante CFSHD Para el desarrollo de caracteristicas sexual es

secundarias Y estimulacion de mayor produccion de testosterona.

sustrato quimico al que se le atribuye la propiedad de inducir en
forma directa: crecimiento testicular Yy peneano, aumento de la masa
muscular ., movilizacidn caracteristica de la grasa subcutanea y de

manera indirecta estimulan el crecimiento a .t.odcs niveles en el
organismo.
ASBPECTOS BIOQUIMICOS.
Los andrédgenos ., progestinas Yy estréogenos, son compuestos

quimicos derivados del colesterol, el cual se sintetiza en higado,
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suprarrenales, piel, testiculo ¥y acrta. El sitio de sintesis es el
citosol ¥y fraccién liscosomal Creticulo endoplasmico lisod. La sintesis
de colesterol alcanza la cifra de 1 gr al dia; pero puede dismuniur
hasta el 30% de la produccién total. dependiendo del aporte en la
dieta.

Los Atomos de carbono que forman el colesterol,
provienen de la acetil-Coenzima-A, que a sSu vez s producto de las
vias oxidativas de la gl ucosa, Acidos Grasos b'd ami noacidos
cetogénicos. Una vez producida la acetil -Coenzima—A, puade seguir ;los
vias: una biosintética Csintesis de acidos grasos, cuerpos cetédnicos o
colesterol) y otra oxidativa (Ccicla d4deée Krebs, para obtencisdn de
energia en forma de ATP a través de la fosforilacidn oxidativad.

Respecto al colesterol. la edad Y ol tipo de
alimentacidn determinan la magnitud de sintesis del nucleco esterocide.
Por otro lado, @l colesterol tiene diversas funciones en el organismo,
lo cual es evidente cuandc se analiza la tasa de recambio en las
etapas de crecimiento y desarrollo. A .

L.a colesterogénesis s la via metabdlica que parte del
metabolito denomi nado —hidroxi --metil —glutaril —Co-A. Su
transformacidén en mevalonato, por una reaccidn de oxidorreducciodn
dependiente de poder reductor C(NADPH+H'D, es5 el paso regulador de la
via, a través de un mecanismo poco estudiado, donde participa el
colestercl. El mevalonato se activa mediante fosforilacion, a lo que
sigue un paso de descarboxilacidn para dar un compuesto isoprencide
denominado isopentenil-pirofosfatoe CIPPPD. base estructural de
diversos compuestos terpénicos Cvitamina A, ubiquinona, colesterol.,

dolicol Y otros compuestos de origen vegetald. Por un rearreglo



molecular de un IPPP se forma el dimetilalil —pirofosfato CDAPPD. el
cual se une a un IPFPP para dar un compuesto de diez Atomos de carbono
CC—-10D que se denomi na genéricamente como monot er peno:

geranilpirofosfato CGPP), el cual se une a otro IPPP para formar el

sesqui berpéno farnesilpirofosfato CFPPD. Dos moléculas de FPP se
condensan Yy forman un triterpenc lineal: @l escual eno, que s®
hidroxila. desmetila ¥y cicliza para dar el producto final de la via:

@l colesterol, con 27 aAtomos de carbono. Una vez formado sale de la
céelula ¥y as expor tado a otros tejidos en forma de ésteres de
colesterilo, asi como en forma libre que viaja en molécul as protéicas
complejas llamadas lipoproteinas de alta y baja d.nsid;d CHDL ¥ LDLD.

El destino metabdlico ulterior del colesterocl, dependera del tejido al
cual llegue Yy asi, s@ tendran: zsales biliares, hormonas sexuales yi
corticosuprarrenales, ademas de su participaciéon en la conformacién de
la membrana de células y organulos celulares. Véease la figura 1 en
donde se esquematiza el metabol i smo de las hormonas sexual es

esterocidales.
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Figura 1. Deri vados metabdl icos estercideos.
Los circulos claros seffalan los compuestos gque pueden
estar sulfatados; P4, progesterona; CORTOL.:
colesterol ; OH: Grupo hidroxilo; DOC -
desoxicorticosterona; <CO: corticosterona. Modi fficado
de: Kilshow D. "“Esteroides: Principios y técnicas*.
Ed. El Manual Modernoc. 1S87S5. México.
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CAPITULO 2.
ANTECEDENTES ESPECIFICOS.

Las Fprogestinas sintéticas estan sujetas a
transformacidn quimica a nivel de los tejidos. Esta transformacidon
puede generar deri vados con diferentes propiedades: mayor efecto
terapéutico, disminucidn del efecto terapéutico, alterar funciones
celul ares Y tisulares. Por ello, es necesario indagar las rutas
posibles de transformacion farmacoldédgica Cfarmacodinamiad de los
anticonceptivos hormonales esterocidales. Por otro lado, esS necesario
indicar los m&todos ' actuales de estudio que permiten conocer éstos
aspectos. A continuacion se describen estos dos apartados: 1a
farmacodinamia en su estado actual ¥y los métodos que se emplean para
@l estudic de los deaerivados metabdlicos de 1 a£ progestinas. Véase la
figura 2, para ubicar los cambios quimicos que se describen.

ASPECTOS FARMACODINAMICOS.
a2 Acetato de medroxiprogesterona CMPAD.

Al igual que el acetato de megestrol, la MPA ha sido

estudiada intensamente en diversos modelos experimentales. La MPA
tiene la desventaja de degradarse sSi se administra por wvia oral, lo
cual noe sucede por Vvia parenteral, pero para fines de aplicacidn

extensa, @stos faArmacos representan ciertas ventajas., pues se obtiene
un periodo considerablemente largo de efecto terapéutico (minimo de
tres meses, con una sola dosis de 1S5S0 mgd. Sin embarge hay dudas
respecto de la seguridad en el emplec de MPA, en base a los efectos
col aterales hall ados en algunos de *sOS modelos. As1, ol uUso

indiscriminado por las usuarias se intenta suprimir al emplear otros
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compuestos con menor riesgo, sin embargo su uso ocasional resulta

coOHmodo ¥y will sSi se concreta su uso a una o dos aplicaciones como

maximo.

El estado actual de conocimientos en cuanto a efectos

colaterales bien estudiados es el siguiente: inducen un aumento de

peso, alteraciones dérmicas, hipoplasia ductal en mamas, hiperplasia

endonetrial, diversos cambios bioquimicos en glandula mamari.é Yy dGtero

Cen sabuesasd C18). Sin embargo se debe mencionar la gran utilidad que

ha ofrecido en ciertos tipos de neoplasias hormonodependientes como el

adenccarcinoma endometrial y en @l cancer de mama. en los cuales la

respuesta oS bastante satisfactoria, ya que un namero bastante

importante de pacientes, tiene un excelente prondstico para la wvida,

una vez que sSe ha detectado en etapasx iniciales de la enfermedad.

Se concce mas acerca de los derivados metabdlicos en el

caso del acetato de megestrol que en cuanto a MPA; por ello, el

emplear muestras de plasma de usuarjias sin control méedico que acuden a

consulta. puede sSservir para desarrcollar un metodo capaz de separar los

posibles derivados de MPA ¥y su estudio farmacolédgico ulterior.

B> Noretindrona CNETO.

Durante mAs de veinticinco affos, @1 compuesto sintético

NET ha sido empleadoc ampliamente para fines anticonceptivos. La

utilidad de su emplec ha sido bien demostrada y ha servido para

conocer aspectos de la biotransformacidn de éste tipo de compuestos.

Los cambios quimicos de NET ocurren principalmnte en el

anillo A del nucl eo esteroide h'd consisten on hidrogenaciones.

