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RESUMEN. 

EJ. :runda.ment..o de ést..e t.. raba.Jo const..t.. t.uye J.a. 

croma.t..ogra.:f'.la. de Li.qui.dos de al.t..a resoLuci.Ori, 

oct.adeci. L si. J. ano e C-1 e:> c:on part.i. c:uL as de '!S 

det.ecc:iOn de Los compuest..os est.udi.a.dos 

espect..ro:f'ot..Omet..ro de J.uz uLt.ravioLet.a.. 

desarrol.Lar un m•t.odo e:f'i.ca.z y rápido para 

a base de una col.umna de 

se 

EL 

~m de 

l. Levo a. 

obJet..i.vo 

d.lá-t.ro. 

cabo en 

c:ons.t..st..16 

cua.nt.i. :r i. car 

La 

un 

en 

de 

Medro:x.lprogest.erona. CMPA:>, Noret..i.ndrona. CNET:> y Levonorgest.rel. CLNG:>· 

en pLa.smas de mujeres usuarias de al.guna.s de •st..a.s progest..lna.s 

s.i.nt.•t..t..ca.s. Los proced.i.mi.ent.os seguidos :ruaron: a> cara.ct.er.t..zaci.on 

:f'.i.s.i.coqu.t..mica. de Las progest..i.nas y 

~4-3-cet..o Co o-~ .i.nsa.t..urado:>, b> mét..odos 

pl.asma. huma.no y c> desarrol.J.o del. m6t..odo 

et.ros est.ero~des con grupo 

de ext.ra.cci.On de l.i.pi.dos del. 

en HPLC para. ca.ract.er.lza.c.t..on 

y cua.nt..i.:f'icaciOn de J.a.s progest.ina.s es t. udi. ada.s. La cara.ct.er.lza.ci.On 

condiciones. para el. 

es decir. l.a e:f'.t..c.t..enc.t..a 

espect.ro:f'ot..om•t..r.t..ca., perm.lt.i.O 

a.n•.t..si.s croma.t.ográ:f'i.co en HPLC. 

est.a.bl.ecer Las 

La. r esoL uc:i. On, 

de l.a. sepa.ración ent.re compuest.os est.ruc:t.ura.lment.e si.mil.a.res, resul.t.O 

sa.t..ls:f'a.ct.ori.a para. permit.i.r cuant.i:f'i.ca.r separadament.e cada una de l.a• 

progest.i.na.s medi.ant.e HPLC en J.as condiciones est..a.ndari.za.da.s. En ca.mb.i.o 

J.a. sensi.bilida.d del. mét.odo. ent.endida como J.a. cant..lda.d m.t..n.lma de 

compuest..o que se pueda cua.nt..it'icar. no result..ó su:f'.lc.lent.e para J.as 

concent.ra.c.i.ones que present.a.n usuarias de a.Lgunas de •st.a.s progest..lnas 

sint..ét..i.cas. Est.o nos l.J.eva a considerar que el m6t.odo es muy ~t..t..l. en 

cuant.o a la. sepa.raci.ón de 

desea. cua.nt..i:f'ica.r.los, deberá 

los compuest.os est.udi a.dos; pero si. se 

emp.lea.rse un m6t..odo .lo su1'icient.ement.e 

sensible. como J.o ser.la. l.a espect.romet.ri.a. de masas. 

V 
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INTRODUCCION. 

La t.erapéut.íca ant.íconcept..íva. concebida en sus inicios 

CC>D\O 1 a consecuencia lógica de numerosos - int..eresant.es 

descubrimient.os sobre la f'isiol.ogia de la reproducción humana. ha 

al.ca.nza.do un a.lt.o grado de desarrollo y act.ual.ment.e const..it..uye part.e 

:f'undantent.a.l de t.odo plan da polit.ica poblaciona.l. a nivel mundial.. Est.o 

es, su gran asequibilidac;l parmit.e cent.rol.ar el nümero de individuos en 

u1-,. lugar y período de t. i empo det.er mi nades. Asimismo. cada individuo 

pu..,da manejar a volunt.a.d el número d• d•scend.i •nt.•s di r•ct.os y •l 

momen~o en e1 que desea t..enerl.os. 

La. dí ver si dad de mét.odos da. idea. de l.os abundant.•s 

est..udios que han venido a. proporcionar sist..emas ~s adecuados par a 

t..al f'in y a.dapt..arse a ca.da ca.so pa.rt..icula.r, obedec.iendo a t'"act.ores 

como: edad, número de pa.rt.os previos, s.it.uación económ.ica, pat.rones 

cult..ura.les, caract..eríst.ica.s de cada m6>t.odo y t..iampo probable de uso, 

•nt..re ot..ros. 

La gama. da proc..,dimiant..os va. •n a.ument.o y part.e desde l.a 

apl.ica.c:ión del. mét-odo del rít.mo manst..rua1. has t.. a elaborados 

procedi1nient..os í"a.s-macéut..J.cos co1no impl.ant..es pasando ·por compuest.os 

inyect.ables y preparaciones ora.les 0 l.os procadimient.os qu.irúrg.icos 

t..ambién son empleados ~recuen~emen~e-

A pesar de l.os conoc.imient.os act.ual.es respect..o a l.a 

.... J f'isiologia reproduct..iva. masculina., no ha.y grandes perspact.ivas aún. ya 

que no ex.ist.e la sít-ua.ción t.a.n dí versa d• aspec:t.os hormonal.es 

cicl..icos en los que se puede .incidir :f'ar~cológicament.•. El.lo conduce 

J 
a c:ant..ra.r l.a pr~ct.ica ant-.iconcapt.iva. en •l dasa.rrol.l.o de c:ompuest.os 

VI 



del t.ipo de est.rógenos y progast.inas 

adm.i ni st.r aci 6n. 

sint.át.icas y variar la torma de 

En base a lo ant.erior, se puede considerar qu• gracias 

a los elaborados procesos da quimica orgánica y f'armacol.ogia, •e ha 

al.canzado un alt.o grado da d .. sarrollo en la producción da drogas d• 

hormonal es~eroida.l con 

como medios y f"orma.s 

ciert..o grado d• pot..encia 

de administ.ración más 

tarmacológica. 

a.d•cuados. La 

combi nac.i ón sec uenci a.1 C> 

oC'rec:er mejor resul t.ado y 

colat..era.les. a.si como dar 

si mul. t.ánea de hormonas 

al. 

una. 

m.i smo t..!. ampo d.i smi nu.I. r 

est.recha simul.ac.l.ón de 

horn1on.ales na.t..ural.es del. c:icl.o sexua..l. 

La ef'icacia del. empleo da ást..as 

resul. t..ado de ext.ensos est.ud.I. os '"'n di st..i nt..as 

hormonas, 

de 

l.os 

l.os 

ha. 

pued• 

etect.os 

e ven t.. os 

sido el. 

y 

cabe mencionar el. papel prepondarant..a 

el.ave: el. rad.l.o.l.nmunoanál.l.sis y el. análisis 

da dos pr ocedi mi. ent.os 

est..adist..ico. El. pri.-ro 

t..iene l.a vent.aja da ser un mét.odo anal.it...ico muy sensible. especit.ico. 

prac.l.so y reproducible. No obst..ant..e su al.t.o cost..o y el.aborado proceso. 

su ut..111dad es evidant..e en el. est.udio int..egral de un nu•vo compu•st.o 

s.l.nt.et.iza.do, a.si como en est.ud.ios comparat..l.vos •n pobla.c.ion ab.iert.a.. 

El a.nál.is.1.s est.ad.l.st.ico permit.e hacer 

par a evaluar cada una de las et.apa.s 

compuest..os nuevos. 

cálcul.os rápidos y contia.bl.es 

de a.nál .l. sis 1' a.r macol. 6g.I. co de 

Un mét.odo especial.. pero surna.ment..• prec::J.so, -· l. a. 

aspect..romat..ria de masas CEM~. Sin embargo su apl.l.cacion s• 1111\i.t.a.. por 

el. moment..o, a resol.ver cuest..iones part.icul.ares de invast...igacion 

básica, siendo rest.ring.ida su apl..icaci6n en aspect.os 

t..erapéut..l.co. Proporciona inf'ormación det.al.l.ada da los 

vrr 

da cent.rol 

derivados 



mat.aból.icos y el.lo permit.e conocer a !'onde .los mecanismos impl.icados 

en el. e1'ect.o ·t.erapéut.ico y .la aparición de .los e!'ect.os col.at.eral.es. 

La cromat.ograf"1a de gases CCG::> es et.ro proc•dimient.o 

anal.1t.ic:o que ha dado import.ant.es cont.ribuciones en .la caract.erización 

de c:ompuest.os est.eroida.l.es hormona.les y c:onst.it.uyó .la f'orma inicial de 

cuanLificar compuest..os en concent..raciones inCaricres a las d•~•c~adas 

por procedi mi en t. os has t. a ent.onces di sponi bl. es. Las l. i mi t.ant.•s de su 

uso consist.en en su baja. sepa.ración y sensibilidad. requeridos •n 

est.udios ac:t.ual.es. Sin embargo. dió l.a paut.a para dasarro.l.lar 

como l.a croma.t.ogra.!'1a de l.iquidos de a.lt.a resol.ución CCLAR o 

l.a combinación da mét.odos c:rom.at.ográf'ic:os. 

m6t.odos 

HPLC::> y 

La 

et'"'ici anci a. posee 

c:r ornat.ograf' 1 a de l.1quidos de 

ciert..as ca.ra.ct..eríst..icas como: 

a.lt.a -r•so1ución 

versat.i1idad •n 

o 

•1 

t.ipo de compuest.os. cost.o re.lat.ivament.e bajo, consume poco t.iempo. 

permit.e gran maniobrabi.lidad a.l ef'ect.ua.r variant.es en .los sist.emas de 

separación Cgra.diant.es de pol.aridad y variaciones en e.l !'.lujo d• .la 

Ca.se móvil.::> y el. ro.a.nejo da muast.ras bio.lógic:as. por .lo cual. s• 

pr•t.•nde impl.ament.ar un m•t.odo qu• 

apoyar .las et.apas de est.udi o an 

haciendo uso del. mét.odo HPLC. 