Particularmente el grupo A—-4-3—-ceto. se reduce, formandose un grupo

hidroxilo en el carbono 3 CC-3D ¥y saturéndose @l doble snlace entre

i1



C-4 y C~S. Los productos resultantes son cuatro: 12 3a-OH,8a-H Co

simplemente Ba-Sad, 80 Ba—-0H,.SB~H (o 3a—5/30.,30 33-OH,Ba-H Co 3r3-Bad y

40 32-OH, 5i3—-H Co 23-5730. Todos ellos como conjugados con glucuréﬁido

en orina, siendo el mas abundante el *“3a-53" C28-2820 C19D; pero el

compuesto con mayor actividad farmacoldédgica es el derivado *33-5Sa. La

cedena lateral etinil—-Ci17 sufre poco cambio, pero inmpi de 1la

aromatizacién del anillec A Yy en consecuencia la transformacidn a

estréogeno se ve impedida Cderivados de estradiol a pPartir de

progestinasd <180,
cd Levonorgestrel CLNGD.

La diferencia entre NET y LNG radica en el metilo de l1la
posicidn C-18 en el caso de LNG y ausente en NET, por lo que podria

esperarse que tuviesen un destino metabdlico similar. Sin embargo, el

LNG es principalmente hidroxilade COHD en C-1, C-6 y C-16. En C-3 l1la

reduccién es mas lenta. Asi, se tienen como principales derivados: 1D

18a~-0OH,2> 16/3—0OH, 33 13—-0OH, 422a-0H, 55 6a-OH y 6> 63-0H. A nivel del

anillo A se tienen: 12 3a~OH,%BE-H, 2 3i3-OH,SR-H y derivados en 18-OH.

Los derivados mas abundantes son los 168-OH ¥y el 3a-87 (16D, Las
transformacicones encontradas se explican en el hecho de que @l etilo

de C-13 impide o retrasa las reducciones del anillo A y tiende a

favorecer las hidroxilaciones en 28 resto de la molécula. Los

resul tados se extrapol an con la duracion del efecto en forma

comparativa entre NET y LNG., encontrandose que a dosis similares el

LNG tiene mayor duracion v permite Poer lo tanto el empl eo de

microdosis C17D.
METODOS DE CUANTIFICACION DE PROGESTINAS.

La forma actual de identificar un compuesto on

12
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.analisis quimico.

particular s basa en las propiedades fisicoquimicas de sSu estructura,

la cual pcocdemos estudiar valiéndonos de métodos instrumentales de

Los métodos desarrcollados entre 1937 y 1954 son:

espectroscopia ultravioleta <dUvd, espectroscopia infrarroja (IR y

resonancia magnética nuclear CCRMND. Las dos primeras, con quimica

elemental Y cromatografia, permitieron cuantificar Y caracterizar

diversos tipos de compuestos. Sin embargo, no es sino hasta la década

de los SO’s en que un método abridé onor mes horizontes: el

radicinnmuncanalisis Cca0,.,21,220. Haciendo uso de los mecani SNos
espacificos de la. reaccién entre antigeno y anticuerpo, s logrdéd

detectar b cuantificar radioisdtopos ligados a un anticuerpo,
obteniéndose una sensibilidad del orden de pg de compuesto, ademas de

una gran precisidn. La cromatografia de liquidos de alta resolucidén

viene a constituir un método perfeccionado de la cromatografia en

columna de fase normal Cpolard estacionaria, ya que ttiene una mayor

sensibilidad Cen micro y nanogramosd.

Si bien el RIA ofrece muchas ventajas, el HPLC tiene

muchas Posibilidades, aidn en escala diferente del RIA, ya que no se

necesita apuntar hacia alguna direccidédn en particular sino que en una

misma nmuestra se pueden buscar sustancias derivadas o relacionadas con

los compuestos en estudio. Ademas, se tiene un perfil quimico casi

completo de cada muestra, a diferencia del RIA. . que puede

interpretarse como una busqueda | extremadamente particular y finma, que

posee un alto grado de especificidad; Ppero restringido a un solo

compuesto. Por ello, el enfoque aplicativo de ambas metodologias es

evidentemente diferente. El RIA auyuda a cuantificar un compuesto,

pero en farmacodinamia es imposible pensar en preparar un anticuerpo

.13
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dirigido contra un compuesto desconocido. Es aqui en donde un método
confiable de separacidn e identificacién puede sentar las bases del
estudic del metabolismo de una progestina sintética.

La quimica analitica maneja hoy on dia un método
extraordinario que permite jidentificar un compuesto y dar incluso su
pesco molecular exacto. Se basa en ciertos patrones de fragmentacion
producidos &l bombardear con electrones emanados de un il amento de
tungsteno con alto voltaje, muestras aplicadas al vacio para permitir
su aceleracidn v someterlos a un campo electromagnéticoe Para
di ferenci ar Particul as postitivasnegativas Y particul as
ligeras - pesadas. Se denomina espectrometria de masas Yy puede servir
para compl ementar estudios después de emplear separaciones
cromatograficas e identificar finalmente los compuestos posibles

Cia.23.24.2850.

14
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CAPITULO 3.
HIPOTESIS.

Tres progestinas sintéticas se estudian en el presente
trabajo: MPA, NET y LNG. Pertenecen desde el punto de vista quimico a
la familia de la progesterona, la cual POSee un grupo croméforo
denomi nado ‘“ceto—o-fi-insaturado’” o "“A4-3-ceto” o A4-3-oxo', en el
anillo A del nucleo esteroide.

La progesterona consti tuye el Pprototipo en quimica

organica para la obtencion de analogos que posean mayor potencia

‘progestacioconal, siendo @l sustrato comidn en ellos el grupo enunciado

arriba y esquematizado en la figura siguiente:

R Rm
c < c
— ~ —
| o (4
Ru
En base a los sustituyentes an el resto de  la
estructura, las Pprogestinas se clasifican an dos subgrupos: las

derivadas de la 17—-hidroxiprogesterona ¥ las der i vadas de la

19nor—testosterona Ctabla 1D.

1is
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CLASIFICACION DE LAS PROGESTINAS

GRUPO NOMBRE
Acetato de Medroxiprogesterona CMPAD
1 7a—HI DROXT ~— Acetato de Megestrol
PROGESTERONA Acetofénido de Dihidroprogesterona

Acetato de Clormadinona

Noretindrona CNETY
19-nor-TESTOS— Acetato de noretindrona
TERONA Linmnestrol

Levonorgestrel CLNGD

Se nuestran algunos compuestos representativos. Los paréntesis
indican las progestinas en estudioc (268D. . .

lL.os compuestos correspondientes Cver apéndice 15, pueden
estudi arse nmediante un método basado en la propiedad fisicoquimica del
grupoc croméforo que poseen todos ellos, al absorber luz ultravioleta
eon 230-240 nm de longitud de onda. El coeficiente de extinclidn molar
esperado os del orden de 1.4 x 10% para una longitud de onda de 240
nm, sSegun las reglas de Woodward-Fi eser Para grupos carbonilos
conjugados C27D.

Todo lo anterior hace suponer que pueden detectarse
cantidades de. compuesto en el orden de nano o pico gramos, si se toman
en consideracion las condiciones del microensayoc para HPLC: celda de
20 ul., sensibilidad de ©. 01 unidades de absorbancia, columna de
octadecilsilano con particulas de 8 um, ademas de la versatilidad en
@l manejo de diversos sistemas de elucidn (scolventes con diferente
polaridadd y la posibilidad de efectuar gradientes de polaridad. Deben
determinarse: sensibilidad del método asti como seleccionar @l
tratamiento previo de las nuestras de usuarias de progestinas. La
pesibilidad de transfor macidén del compuesto inmediatamente a su

administracidén puede © no alterar la determinacion, ya que el método

16
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descrito es de utilidad mientras el grupo cromédforeo se mantenga en la

molécula,

restantes.

adn cuando sufra cambios en cualesquiera de los carbonos

17
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CAPITULO 4.
OBJETIVOS.

1.~ Desarrollar una metodologia que permita cuantificar

progestinas sintéticas y aplicarla en el estudio de plasmas de
usuarias de alguno de estos compuestos. Para ello, se determinara la
especi ficidad. sensibilidad. precisién b reproducibilidaac de la

cromatografia de liquidos de alta resoclucidn.