El. est.udio da.l 

permit.a c:ua.nt.if'icar pog•st.ina.s para 

usuarias da progest.inas sint.•t.ica.s 

met.abol.ismo d• l.a.s hormonas 

ant.iconc:ept.ivas a.si. como de .los af'ec:t.os biológicos apenas comi•nza a. 

desarrol1arse. Por el1o al. c:onjunt.ar .las mejor•s h•rra.mient.as para 

eiaborar es~ra~egias de es~udio que ayuden a comprender 1os tenómenos 

implicados en .la reproduc:c:i6n y su regul.ac:ión. deben t.omarse •n cu•nt.a 

las ~éc:n~cas ana.l~t.ic:as ant.es descri~as y analizar •1 papel que t.i•n• 

.la cromat.ogra.!'1.a de .liquides. que de manera part.ic:u.la.r s• aborda en 

v:r :r:r 



•st.e t.rabajo. 

En l. os 

ha 

úl. t.imos anos. el. d• de 

reproducción se enriquecido 

aplicación permit.e eCact.uar mét.odos 

Cin de aumant.ar l.as probabilidades 

base a los indicadores de sal.ud. o 

que se Li•n•n actualmsn~e. Es~o es, 

t.end&rá. a aument..ar si se logra 

con nuevos conoci mi en t. os, cuya 

de cent.rol. d• l.a Cert.ilidad con el. 

de una mejor condici6n de vida en 

al. menos no poner en pe1i~ro las 

el. nivel. de vida de una comunidad 

reducir l.a t.asa. de cr-ecimient.o 

pob1acional. ya que permi~e correlacionar la economía con e1 nún-.ro d• 

individuos que Corman part.e de ell.a. 

IX · 



CAPITULO 1 

ANTECEDENTES GENERALES. 

Es necesario ubicar a los eompuest.os en est.ud.t..o desde 

dos aspect.os: a:> al. sust.rat.o qui.111.i.co y b:> el. ef'ect.o b.t..ol.ógico. En 

cuant.o al primero. cabe mencionar qua l.as progest..t..nas sint.•t..t..cas 

derivan de la progest.erona desde el. punt.o de vist.a est.ruct.ural.. En 

cuant.a el. ef'act.o bi.ol.6gico. se t.i.ene suf'icient.e .t..nf'ormación general. 

que apoya 

f'unc.ioneso 

c:oncept..os 

J. os f'unda.ment.os f' i si ol. ógi cos que per mi. t.en ent.end•r l. as 

principal.as da progest.i.nas, est.r6genos y andrógenos. Los 

f'undament.ales de ést.os est.aroides hormonales se d•scr.t..ben a 

cont.i nua.ci 6n. 

PROOESTINAS. 

Desde f'"ines del sigl.o pasado se pensaba en •l. papel. que 

el cuerpo l.út.eo desempeftaba. en la gest.aci6n, l.o cual. se demost.ró al. 

pr avocar abar t.os en conejas ovar i. ec.t.omi zadas y •l. J.. mp•di ment.o del. 

abort.o al adrn.t..nist.rar ext.ract.os lut.•al•• c1.2,3:>. La complet.a 

descripci6n d• los ef'ect.os de un ext.ract.o J.ut.eal en út.ero de cerdas. 

marcaron el. principio del.a endocrinología sexual.. 

AJ. sint.et.izar derivados de la prog•st.erona Can•l.ogos 

sint.ót.ico~::> se pret.andia mejorar l.a incómoda sit.uación del. ef'ect.o poco 

duradero de la progest.erona en los modal.os experiment.ales. 

La progest.erona se produce en el. cuerpo lút.eo, hacia la 

segunda mit.ad del. cicl.o menst.rual. Cel di.a uno correspond• al primer 

di.a de sangrado 1nenst.rual::> por ef'"ec:t.o de la ast.imul.ac:i6n d• l.a hormona 

hipof'.t..siaria l.ut.eot.róf'ica CLH::>. El. papel. de •st.a hormona cons.t..st.e en 

mant.ener l.a producc:i6n de prog,..s;:t.erona Y• si ocurr• •mbarazo. el. 
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t.rof'obl.ast.o da cont.inuidad de est.1mul.o hormonal. mediant..e ot..ra hormona 

denominada gonadot.r opina cor i 6ni ca • para ma.nt..ener viabl.e al. cuerpo 

l.út..eo como f'uent..e de progest.erona. al menos has t.. a el. segundo o 

t.ercer mes de J.a gest.ac.i.6n, ya que para ese ent..onces, l.a. pl.acent..a 

asume el pap•l principal. de la producc.i.6n de progest.erona durant..e el. 

rest..o dGt la gest..ación. 

La progest..erona est.imul.a el desarroll.o endomet..rio 

sacret..or e et.apa. l. út..ea del ciclo:> y la ca.ida en su conc•nt..ración 

desencadena la menst..ruaci6n, ya que el cuerpo l.út..eo recibe inf'l.uencia 

s6l.o de LH cuando no exist..e embarazo. La acción conjunt.a de est..rógenos 

y progest.erona es responsable de las caract.erist.icas hist.ol.ógicas del. 

conduct..o vaginal. y endomet..rio. Las glándul.as endomet..rial.es se at.rof'ian 

cuando se administ..ra una progest..ina sint..•t.ica que no po•- etect.o 

i .. est..rog•nico, demost.rándose de ást.a manara. l.a comple1119nt..ariedad 

.. f'uncional. de dichas hormonas en el ciclo sexual hormonal. . 
i 

1-as glándulas del maduradas bajo l.a 

1 i nf'l. uanci a de est..r6genos. t..ornan su sacreci.ón f'luida en una .... s 

viscosa al exponerse a la progast..•rona. O. la misma manera, el. pat..r-ón 

t.1pico de la mucosa andocervical en el embarazo se desarrol.l.a a part.ir 

J 
d• un pat..r6n est.rogénico verif'icable en f'rot.is. As1,. l.a presencia de 

est..r6geno y la subsecuent..e acci6n progest..ágena, r-eper-cut..e en cambios 

o cit..ol6gicos y es ahora posibl.e medir la pot..encia f'armacol.ógica d• un 

nuevo compuest..o sint.ét.ico en base a dichos cambios. 

Como ef'ect.os biol6gicos at..ribuibles a la progest..erona se 

encuent..ran: prolif'eraci6n de acinos en glándul.a mamaria Cconjunt..ament.e 

con est..rógenos::> e inducción de aument..o en t.emperat.ura corporal. basal.. 

a dosis que producen ef'ect..os en vagina, endomet.rio y cuel.l.o ut..erino. 
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El. t..ra.t..a.mient..o previo con .•st..rOgenos induce un au-nt.o 

poblacional de recept..ores cel.ulares para progest..erona en l.os t.ejidos 

bl. aneo e 4. !:i:> • 

ESTROGENOS. 

La rel.ac:ién •nt..re ovario y f'unciOn ut..erina, asJ. como 

diversas :f"unciones sexual.as, qued6 est..ablecida desde 1QOO C3:> y 1"ue 

corrobora.da por r ei mpl. ant..es que r est..a.ur aban C uncí on•s suprimidas o 

modiCicada:s por la ext..irpaci6n de l.os ovarios. La presencia •n l.a 

circul.ación sanguinea de una sust..ancia durant..e el. est.ro en cerdas 

Cprincipio sexual. act..ivo:>, a.si como el. ha.ll.a.zgo de una sust..ancia en l.a 

orina de l.a. mujer en periodo menst..rual.. cuya. ca.nt..ida.d 1"l.uct..uaba 

durant..e el. cicl.o, vinieron a est..abl.ecer l.ia rel.ac.i.ón 

••ovario-hormona.-f'"unci.ón sexua.1•• ce. 7. e. Q:>. Ourant.• •l. embarazo -­

el.iminan grandes cant.ida.des de est..régeno por orina., de donde pudo 

a.isl.arse el. principio sexual. act..ivo C10, 11, 12:>. 

Los est..r6genos t..ienen dist..int..os ef'•ct..os: por acción 

diract.a producen desarroll.o y crecimient.o en vagina, Ot..ero y t.rompas, 

a.damiks de causar aument.o de t..a.ma.l'lo en mamas C c:onduct.os, est..roma y 

depOsit..o 

con'Lorno 

de 

corporal 

y por acción 

Cdist..ribución 

ccnCigurac:i.On •squeJ.&t..ic:a, cambies 

Cusión epi.Cisiaria. Los est..rógenos 

del. vel. lo a.xi J. ar y pi grnent..ac:i 6n de 

bien indiract.a., •• mol.de& al. 

d•pósi t.o:> , de 

en 

l. a grasa 

epi.tisis de 

ad•m.:.s inCJ.uy•n 

a.réo1 a.. pezón 

d• 

huesos J. argos y 

en 

y 

el. crecimient.o 

región genit.al.. 

Aunado a ést..o, se rel.aciona el comport..a.mient..o caract..•rist.ico 1"e-nino 

en el. huma.no y et.ras especies. 