2. - Eval uacién de la metodologta pPara efectuar
microanalisis rapidos con el fin de proporcionar una herrramienta en
estudios preliminares (=} definitivos an la farmacologia de las

progestinas.

i8
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CAPITULO 5.
METODOLOGIA EXPERIMENTAL.

ACETATO DE MEDROXIPROGESTERONA <MPAD.

. o .
NO-CO-CRy -
o

Figura 3. Acetato de Medroxiprogesterona. 17a—~acetoxi -
Sa-metil progesterona.

ad Material.

Acetato de Medroxiprogesterona CMPAY C(Upjohn de Méxicod;
Ga-metil —, 1 7o~acetoxi —, 4-pregnen—3. 20~diona <1, 2-H? CNDD,
actividad especifica SO0-60 Ci - mmol CNew E:ng} and NuclearD ; dter
dieti{lico., acetato de etilo, metancl, diclorometanc, placas de silica
gel de 20 x 20 x 0.02 cm CMerck de Méxicod, toluenco, bencenc y hexano
CBaker de Méxicod; Sephadex LH-20 (Sigma Chem Co.D; testosterona.
androstendiona,. 20a b 2013~ dihidroprogesterona, acetato de
ciproterona, estrona CSigma Chem Co. D cartuchos Sep-pack Cc-18,
columnas para HPLC uyuBondapack C-18 y Novapack C-18 y material de
enpaque para precolumna CWaters Assoc.D.

El agua empleada en los sistemas de separacidn por HPLC
fud purificada mediante un equi po Milli-Q CWaters Assoc.D, s
desgasificd ¥y ultrafiltrd C0O.4 um antes de ser utilizada.

bd> Instrumentos.

Cromatdédgrafo de gradiente liquido modelo 420 C(Beckman

19
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Inst.D., acoplado a un detector Varian UV-5S0, de longitud de onda
variable, con celda de 20 ul.. Registrador de eventos Kipp-Zonen BD-41
con escala total de 1 mV; espectrofotdmetro Aminceo DW-2a C(Aminco
Inst.); contador de centelleo liquido modelo 3289 CPackard).

cD> Métodos.

c. 1. Caracterizacion de MPA y compuestos ceto oa—f3?

insaturados. ‘

c.1.1. Espectrofotometria ultravioleta. Los ccinpu.st.os
con grupo cetoe o-f3 insaturado absorben luz ultravicleta a 230 nm.
Varios compuestos con dicho grupo, fueron estudiades de la manera
siguiente: se disolvid 1 mg de cada uno de ellos en 25 mlk de metanol y
en metanol agua 70.-30. Un mL de cada solucién fue empleado en el
ensayo espectrofotométrico empleandoe una celda de cuarze y efectuando
un barrido desde 200 a 300 nm, con el fin de determinar tanto el
maximo de absorcidén CAD> como el coeficiente de extincidon molar C&£d. Se
compararon los dos sistemas de sol ventes mencionados.

<.1.2. Cromatografia en gel de silice. La cromatograria
en capa fina se desarrollld en placas de smilice con espescor de O0.02
em. El1 MPA asi como MPA-H® y otros esterocides, se estudiaron de la
manera siguiente: se tomaron de 200 a 200 wug de cada uno de ellos y se
eluysd la Placa con hexano-racetato de etilo 8040 Yy 8020, por
separado. La forma de revelarlos e identificarlos consistiéo en Iz
Csublimado) © HazS0e al 102%. Este estudio persigue determinar la pureza
de los compuestos empl eados en el estudio completo. La marca
radiactiva en MPA sirvidé para evaluar el método en base al porcentaje
de recuperacidn de la marca como MPA.

c.1.3. Cromatografia en Sephadex LH~-20. Se empled una

20
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columna de wvidrio empacada con Sephadex LH-20 C€i1i.2 x 23 cmd. Se
estudiaron l1os compuestos del apartado anterior. Finalmente se eligid

como procedimiento para la separacidén de los lipidos del Plasma

'humano. posterior a la extraccidédn con éter, como se describe mas

adelante. El sistema cromatograrico en columna empleado es a base de
tolueno-metanocl como eluyente en proporciédn 88715 Cv-vd). Se colectaron
40 fracciones de 1 ml. cada una. Se emplearon también como fases
estacionarias: aldmina, florisil y silice, con diferentes solventes y
condiciones; perc no ofrecieron ventajas sobre el método descritoe.
c.1.4. Pi sefo del ensayo HPL.C. Se . estudiaron
sSimultaneamente varios compuestos: MPA, LNG, NET. 20a- y 20ia-dihidro
Progesterona, testosterona, androstendiona, 17a—hidroxiprogesterona.
Se prepararon soluciones de ellos en concentracién de 1 ug- mi.. Se
aplicaron a la valvula de inyeccidn del cromatédgrafo 10 ul. Cca. 10 ngd
de cada uno de ellos por separado. También se prepard una solucidn de
todos @llos. Las condiciones desarrolladas fueron:
» columna Novapack C—-18 Cparticulas de octadecilsilanc
de S um de diametro.dimensiones de la columna 0.3@
mm de diametro x 18 cm de largod,
* sistema de elucidn a base de metanol ~agua 7030 Cv-vd,
= flujo de sclvente 1 mlL.min.
* velocidad de registro de eventos 1 em- min,
* sensibilidad del detector O0.01 unidades en
la escala de absorbancia.
» longitud de onda 247 nm Cen base a los datos de
espectrofotometria en UVD.

» volumen de muestra variable entre 8 y 20 uL.

21
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El sistema descrito s conoce como imocratico de
sol ventes premezclados, ya que no es hecesarioc emplear gradientes de
pelaridad a lo largo de la etapa de separacidn.

c.2. Extraccidn de lipidos del plasma humano.

c.2.1. Extraccidn directa con éter. El plasma humano se
obtuve de dos fuentes: venopuncidn antecubital y centrifugacidédn de
nuestra heparinizada, asi como plasma proveniente del bancoe de sangre.
En ambos casos el pplasma fue almacenado a 8°C, hasta el momento de su
enpleo. El procedimiento general de la extraccion fue el siguiente: se
enpl 85 dter: plasma en proporcidn 20: 1 Cv-vd, =@ procedid a 1la
agitacidn en vortex por 3 min, al final de los cuales se sedimentd la
fas®e acuosa, para posteriormente congelar con hielo-seco-racetona y
decantar la fase organica. Todo el procesco se repitid en dos ocasiones
Y @l éter se colectd en un tubo de ensaye. Después se evapord el éter
a 36°C con flujo de nitrdédgenc, para concentrar el extracto de cada una
de las nuestras. Por otra parte, la extraccion etérea se estudid en
funcidn del tiempo de agitacion en veortex (i, 2 ¥y 3 min>, también en
funcion del numero de extracciones y de la proporcidn de éter- plasma.
El método que did mejores resultados fue el siguiente: ad proporcidédn
éter-plasma 10:1, bd 1 min de agitacidn y ;:) una sola extraccion. Con

ello se obtiene mas del 85% de recuperacién, en base MPA-H figura 4>.
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MPA-3n Alicuota(s) + L.C N
Agitacin Vortex 3’ _—" }

+
0.5mL PLASMA
(1}

CONGELAG! Seporacién fases
FASE 4) FASE ACUOSA
ACUOSA (Hislo seco en acetono)

(3)
DECANTACION

FASE(S) ¢t Er,,© RESIDUO + L..C. —— CONTADOR 0

38°C (BANO)

AICUOTAS + LC ———e CONTADOR A

Figura 4. Procedimiento de extraccion de MPA-H® del

rPlasma. Los numeros entre paréntesis indican el orden
del proceso. LC: liquido de centelleo.
c. 2. 2. Extraccion con Sep-pack C-18. Este método

consiste en hacer pasar una muestra bioldgica a traveées de una pequelfa

columna €1.0 x 1.3 cmd empacada con octadecilsilano, siguiendo -l

sistema de cromatograria de particion directa. E1l mét odo que

inicialmente se empled fue el recomendado por el fabricante: ad lavado

del cartucho, b)) aplicacidn de la muestra, cd lavado con 8 mL de agua,

d> 10 mL de agua-metanol 40-.60 y e metanol 1002 de 10 a 20 mL. En
nuestro laboratorio se desarrollaron otros sistemas Yy compararon los

porcentajes de recuperacién de MPA-H? adicionada a plasmas control.