Lo más sobresal.ient..e es el. comport..amient..o cicl.ico de l.a 

secr'ec:ión est..rogénica. del. ovario ent.re una rnenst.ruación y ot.ra. En una. 
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pri. n1era f"'a.se C1"a.se f'ol. .l. c:ular o .inicio sangra.do:> comi.enza a 

aumant..ar l.a secreci6n da est..radiol. en sangre y se det..ect..an ha.st..a 20 

pg/ml.... Est..a primera et..apa o 'C'ase. se denomina. f'ol. i. c:ul ar o 

prol..if'erat...i va e .i.mp.lica cambios hi st..o.l ógicos en ovario y mucosas 

ut..erina y vaginal: l.a secreción glandul.ar de endoc•rvix est..• aum9nt..ada 

y l.as mamas est..án t..urgent..es. La ca.ida en .la act..ividad est..rog•ni.ca se 

desarrol..la aproxi madament..e a.l f' i na.J. cicl.o cae di.as 

a.proximada.ment..e:>, como pre.ludio de l.a. aparición de la menst..ruaci6n. 

Es t.. e Cenómeno se desa.rrol la en la et..apa. d• c:i c:l. os inmaduros 

Ca.novul.at..orios da .la. pubert..ad:> y en .la. menopausia. En l.a adolescencia. 

el f'a.ct..or desencadenant..e de .la menst..rua.c:ión es la suspensión de la 

secrecion de progesLarona. 

Respect..o a.l mecanismo de acción de l.os est..rógenos. se ha 

propuest..o l.a. presencia. de rec:ept..ores en cél.u.las de t..eji.dos ''bl.anco" 

CvJ. as reproduct..oras t'emenina.s. mamas, hi pót'isis. hipot..•J.amo::>. En l.o 

re~erente a út..ero. se conoce un recep~or de naturaleza pro~•ica que s• 

¡ encuent..ra en ci~osol. que recib• ai •st..rógeno y a1 disociar•• d• •1 •• 

t..ransf'orma en una part..J.c:ul.a prot..éica más pequana para viajar al. n~cleo 

e ia-.ducir sint..esis de ARNm aspecJ.f'ico, a.si como una t..asa •l.evada d• 

sJ.nt..esis de nueva prot..eina. Post..ariormant..a se promueve l.a sint..esi.s de 

1 ADN C4,S::>. 

.. Los conocí mi ent..os ac.t...ua.1es sobre J. a f'uncion de los - est..rógenos, nos permit..an aplicarlos en dif'erant..es sit..uaciones, cit..ando 

al. gunos e j empl. os : ant..i concepción. c:ont..rol da cuadros clJ.nicos c:omo 

menopaus.i. a.. dismenorreas. disgenesia óvarica.. acné y c:ont..rol. d• 

neop.la.sias hormonodependiant..es. 

! . -
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ANDROOENOS. 

Hacia 1770 se incursiono en el. campo de l.os compuest.os 

con act.ividad est.imul.adora de los cara.et.eras sexual.es masculinos. Un 

report.e preliminar habla de los eCect.os debidos a l.a administ.ración de 

un ext.ract.o t.est..icular en la preve&"lci6n de la. cast.ración en gal.los. L.o 

ant.erior. aunado a. l.a. consideración da ant.oncas d• que los signos y 

s.1nt.01na.s de la s"'nil.idad en el hombre se deb1an a insuC.ic.ienc.ia 

t..est.icula.r. impulsaron la inquiet.ud de resolver est.as cuest.iones. por 

J. o que f'"ue neces•r i o di sef'lar n\ode1 os mas adecua.dos C 13. 14:> .. 

Los a1">dr6genos son el sust.ra.t.o qui.mico responsabl.• de l.a 

diC•rancia.ción biológica del nifto y su 

hast.a compl.et.ar l.as ca.ract.erist.icas de 

Est.os cambios obedecen a un rea.rreglo 

t.ransCorma.ción •n adol.••cent.•• 

l.a madurez sexual.· biol.6!iJica. 

Cuncional. hipoCisiario-gonadal. 

qua com.ianza en la inCa.ncia con un Cenómenc da escape de l.a inhibición 

que la secreción da andrógenos t.est.icul.ares y suprarrenal.es ejercen 

sobra el hipot.alamo. Aún cuando persist.en l.as concent.raciones 

sangu1naas de andrógenos. l.a 

•st.i mul a.nt.e e FSH::> para el. 

hipóCisis 

des.ar rol l. o 

produce LH y hormona 

de caract.erist.ica• 

Col.icul.o 

sexual.es 

secundarias y est.i mulación 

sus:t...rat...o qui mico que se 

de 

le 

mayor producción da 

a.t.ribuye la propiedad 

t.est.ost.erona. 

de inducir en 

d• l.a masa Corma direct.a: cr eci mi ent...o t.est.i cul. ar y panea.no. a.ument..c 

muscular. movilización caract.er1st.ica de l.a grasa subcut.anea 

a. t. ocios ni val. es 

d• 

el. manera indirect.a est.imulan al. cr eci mi ent.o 

organismo. 

ASPECTOS BIOOUIMICOS. 

Los andrógenos. progast.inas y ast.rógenos. son 

qui llÚ. COS deriva.dos del colast.erol., al cual. se s.int.at.iza 
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supra.rren-.l.es. pi•1. t..ast..icu1o y aort..a. El. sit..i.o de •i.nt..eai.a e• e1 

ci. t.. os o l. y e r a_cci. ón l. i. sosomal. e r et.1. cul. o endopl. ~smJ. co l. 1. so:>. L.a si. nt.esi. s 

de col.est..erol alca.n:za l.a. ciCra. de 1 gr al. d.i.a~ pero puede dismuniur 

hast.a el ::30% de l.a. produc:ci.ón t.ot.al. dapendi.endo del. aport.e en 1a 

di.et.a. 

Los: á.t..omos de carbono que ~orma.n el. col.est.ero1 • 

provienen de la a.cet.i. l. -Coenzi. ma-A. que a. su vez es product.o de 1as 

vi. as oxida.t..ivas de l. a g1ucosa.. ácidos gr a.sos y 

c:et.ogénicos:. Una. vez producida. l.a. acet.il.-Coenzima-A. puede seguir dos 

v.S.as: una. biosint..ét.ic:a Cs:1nt.-esis de ácidos grasos. cuerpos cet.ónicos o 

colest..erol:> y ot..ra. oxida.t..iva. Cci.cl.o de Krebs, para obt..ención de 

energia. en Corroa de ATP a t..ra.vés: de l.a CosCorilación oxidat..i.va:>. 

Res:pect..o al colest..erol. l. a. edad y e1 de 

J a.l.iment..a.ción det..ermi.nan l.a. magnit..ud da s.i.nt..esis del. núcl.eo est.eroide. 

Por ot.ro l.ado, el col.es:t.erol t.iene diversas Cunciones en e1 organismo. 

1o cua.1 es evi.dent..e cuando se anal.i.za l.a t..asa de recambio en 1as 

et.apa.s da c~eci.mient.o y desarrol.l.o. 

La. col.est..erogénesis es l.a. via met..aból.ica que part..e de1 

met.abol. i. t.o denomi. nado ~-hidroxi.-~-mat..il.-gl.ut..aril.-Co-A. 

~rans~ormación en mavalonat..o. por una reacci.ón de oxidorreducción .... 
~ d•pandient..e de poder reduc:t..or CNADPH+H•:>. es el. paso regul.a.dor de J.a 

•"4 
1 ! -

1 • 

1 -

vJ.a. a. t.ravé.- de. un meca.ni smo poco est..udi.ado, donde part.icipa •1 

col est..erol.. El meva.l. onat..o se a.ct...i. va madiant..e CosCoril.ación. a l.o que 

sigue un paso de desc:a.rboxi.l.a.ción para. dar un compuest.o isoprenoide 

denomina.do isopent.enil-piroCosCat..o CXPPP:>. base est..ruct.ura1 d• 

diversos compuest..os t.erpénicos Cvi.t.a.mina A, ubi.qui.nona, col.est..erol.. 

doli.col y et.ros compuest..os de ori.gen vaget.a.l. :>. Por un rearregl.o 
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molecular c:la un J:PPP sie !'orma. ... 1 c:limet..ila.1.il. -piro1"os1"at.o CDAPP::>. el. 

cual se une a un IPPP para dar un compuest.o de diez át.omc:>s de carbono 

CC-10::> que se denomina genér.icament.• como monot.•rpeno: 

geranilpiro!'os!'at.o CGPP::>, el. cual se une a et.ro :tPPP para t'ormar el. 

sesquit.erpeno 1"arnes.ilpiro1"os1"at.o CFPP::>. Dos mol.~ul.as de FPP •• 

condensan y !'orman un t.rit.erpeno lineal: el escual.•no. que se 

hidroxil.a, desmet.ila y cicl.iza para dar el product.o 1"inal de l.a v.ia: 

el colest.erol con 27 át.omos de carbono. Una vez 1"ormado sal.• de l.& 

cél.ul.a y es export..a.do a et.ros t.ej .idos en 1"orma d• 

colest.erilo, así como en 1"orma libre que viaja en mol•cuias prot.•icas 

complejas lla.mac:las lipoprot.einas; de a.lt.a y baja densidad CHOL. y LCL::>. 

El. dest..ino met.abólico ult.erior del col.est.erol.. d•p•nderá del t.eJ.ido al. 

cual llegue y a.s.1, se t.endrán: sales b.il..iares, hormonas sexual.- y 

cort.icosuprarrena.l.es, a.demás de su part..ic.ipa.ción en la con1"ormac.i.6n de 

la. membrana de c•lulas y orgánul.os cel.ul.ares. V•ase l.a 1".igura 1 en 

donde se esquema.t.iza. met.abolismo de las hormonas sexual.•• 

est.eroi dales. 
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16oC·OH 
DEHIDRO EPI· 
ANDROSTERONA 

ACETIL. COA 

MEVAL.~ATO llill•l'"MONANOOICL 
o COL.ES'rEROL. / 

20 
~ O~ CORTOL. PR¿NANQ.ONA - 5• • PRIEGNANODIOL 

~ó'R~~ OH !PROGl!STEMINA~I DOC -co •iAL.D09TEMINA.i 

1 -- l o PREGNIENOL.ONA 

o 17• - ~ PREONENOL.ONA 17 .. ·0H P4 _,7.,, -nooc-·!CORTISOL 1 
1 ~ftEMNOTRIOL 

OE .. DAOEPIANDROSTERONA ........_ 
a ANDftOST•5•1!N 

AND"°i'TIENDIONA ~- SJll - DIOL. 