23



SN R SO R

f I S W

L

| Joome

c. 3. Cuantificacion de MPA en plasma.

c.3.1. Perfil en HPLC del extracto lipidico del plasma.
Las muestras para estudio se sometieron al método descrito en el
inciso c.1.4. Se procedid a comparar los patrones cromatograficos de
los méetodas de extracclidn lipicdlica % de nmuestra total Csin
extraccidnd, con el objeto de seleccionar adecuadamente: a2 tipo de
extraccidén de 1lipidos derl Plasma, bd separacidn parcial de los
componenetes de naturaleza lipidica y c)d condiciones de cromatografia
@n HPLC. Se procedid a pPreparar plasmas estandar conteniendo
cantidades conocidas de MPA con el ffin de evaluacidn integral del

método desde la extraccicdn hasta la cuantificacidn Cver figura 3.

PLASMA EXTRACCION

+ > — ETER _—> SEPHADEX
WA SESGAMATR aen, e

SELECCION
FRACCION V MPA

HPLC (10 ul)

Figura 8. Procedimiento de cuantificacién de MPA en
pPlasmas estandar.

c. 3. 2. Curva estandar. Seleccionadas las cor;d.tcion.s
cromatogratricas del apartado anterior, s procedid a precisar una
relacidn directa entre cantidad conocida de MPA y la altura del pico
correspondiente en el cromatograma, © bien, la relacidén con el area
bajo 1la curv.a. Un rango de 1 a 1282 ng de MPA en cinco intervalos de
concentracidn y volumenes entre 8 y 20 ulL de cada concentracicén se

inyectaron al cromatdgrafro. Cada concentracidén £ aplicsd por
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decuplicado.

NORETINDRONA <NET>

Figura Ge Noretindrona. 17a-etinil, 1773 hidroxi .,
19-nor-4— estren-3—-ona (39D.

a Material.

19nor-17a~atinil ~testosterona <CSigma Chem. Cod; NET-H?
actividad especifica 50 a 680 Ci-mmol C(New England Nucleard.
Resto de material,

C1,2CNDdD5,

el descrito en la seccidn de Material para MPA.

b)) Instrumentos. ver misma seccidn para MPA.

<) Métodos. Los descritos en MPA.
c.3.1. Perfil lipidico

de plasma humano Yy NET. Los

Plasmas control se prepararon después de la extraccidn lipidica y

purificaciédn por Sephadex, adicionando cantidades conoclidas de NET a

las soluciones aplicadas al cromatdgrafo C(figura 7O.

c.3. 2, Curva estandar. Seleccionadas las condicicones se
procedid a precisar una relacién directa entre cantidad conocida de
NMET ¥y la altura del pico correspondiente en el cromatograma., o bien,

la relacidn con el area bajo la curva. Un rango de 0.3 a 8.3 ng de NET

en nueve intervalos de concentracidn y velumenes entre 10 y 18 Ll de
cada concentracién se inyectaron al cromatédgrafo. Cada concentracion
se aplicd por decuplicado.
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NET-H ALICUOTAS (CONTADOR BETA)
) agitacisn
+ 9> ETER 10:1 (wv/v)
30'T.A.? 30°', 37°C.
PLASMA
agitacisén
(un minuto)
Reposo (3 min)
RESIDUO DECANTACION Hielo seco
S8ECO ¢ Et20 FASE - DE ETER
ETEREA l
Fase acuosa
LIQUIDO DE o
CENTELLEO LIQ. CENTELLXO
CONTADOR BZETA CONTADOR BETA
Figura 7. Procedimiento de extraccidn de NET-H® del
Plasma.
LEVONORGESTREL <LNG>.
o
vu".' '
©
Figura 8. Norgestrel.
13p—etil -1 7a~aetinil -173-hidroxi —
gon—4-en-3-—cona C-D CLNGD.
ad Material.
17a~etinil, 173~hidroxi ,19nor ~4—estren-3-cona CLNGD.
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Resto de material. el descrito en la seccidn Métodos para MPA.

L) Instrumentos. Los descritos en MPA,

cD Meétodos. Los descritos en MPA.

c.3.1. Perrfil lipidico de plasma humance y LNG. Los
Pplasmas control se prepararon después de la extraccion lipidica y
purificacidédn por Sephadex, adicionando cantidades conocidas de LNG a
las soluciones aplicadas al cromatdédgrafo.

c.3.2. Curva estandar. Seleccionadas las condiciones =se
procedid a precisar una relacidn directa entre cantidad conocida de
LNG ¥ la altura del pico correspondiente en el cromatograma, <o bien,
la relacién con el &rea bajo la curva. Un rango de 1.3 a 15 ng de LNG
en sSeis intervalos de concentracidn y volumenes entre 2.8 y 185 ulL de
cada concentracidédn se inyectaron al cromatdgrafo. Cada concentracion

Se aplicd por decuplicado.
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CAPITULO 6
RESULTADOS

Lo=s resultados s@ muestran en @1 orden descrito para la
desc'ripcir.sn de los METODOS. Se describen simul taneamente MPA, NET ¥y
LNG para facilitar la presentacidn de los datos.

CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE ALGUNOS COMPUESTOS
CETO=ALFA BETA INSATURADOS.

1. ESPECTROFOTOMETRIA UV. Las figuras 9@ y 10 muestran
el espectro de absorc'ién en ultravioleta. lLos datos obtenidos se dan
en la tabla 2. Obsér vese el corrimienteo al rojo al aument ar la
polaridad del sclvente en el que se estudian Cparte baja de la tabla

5.
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Figura 9. Espectrofotometria de
compuestos A4—3-ceto.
metanol ; oscala de
1mg-28 mL..
10 Z20a—hidroxiprogesterona
20 testosterona

absorciéon en UV de
Intervalo: 220-350 nm; solvente:

absorbancia Oo-1; concentracidn:

SO203-hidroxi progesterona

8> NET
30 17a~hidroxiprogesterona 70 progesterona
4> LNG 8> MPA
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2:7 am

210 22%.2 2409 28%.e 270.8 208 301.2 am

Figura 10. Espectrofotometria de absorcion eon uv.
Intervalo: 200-300 nm; solvente: metanol ~agua 7030

Cvrvd;, escala de absorbancia: o-2; concentracién ca.
1mg- 258 ml..

15 LNG 2> NET 35 MPA
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ESPECTROFOTOMETRI A UV DE COMPUESTOS
CETO a3 INSATURADOS ’

COMFPUESTO AMAXC AmMD e CL-M'-cm™
TESTOSTERONA 242. 98 11837.8
PROGESTEROMA CP4D =242.11 14936. 0
20a—F4 243.195 20870. 0
17a—-0OH-P4 24z.28 12061.4
20r3~-P4 243. 4 28792. O
MPA =233.0  s=me—eca-
MNET . 241. 33 13877.7
LNG 241.68 10488, 7
MPA = zae.7 13mas.o0
NET = N 248.2 00 =————— -
LNG = 246. 000000 =m—————

Espectrofotdmetro Aminco DW-2a. Intervalo: 220-3BO0 nm.
Solvente: metancl. E=scala de absorbancia O-2.

nSol vente: metanol ~agua 7030 Cvr-vd. Las 141ineas
discontinuas corresponden a datos no calculados.

2. CROMATOGRAFIA EN GEL DE SILICE.

3. CROMATOGRAFIA EN SEPHADEX LH-20.

Se muestran en la tabla 3 los datos correspondientes a
los dos incisos. La figura 11 nmuestra una grafica de la .luc.té.n de
NET-H>. lLa =zZona sombreada corresponde al vol umen consideradoe como

fraccidn que contiene, por datos cromatograficos, las tLres progestinas

de interes.

=1



T a bl a 3

CARACTERI ZACI ON CROMATOGRAFICA DE ALGUNOS
COMPUESTOS ESTEROIDES

Rr vE <
NOMBRE (78] am mL

MP A 0.19 o. a9 11-1 4
NET o.18 o. 29 i1-14
LNG o. 23 0. 43 11-14
Colesterol O. 49 ———— -
Estradiol oO. 21 ————— —_————
Progesterona o. 25 -

Cromatografia en capa fina. Placas de B x 20 x 0.02 cm;
el uyente: hexanoacetato de e@tilo, w 8O0 Cv/vd ¥y m
B8040 Cv-/vd. @ volumen de elucidvn en columna de
Sephadex LH-20 con 7 gr de Sephadex. Eluyente:

tol ueno-metancl 85-185. Las lineas punteadas indican
que no se determinaron los datos para dichos compuestos.
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E 3
E s
1.0 20 25 30 4.0 8.0 €0 mL
Figura 11. Cromatografia en Sephadax LH-20.
Dimensicnes: 0.6 x 14.4 cm Cequivale a 1g de Sephadex
LH-20)> ; sol vente: toluenosmetanol 85195 Cvrvd;

fracciones: 0.1 mL; la zZzona sombreada equivale al S92
de NET-H® aplicada; la columna empleada en todo el
estudio fue de 1.2 x 28 cm (equivalente a 7g de
Sephadexd .
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4. DISERCO DEL ENSAYO EN HPLC.

Las figuras i12. 13, 14, 15 b i nuestran

procedimientos efectuados Ppara seleccionar el mejor sistema

elucidén. Los datos se condensan en la tabla 4 y representan

condiciones empleadas a lo largo del estudioc por HPLC.

los
de

las

Figura 12. Cromatograma HPLC de compuestos A4-3—-ceto.
Columna: Novapack C18; solvente:

metanol ragua ZOs30;
flujo 1 mlomin; longitud de onda: 247 nm; escala de
absorbancia: ©-~-0.1; registro: lecm/min; vol umen de

muestra: 10 ul; concentracidn: i1img- 25 mL; muestras: 1D
NET. 2> 17a—hidroxiprogesterona, . 32 LLNG, 4> MPA,
S55280a—hidroxiprogesterona, 82 20/3—-hidroxiprogesterocona.
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Figura 13. Cromatograma HPLC de A4—3-ceto naturales. A.

Columna: Novapack c—-18; sol vente: Ve
SO0,80 Cvirvd; flujo: 1mblo-smin, longitud de onda: 230 nm;
escala: ©-0.1; registro 1 cmmin; vol umen: 10 il

muestras: 12 estrona, 23 testosterona, 33 estradiol,42
progesterona.
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Figura 1 4. Cromatograma HPLC de A4-3-ceto naturales. B.

Col umna: Novapack C-18; solvente: cet Pt
S0-80 Cv-,vd: flujo: imbL- min; longlitud de onda: 230 nm;
escala: o-0.1; registro 1 cmsming vol umen: 10 gl
muestras: 13 NET,

2> 17a-hidroxiprogesterona., 32 LNG,
42 20a—dihidroprogestercna. (=] 2003—-dihidroprogeste—
rona, 5> MPA.
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? ' ! ' ‘ = 10 MIN.

Figura 15. Cromatograma HPLC de A4-3—ceto. Columna:

Novapack C-18; sol vente: 2 3 P SS-1%; flujo
i1imlmin; longitud de onda: 247 nm; escala: 0-0.1;
registro: iem-sming volumen de muestra: - 10 [y 593
muestras: 7> NET, 8> 17a-hidroxiprogesterona. 92 LNG,
10> MPA.11D5 EO0a—dihidroprogesterona,12) progesterona,
13> 20p3~dihidroprogesterona.
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Figura 16, Cromatograma HPLC de A4-3-ceto. Columna:
Novapack <C18; solvente: metancel Fagua 7ZQO-,30Q0:. flujo 1

ml-min; longi tud de ondac: 247 nm; escala de
absorbancia: oO-0.1; registro: 1cm-min; vol umen de
muestra: 10 bl muestras: 1> NET. =] 1 7a—hidroxi-

progesterona, 32 LNG, 42 20a-dihidroprogestercna, 9O
progesterona, 62 20(3-dihidroprogesterona.
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TIEMPOS DE RETENCIOM

1 a

4

DE COMPUESTOS A4-3CETO

NOMBRE METANOL.~AGUA MeCaN.-AGUA
7030 [ Pet ] Bso .50
NET 3.2 3.3 3.5
17a-HI DROXI PROGESTERONA 4.8 4.1 4.3
LNG 4.3 4. ———
MFPA 6.3 8.6 i1i1.2
20a-DI HI DROPROGESTERONA 8.5 7.8 7.3
PROGESTERONA 8.8 8.0 12.4
203-DI HI DROPROGESTERONA 11.889 10.7 2.7
ANDROSTENDI ONA — —_— 4.5
TESTOSTERONA —_—— ——— 3.7
’ MaC=N: acetonitrilo. Los datos se dan minutos. Para

detalles ver apartado c.1. 4.
EXTRACCION DE LULIPIDOS DEL PLASMA HUMANO.

1. EXTRACCION DIRECTA CON ETER.

2. EXTRACCION POR ADSORCION.

Las figuras 17 Y muestran las graficas

correspondientes a los extractos etéreo y por cartucho

para MPA-—-H>.

ambos sistemas de extraccidn.

LLa tabla 6

. procedimiento de extraccci®dn directa de NET-H?

las variables:

proporcidn éter: plasma.

numero de extracciones por muestra.

33

Sep-pack C-18,

L.a tabla S muestra J.és. valores en forma comparativa de
resune las condiciones del

con éter en funcidn de

tienpo de agitacidn en vortex y
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sLuars maTER e otan

Figura 17. Extraccidn de NET-H® con Sep-pack C-18. Se
muestra el perfil comparativo entre la recomendacidn
del fabricante b’ con Ster como eluyente Cpartes
izgquierda y derecha de la grafica. respectivamented.
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Figura 18. Extracci én de MPA—Fi’ con S;p-pacic ci18. En
porciento, promedic * D. =. l.La extraccicén directa se
refiere a la descripcicén del apartado ¢. 2.1.
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EXTRACCION DE LIPIDOS DEL PLASMA

METODO >x * D. S.
SEP-PACK C-18 w» 91.6% * 11. &8
ETER 10:1 ¥ B 83.9% * 10.1
A n = 7, 8> n = B8,

T a bl a (]

EFICIENCIA DEL EXTRACTO DIRECTO
DE NET-H?

Plasma Extractos % Recup
1 mL 1 100

2 1 a83

3 = 106

4 =2 [=1~]

s a2 o6

La proporcidn éter: plasma fue 10 1.
Tiempo de agitacidn: 1 minuto.
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CUANTIFICACION DE MPA. LNG V NET EN PLASMA,

1. PERFIL LIPIDICO EN HPLC. La figura 19 corresponde al
perfil en HPLC del extracto directo con éter.

7

o=
a-
»
‘-

Figura 19. Lipidos del
directo con éter. Columna:
m, particula de 10 md;

plasma por HPLC. Extracto
HBondapack C-18 C30 x O.39

solvente: metanocl ~agua 7030
CvrvDd ; flujo: 1 cms/ming longitud de onda: 247 nm;
escala absorbancia: 0-0.01; registro 1 cm- min; volumen
de muestra: 20 %) 53 nuestra:

plasma humanco O.8 mL

extraido con éter 10:1, resuspendido a 1 mL.
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La figura 20 nuestra el perfil observado al efectuar la
separacidn de la fase lipidica con cartucho Sep—-pack C-18, empleando
éter cono eluyente y la figura 21, muestra el perfil obtenido mediante

extraccidodn dirocba_ con dter y separaciédn en Sephadex LH—-20.