J TIE'"f'T!l!m>NA i ANDROSTERONA 

l9•0H ~ 19 ·OH TESTOSTERONA ETIOCJ..ANOL.ONA 
ANDROSTEN· 1 
DIONA . .-l -17"'""'~"'"-.....,IE"'s"'T"'RADl,,,..,..~O~L.-,I 

• ESTRIOL. ESTROMA 

Figura 1. Derivados met.abólicos est.eroideos. 
~os circules claros se~alan los compuest.os que pueden 
est.ar su.l!'at.ados; P4. progest.eron.a; CORTOL: 
colest.erol; OH: grupo hidroxilo; DOC: 
desoxicort.icost.erona; CO: eort.icost.erona. MocU!'ieado 
de: Kilshow D. ""Est.eroides: Principios y t.•cnicas••. 
Ed. El Manual Moderno. 1975. México. 
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CAPITULO 2. 

ANTECEDENTES ESPECIFICOS. 

Las progest..inas sint..6t.ic:as ast..~n sujet..as a 

t..ransí'ormac:ión qu1mic:a a nivel. de l.os t..ejidos. Est..a t..ranst"ormaciOn 

puede generar derivados 

t.erapéut..ic:o, disminución 

c:on dií'erent.es: propiedades: mayor et"ect..o 

del. Etí'ec:t.o t.arap6ut.ic:o, al.t..erar t"unc.i.ones 

cal.u.lares y 

posi bl. es de 

t..i sul. a.res. Por 

t..ra.ns1-orma.c.i 6n 

el.lo. es necesario indagar las rut..as 

í'armac:ol.6gic:a Cí'armac:odinamia~ de l.os 

.a.nt..iconcept..ivos hormona.les est..eroida.l.es. Por ot...ro .lado .. es necesario 

indicar l.os mát.odos act..ua..1es 

aspect.os. A 

í'armac:odi nami a 

c:ont.i. nuaci. ón se 

de est..udio 

describen 

qua per mi t.en 

es t. os dos 

conoc•r 4'st..os 

apar t.ados: 1 a 

en 

est..udi.o de 

su es:t.ado ac:t.ual. y l.os: 

dar.i.vados met.aból. i cos 

~t.odos que se empl.ean para 

de l.as progest.i.nas. V•••e l.a 

í'igura a, para ubicar l.os cambios qui.micos que se describen. 

ASPECTOS F" ARMACODINAMICOS. 

es:t.udiada 

a~ Acet..at..o de medroxiprogest.arona CMPA~. 

Al. igual. qua el. ac:et..a.t.o d• magest.rol. , l. a MPA 

int..ens:ament..e en diversos modal.os experimant..al.es. 

ha sido 

L.a MPA 

t.iene l.a desvant.aja. de degradarse si se admi.nis:t.ra por vi.a oral., l.o 

c:ual. no sucede por vía pa.rent.eral. pero para f'i.nes: de apl.ic:ación 

axt.ens:a, •st.os í'~rmacos represent.an ciert..as vent.ajas, pues se obt.i•n• 

un período c:onsiderabl.ament.e l.argo de ef'act.o t.•rap•ut..ico Cm1nimo de 

t..res meses, con una sol.a dosis de 150 mg~. Sin embargo hay dudas 

respect.o da 

col.at..erales 

l.a seguridad 

ha.l. l. a.dos en 

en el. empl. ao 

algunos de 

de MPA, en base 

•sos mod•l. os. 

a l.os 

As1, 

e1"ec:t.os 

el. uso 

indiscriminado por l.a.s usuarias se i.nt..ent.a suprimir a.l empl.ea.r ot.ros 



. 

º~º ~~B . 
o d (1) (2) 

ca.; 

Jª ~ H OH 

~· 
o o .. 

(4) (5 > o (6) 

o~ ~.-·~ 11. c. 

o (9) (7) (8) 

Figura 2. Fórmulas quimicas de compues~os ~-4-3-ce~o 
analizados en és~e ~rab~jo. 

C1~ Proges~erona 

ce:~ 17a-hidroxiprog• .. ~•rona 
C3~ ace~a~o de medroxiproges~arona CMPA:> 
C4~ 20a-hidroxiproges~erona 
ce~ 20~-hidroxiprogas~erona 
ce~ andros~andiona 

C7~ ~es~os~erona 

CS~ 17a-e~inil-19-nor-~es~os~erona CNET.> 
C9~ levonorges~rel CL.NG~ 
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ccnnpuest...o~ con menor riesgo. sin embargo su uso ocasional. resul.t.a 

eomodo y úiJ. si se eoncret.a su uso a una o dos apl.ieacJ.ones como 

máximo. 