! : b

Figura 20. Lipidos del plasma por HPLC. Extracteo en
Sep-pack Cc-18. Col umna: Novapack c—-18; sol vente:
metanol “agua 70-30; flujo 1mlL-min; longitud de onda:
247 nm; escala: 0-0.1; registro 1 cm min; volumen de
nmuestra: 20 ul.; muestra: 0.8 mlL de plasma eluidos en
@l cartucho y resuspendido al mismo volumen para su
inyeccidn al cromatografro.
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Figura 21. Lipidos del Plasma por HPLC. Sephadex,
LH~-20. Col umna: Novapack C-18; solvente metanol ~agua
7O-30; flujo: imbl..-min; longitud de onda: 247 nm;

escala 0-0.01; raegistro 1 cm-min; volumen de nuestra:
10 ul; muestra: 1.0 mL deée plasma extraido con éter y
Ppasado por una columna de Sephadex LH~20; las

fracciones correspondientes al volumen de elucidn C(Ved
de las progestinas se colectaron, @l sol vente se
evapord ¥y resuspendid la muestra a un volumen de 1 mL.
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Las figuras 22. 23, 24 y 28, nuestran los perfiles.
cromatograficos correspondientes a la adicidn de alguna de las tres
progestinas y un perfil conterniendo a las tres en una sola muestra.

Obsérvese el trazo en cada una de ellas ¥y el sitio correspondiente de

aparicidén en el grafico de MPA, NET y LNG.

(A)

(B)

: Figura 22. Identificacidén de NET en plasma por HPLCG.
Col umna: Novapack C—18; sol vente metanol sagua 70.-30;
flujo: imL-/min; longitud de onda: 247 nm; escala
O0~0.01; registro i1 cm-min; volumen de muestra: 10 ul;
muestra: extraccidn directa con éter y separacidédn en
Sephadex LH~-20 de 1 mL de plasma. A: plasma =sin NET,
B: plasma + NET C1 ug-mLD.
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Figura 23. Tdentificacidén de LNG en plasma por HPLC.

Columna: Novapack C-18; solvente metanol. - agua 70,-30;

flujo: iml. min; longitud de onda: 247 nm; escala
O0-0.01; registro 1 cm- min; volumen de muestra: 10 gl

nuestra: 0.5 mlL de plasma se extrajeron con éter ;se
agregsd 0.1 mg de LNG ¥y eluyd en Sephadex LH-20, se
colectaron las fracciones correspondientes b'd
evaporado el sSolvente se resuspendid a 0.8 ml. La
flecha sefMala el pico de LNG Cx 2 ngd, a los 4.8 min.

47



P

Fowy |

[ — )

TCE L0 L) bod L a1 g s

I

L4 L

-]

¢
—a

i

2

™~

|

. .' U -

Figura 24. MPA, NET y LNG en plasma por HPLC. Columna:
Novapack C-18; solvente: acetonitriloragua; flujo: 1
ml-min; longitud de onda: 247 nm; escala: ©~-0.01;
registro: 1 cm-/min; volumen de muestra: 10 L.

A. Extracto en éter de 1 mL de plasma, pasado por
Sephadex LH-20, resuspendido a 1 mlL.
B. A 180 ul. de la muestra anterior <¢1 mlL)>, se agregoée
10 ul. de una solucidn de MPA, NET y LNG (100 ng de
cada progestina en totald y se inyectaron 10 ub.
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Figura 25. MPA., NET y LNG en plasma por HPLC., Mismas
condiciones que la figura 24,2 excepto por la velocidad
de registro, la cual se realizdéd a 0.8 em-min. El orden
de aparicidén es: NET., LNG y MPA.
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2. CURVAS ESTANDAR

DE MPA,

NET Y LNG.

Las figuras 26 27

y a8 muestran las graficas obtenidas al relacionar concentracion de

progestina contra altura del

pico

correspondiente.

Figura 6.

Novapack C-18;
i1iml- min; longi tud
registro 1 cm-o/min;

Curva estandar
sol vente

de
volumen de muestra: ver tabla H

——
e .

onda:

247

tve

metanol ~agua 70.-30; flujo:

nm; escala 0-0.01;

la curva de ad esta calculada incluyendo los datos d.l

recuadro representado
pico de cada

aplicados en
ad n = 10; ¥y
D nn = 10; ¥

baad f
A
1]
vaag
ee
v
L_J
(0
i
L] - L 3 . -
de noretindrona. Columna:

&n bO. Ordenadas: altura del.
nuestra. Abscisas: cantidad de ng
cada inyecciédn Cpor decuplicadoed.
7.-82 x £ 2.19; r = 0.988G996; x * D S,
9.71 x £ 0.87; r = 0.9997; x + D.S.

S0



ALTURA DEL PICO X FILIETROS

Figura 27. Curva estandar de leveonorgestrel. Columna:
Novapack C-18; "solvente metanol-agua 70-30; flujo:

imle min; longitud de onda: 247 nm; escala 0-0.01;

registro 1 cm/min; volumen de muestra: ver tabla
n o= 10; ¥y = 8.8 x #0,4; r = 0.99990; x * D.S.
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Figura 28. Curva estandar de MPA. Columna: Novapack

c—-18; sol vente metanol . agua
longitud de onda: 247 nm;
cmsming volumen de muestra:
n = 10; y = 3.02 x * 0.87;

s2

70-30; flujo: imb-min;
@scala ©-0.01; registro - 1
ver tabla .

r = 0.9997; x = D.S.



Las tablas A. B y C contienen los dates respecto a la

altura de cada uno de los picos del grafico en HPLC . las

concentraciones empleadas en cada unc de los puntos y el coeficiente

de variacion hallado para cada determinacién.

T a b1 a A
NORETINDRONA ’ .
CANTIDAD _ . ALTURA (mm) c.v. (%)

(ng) voL
0.3 15 uL - 4.25 + 0.3 _ 7.05
- 0.4 10 ulL 5.33 * 0.66 12.38
A 0.5 12 uL 6.07 + 0.68 11.20
0.7 10 uL 7.52 +# 0.7 9.31
0.93 10 uL 9.91 + 0.67 6.76
2.4 10 uL 22.7 + 0.8 3.52
. 4.7 12 uL 46.2 + 1.06 2.29
B . 7.1% 15 uL 69.3 + 1.05 1.52
9.3 10 uL 92.2 + 0.86 0.93

A+ B 3 Y = 9,71 X + 0.87.
r = 0,9997

B: Y =17.822x + 2.19
r = 0.989996

Condiciones:

Novapack C-18, metanol/agua 70/30, Plujo 1 mL/min
Detector 247 nm. Sensibilidad 0.01 aufs.
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'i'abla

B
LEVONORGESTREL
CANTIDAD | : . ALTURA (mm) c.v. (%)
(ng) VOL
1.25 2.5 uL 10.19 + 0.67 6.58
2.5 5 L 21.1 + 0.91 4.31
5.0 10 uL 42.0 + 2.07 4.93
7.5 15 uL 61.8 + 2.36 3.82
10.5 10 uL 83.7 + 1.62 1.94
15.0 15 uL 123.8 + 3.2 2.58
ECUACION: Y = 8.2 x + 0.4
r = 0.99996
T a bl a c
ACETATO DE MEDROXIPROGESTERONA
CANTIDAD .. ALTURA (mm) C.V. (%)
- (na) VoL
1.23 20 uL 4.32 + 0.74 17.13
3.1 5 uL 9.05 + 0.81 " 8.98
5.34 10 uL 18.23 + 0.67 3.68
9.26 .15 uL 26.97 + 1.6 5.93
12.35 20 uL 35.27 + 1.56 4.42

ECUACION :

Y = 3.023
r = 0.9997

x + 0.807
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3. PLASMAS ESTANDAR Y PLASMAS DE USUARI AS DE
PROGESTI NAS. Las figuras 22 y 22 muestran el perfil cromatografico
Ccromatogramad de NET vy LNG, respectivamente, las cuales fueron
agregacdas al plasma en el momento de tener praeparados los extractos

Plasmaticos correspondientes. La figuras 24 y 28 muestran las tres

progestinas en la misma muestra Plasmatica. En los Plasmas
provenientes de usuarias, la concentracion de NET ¥y LNG no fud
suficiente para sobrepasar la desviacidn estandar Yy poderse

cuantificar sin lugar a error.

S5



CAPITULO 7
ANALISIS DE DATOS

METODOS DE EXTRACCION DE LIFIDOS DE PLASMA.

Sa estudiaron dos métodos con fines comparatives con
respecto a =su eficiencia para obtener progestinas del pl-asma: ad
extracto directo con éter dietilico ¥y bd con cartucho Sep-pack C-18.
El extracto directo se efectud tomando como variables: la cantidad de
pPlasma, la proporcidén éter: plasma, tiempoe de agitacidn y numero de
extracci ones. La extraccion con cartucho se realizs segan las
instrucciones del fabricante ¥y alternativamente con éter como eluyente
en lugar de metanol pPuro. La evaluaci®odn de los procedimientos se
efectud en base a MPA-H? y NET-H?.

Para la extraccidédn directa las condiciones de ensayo
fueron las siguientes:

al) proporcidn eter plasma 10:1 Cv-vd,

B> tiempo de extraccidnmn = 1 minuto,

cd una sola extraccidédn.

Para un volumen de 2 a S mL de plasma, Abasba con dos
extracci ones en las mismas condiciones anteriores. El porcentaje
minimo de recuperacidén obtenido es de 83 hasta 100% segun el numero
de extracciones.

La extraccidn con cartucho Sep-pack c-18 posee la
ventaja de ser rapida y con gran rescolucidn para los compu.st_.cs de
intereés al manejar sistemas de separacidén en base a di versos
sol ventes. El porcentaje de recuperacidén de MPA-H® en el caso de las
recomendacionaes del fabricante d(metanol 10028 para progestinasd no
ofrecid wventajas comparativamente x‘rant.a. al sistema empleado

a base
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de <éter. El porcentaje de recuperacidén del compuesto MPA-H® e mayor

con €l cartucho, hasta Q0%. Sin embargo, en ambos casos el perfil del

extracto estia en desventaja frente a una posterior purlticacioﬁ de l1a

muestra del extracto plasmatico Cpureza del cromatogramad, dado que

impide cuantificar apropiadamente determinada progestina al coeluir

otros compuestos con las progestinas de interes.

Una vez explorado el perfil cromatograficeo de diversos

compuestos esteroides, se procedid a estudiar el perfil cromatografico

del plasma en tres etapas: En primer lugar, s=® cromatografid una

muestra de plasma extraido con éter. Enseguida se cromatografid una

muestra de plasma pasada por cartucho Sep—pack C—-18. Finalmente, sSe

cromatografidéd en HPLC una muestra de plasma extraida con éter

prepurificada en Sephadex LH—-20.

b 4

Do ésta manera, el extracto directo fué seleciocnado para

la fase de extraccidn de lipidos del plasma., aun cuando la eficiencia

de extraccidén mediante el cartucho superd al primero. La razén de ello

consiste en el hecho de intentar protejer la columna., ya que su wvida

medi a Se acorta cuando s manejan muUestras complejas no

prepurificadas. Por atro lado, se facilita la identificacion de

determinado compuesto, en el caso de no contar con un integrador de

eventos y manejar en forma directa los graficos obtenidos.

METODOS DE SEPARACION DE LIPIDOS DEL PLASMA.

L.a cromatografia en columna fué realizada con el fin de

purificar parcialmente el extracto directo del plasma. Para ello, se

emplearon diversas fases estacionarias: silica, aldmina, fleorisil y

Sephadex LH-20. Las dimensiones de las columnas fueron diversas. al

igual que los sistemas de elucidén.

El control empleado consistid en

S7
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NET~-H?. El sistema seleccicnadc fué el siguiente:

» Fase estacionaria: Sephadex LH-2ZO0.

* Dimensicones de la columna: 1.2 x 28 cm.

* Cantidad de Sephadex: 7.0 g.

» Solvente: toluenoc: metancl 885:18 Cv-svd.

»* Fracciones: 40 de i1 mL c-u.

En estas condiciones, la recuperacién de NET-H? fué de
95 a 1102, El voldmen de elucidn fue de 11 a 14 mL.

CARACTERIZACION DE PROGESTINAS POR HPLC.

Condiciones generales para el ensayco en HPLC de 1
progestinas y el estudio de éstas en el plasma humano:

* Columna: Novapack C—-18, 0.39 x 198 cm, ODS, S um.

« Precolumna: Octadecilsilano CODSD, 2.0 x O.39 cm.

- Solvente: metanol: agua, 70: 30 v-v.

* Flujo: 1 mL-min™. Sistema isocratico, premezclado.

* Asa de inyeccidn: 20 wul.. Volumenes empleados: 2.8-20

7]

* Longitud de onda: 247 nm.

- Sensibilidad de registrador: O. 01 unidades

absorbancia.

* Velocidad de registro: 1 cm-min™.

* Voltaje: 1 mV.

En los casos en que se modifica el solvente empleado,
verifica primeramente la absorbancia maxima para los compuestos en
solvente particular ¥y se ajusta la longitud de onda empleada en
deteccidn de los compuestos eluidos en el sistema.

CURVAS DE CALIBRACION.

Las curvas de calibracidn son relaciones directas

s8
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cantidad de compueste v un grafico al que se puede medir: altura de un
pico, area bajo la curva © mixta. Para realizar una curva se requiere
preparar sol uciones estandar o concentraciones conocidas de 'un
compuesto y dade que se requiere un cierto grado de sensibilidad del
metodo, se estudian las concentraciones minimas detectables que posean
una relacidn lineal con incrementos lineales de concentracidn.

El coeficiente de correlacidén l1ineal, asi como | los
coeficientes de varjiacidn, nos dicen si nuestro método s reproducible
¥ preciso. La grafica obtenida nos da una ecuacidn de linea recta, de
donde podemos determinar una concentracion an una muestra por
extrapolacidédn o bien al manejar el dato en regresién lineal.

PREPARACION DE PLASMAS ESTANDAR.

Se describen dos métodos de preparacion de plasmas con
cantidades conocidas de progestina. En ningdn caso Se prepararon
estandares para evaluar las tres etapas: extraccidn, prepurificacidn y
cuantificaci®n. La sensibildad del método, asi como otros valores
hailados en @l estudio, se muestran en la tabla 7.

En cuanto a MPA, hay que hacer notar la aparicién de un
compuesto gque coeluye con la Progestina b que dificulta 1la
cuantificacidén de la misma. Al parecer. corresponde a un derivado
estercidal qgque posee un grupo cromdforeo similar al contenido en las
progestinas. Aparece en nujeres aparentemente normales y tiene un
maAximo en concentraciédén hacia los dias 20 a 22 del ciclo (fase

progestacicnald <C34).

ss  ESTA TESIS
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CAPITULO 8
DISCUSION

Efectuar el extracto plasmatico con éter, se considerd
la mejor alternativa en base a su eficiencia, rapidez y costo. La gran
cantidad de material 1.1.pc;1d.lco contenido en la extraccidn pof cartucho
representa acortar la wvida media de la columna, ademas de difjicultar
la lectura del trazo de alguna de las progestinas. En ocasiones el
material extraido presentaba turbidez, lo cual refleja precipitacion
de los componentes ¥y pone en riesge la columna, aun cuando se empled
una precolumna para evitar dafo directo a la columna principal.

La purificacion Parcial de los extractos mediante
Sephadex LH-20, representa una ventaja al eeliminar compuestos aJ‘nos a
los que interesa estudiar, Ademas, la cantidad de compuesto no se
altera al afMadir éste procedimiento., debidéndose considerar solamente
la peérdida implicita en @l proceso de extraccidn.

La cuantificacidn de pro.g.st,inas sintéticas mediante
HPLC reviste actual mente mucho interas on di Ver sos cCampos de
biomedicina. Particularmente., existen algunos trabajos estrechamente
relacionados con MPA C33, 34 y 350. El enfoque de ellos e con fines
de cuantificacidn en muestras de pacientes gque reciben dosis masivas
de MPA para el tratamiento antineoplasico Ctumores mamariosd. La
metodologia seguida es escencialmente la descrita en el presente
trabajo.

En el caso de la cuantificacicon de MPA, se encontré que
puede trabajarse con &1 cuando esta ausente un compuesto natural del
Plasma que, como Read y cols. C(340. se encontrd que posee @l mismo

tiempo de retencidn Y se detecta a la misma longitud de onda. Su

[>-Te]



concentracidn es fluctuante on el ciclo hoermenal Ya que muestra una
periodicidad segun se describid arriba. Es de suponer que se trate deo
un ester de pProgesterona Cacetatod C36D. Su presencia on [ 38
cromatograma impide cuantificar bajas concentraciones de MPA.

Se agregd un estandar interno (2003-dihidroprogesteronad
y una cantidad conocida de MPA a muestras de mujeres aparentenente
Sanas; peéero no pudo cuantificarse en bajas concentraciocones a las dosis
usuales con fines anticonceptivos.

Para el caso de NET Y LING, las concentraciones
Plasmaticas en usuarias no fueron suficientes para cuantificarlas.
debi do a qua dichas concentraciones caen dentro de la primera
desviacidn estandar. Se pretendid agregar un estandar interno Cia
misma progestina en concentracidn conocida a las muestras de
pacientes) y calcular ‘la diferencial de altura entre la cantidad
agregada Yy el grafico obtenido; percs la diferencial '\no superd la
desviaciéon estandar, por lo que no fuée posible distinguir entre ruido
del trazo y concentracidén de progestina (31 Yy 32>5. Se intentd
concentrar hasta 2 mlL del extracto plasmatico parcialmente purificado,
Yy resuspenderlo a 200 y SO0 ul.

Lo anterior conduce al empleoc de ésta metodologia en el
aspecto farmacocinético para el analisis de distribucion inicial de
las progestinas, dada la separacién eficiente demostrada;pero ubicada
en €l emplec en casos de administracién aguda de progestinas Cprimeras

horas después de la administracidond 37 y 38D.

&1



CAPITULO 9
CONCLUSION

En el apéndice 1, se nuestran los datos obtenidos en
cada parte del estudio descrito en METODOLOGI A EXPERIMENTAL. Es
evidente que la separacicén de las progestinas es muy eficiente de
acuerdo a las necesidades del presente trabajo., debido a 1la facilidad
de emplear diversos sistemas de elucidn y variables de flujo de
sol ventes.

El aspecto no resuelto es la sensibilidad del método. la
cual, en el mejor de los casos llega a 0.2 ng de compuesto en un
volumen de 10 ul.., situacicdn que daria la posibilidad de detectar hasta
2 ng-ml. en el plasma, al concentrar el extracto de las muestras.

La extraccidn de lipidos con Sep—-pack C-18 da un perfil
cromatografico complejo, a diferencia de la extraccion mas
prepurificacicéon con Sephadex LH-20, lo cual puede aplicarse con dos
finmnes: cuando se requiera identificacidon rapida de los compuestos se
debe optar por el uso del cartucho Sep-pack; en cambio, como segunda
posibilidad, si sSe pretende sSeparar - ld.nbific;f derivados, se
selecciona Sephadex LH-20 con el fin de obtener fracciones poce

complejas © casi puras (o un sistema de purificacidn concatenada,

haciendo uso de columnas tandem en HPLOD.
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T a bl a 7

VALORES DETERMINADOS PARA LAS PROGESTINAS ESTUDI ADAS

a . b c . a e £ g
GOMPUESTOS A max <& RE ve Rt °  SENSIB. CANTIDAD RIA °
MPA 246.2 10427.8 0.29 11-14 6.8 -0.6 1-15 ng 0.1
LNG 246.5 7465.1 0.43 1114 4.3 1.0 1-20 ng 0.05
NET 246.7 6996.1 0.29 11-14 3.2 0.2 0.3-10 ng 0.16

ST Ny e Y

»

&) Solvente Metanol/Agua 70/30 barrido UV 200-300 nm.

b) Silica gel 5 x 20 x 0.02 cm Hexano/Acetato de Etilo 60/90 (v/v).

c) en mL. Sephadex LH-20 (7 gr) tolueno/metanocl (85/15) Recuperacién 95-110s.
d) HPLC. Novapack-C-18, Metancl/agua 70/30, 0.01 aufs, 247 nm.

@) en nanogramos. mismas condiciones que *d4a=.

£f) cantidades exploradas de cada compuesto en HPLC.

g) sensibilidad en nanogramos/mL. Camparacifn de métodos. Vver ref. (35).




PREGNANOS

ESTRANOS

A péndice 1

CLASIFICACION DE LAS PROGESTINAS SINTETICAS CIUPACD

ACETATO DE

MEDROXIPROGESTERONA

ACETATO DE MEGESTROL

ACETATO DE
CLORMADINONA

ACETOFENIDO DE
'PROGBST!RDNA

NORETINDRONA

ACETATO DE
NORETISTERONA

NORETINODREL
LINESTROL

NORGESTREL
LEVOMORGESTREL

i7-a1fa—aéetoxi, 6-alfa-mnetil, 4-pregnen-
3,20-4diona

l17alfa—acetoxi, 6alfa-metil, 4,6-pregnandien, .
3,20~djiona

17alfa—acetoxi, 6-cloxo, 4,6-pregnandien
3,20-diona

l6alfa-l7alfa-dihidroprogesterona acetoféni

l17alfa-etinil, l17beta-hidroxi, 4-estren, 3-

ona
17alfa-etinil, 17beta-acetoxi, 4-estren, 3-
ona

17alfa-etinil, 17beta-hidroxi, 5(10)-estren,
3—ona

17alfa-etinil, 17-beta-hidroxi, 4-estranoc

dl-l13etil,17alfa-etinil, l7beta-hidroxi, 4~
gonen, 3-Oona
d-13-etil, 17alfa-etinil, 1l17beta-hidroxi 4«
gonen, 3-ona



A pé ndic e =

NOMBRES COMUNES Y SISTEMATICOS DE LOS ESTEROCIDES
ESTUDI ADOS POR HPLC EN ESTE TRABAJO

NOMBRE -~ COMUN NOMBRE SI sm’i‘x <0

Acetato de Medroxiprogesterona - 606 ~matil-170% ~acatoxi-4-pregnen-~3,20-diona

Androstendiona 4—-Androsten-3,17-diona

Dihidroprogesterona-20o0¢ —— Pregn-4-ene-20 ¢ ~-hidroxi-3,20-diona

Dihidroprogesterona-20 @ Pregn-4-ene-20 ¢ -hidroxi-3,20-diona 3

Hidroxiprogesterona-17¢¢ - Pregn-4-ene-17col -hidroxi-3,20-diona ‘

Isvonorgestrel — 13~etil~17-hidrxoxi-18,19-dinor-pregn-4-en-20-
in-3-ona (=) ) ’

Moretisterona - 19-nor-170L -etinil testosterona ’"""

Progesterona -————cw- —————— Pregn—-4-en-3,20-diona

Testosterona

17 e ~hidroxiandrost—4-en-3-ona

* The Merck Index 10th Edition
M. Windholsz EA.
Mexrck Co. Inc.
Rahway, N.J. USA
1983,
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