EJ. est.ado act.uaJ. de conocimient.os en cua.nt.o a erec:t.os 

eol.at.eraJ.es bien est.udiados es aJ. siguient.e: i nduc:en un aument.o d• 

peso. al t.er ac i enes d•r micas. hi popl a.si a. duct.al. en mamas• hiper pl. asi a 

endomet.rial.. diversos cambios bioquímicos en gl.ándul.a mamaria y .:St.ero 

Cen sabuesas::> c1e::>. Sin embargo se debe mencionar l.a gran ut.il.idad que 

ha oCrecido en ci•rt.os t.ipos de neopl.asias horrnonodependient.es como el. 

adenoca.rcinoma endomet.rial y en al cáncer de mama. en l.os cua.l"es l.a 

raspuest..a es bast.ant.e sat..i sf"ac:t...ori a.. ya que un número bast.ant.e 

import.ant.a de pacient.es. t.iene un excelent.a pronóst.ico para l.a vida. 

una vez que se ha dat.ect.ado en et.apas inicial.es de l.& enrermedad. 

Se conoce .... s acerca de l.os derivados met.aból.icos en el. 

caso del a.cet.a.t.o de megest.rol. que en cuant.o a MPA; por el.l.o. el. 

emplear muast.ras de pl.asma de usuarias sin cont.rol. médico que acuden a 

consult...a. puede servir para desarro1lar un m•~gdo capaz de ••parar ioa 

posibl.es derivados da MPA y su ast.udio Carmacol.ógico ul.t.erior. 

b::> Noret.indrona CNET::>. 

Durant.e mas de veint.icinco an:os. el 

NET ha sido empl.eado ampl. i ament.e para t'ines ant.iconcept.ivos. La 

ut.11.idad de su empleo ha sido bien demost.rada y ha servido para 

conocer aspect.os de l.a biot.ransCormación de ést.• t.ipo de compuest.os. 

Los cambios quimicos de NET ocurren principal.mnt.e en el. 

anil.lo A del. núcleo est.eroi de y consist..en en hidrogenaciones. 

Part.ic::ul.arment.e el grupo A-4-3-c::et.o. se reduce. rormándose un grupo 

hidroxil.o en el. carbono 3 CC-3::> y sa.t.urándose el. dobl.e enl.a.c:e ent.re 
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C-4 y C-6. Los product.os r esul. t..ant.es son cua.t..ro: 1 ::> 3ca-OH. lSca-H C o 

simpl.ement.s 3a-5a::>. Z::> 3a-OH.5(3-H Ca 3a-6(3::>.3:> 3(3-0H.ea-H Co 3~-eca:> y 

4::> 3(3-0H. 5¡3-H Ca 3(3-5(3';>. Todos el.los: como conjugados con gluc:urónido 

•n orina. siendo el má.s abundant..e el. ••s0t-!!5(3 .. c2e-2aY.:> c1e:>; pero el. 

compuast.o con mayor act..ividad f'armacol.ógica. es el. derivado .. 3(1-ea••. L.a 

cadena lat.eral et.inil-C17 suf're poco cambio. pero imp.ide l.a. 

aromat..i:zación del. anill.o A y en consecuencia la t.ransf'ormac:ión a 

est..r6geno se ve impedida Cderivados de est..radiol. a par t.. ir d• 

progest.inasj C16::>. 

cj Levonorgest.rel CLNG::>. 

La dif'erencia ent.re NET y LNG radica en el. met..il.o de l.a. 

posición C-18 en el. caso de LNG y ausent..e an NET. por l.o qu• podr.ia 

espera.1-se que t.uviesen un dest.ino met..abólic:o similar. Sin embargo. •l. 

LNG as principalment.e hidroxilado COH::> en c-1. e-e y c-1e. J;::n C-3 l.a 

reducción es más lent..a. As.1., se t..ienen como principal.es derivados: 1::> 

1ea-OH.Z:> 16(~-0H. 3:> 1(3-0H. 4:>2a-OH. 6:> 6ot-OH y e:> e(J-OH. A n.ivel. d•l. 

anil.l.o A se t..ianen: 1::> 30t-OH.!5(3-H, Z:> 3(3-0H.e(J-H y derivados •n 115-0H. 

Los derivados mAs abundant..es son l. es 1 e-OH y el. 3c:a-e(3 C 1 e:>. L.as 

t..ra.nsf'ormaciones encont..radas se expl.ica.n en el. hecho de que •l. et..il.o 

de C-13 impide o ret..rasa l.as reducciones del. an.i.l.l.o A y t...i.ende a 

Ca.vorecer 

resul. t..ados 

c:ompara.t..i va 

LNG t..i ene 

mi. crodos.i s 

l.as hidroxil.aciones. en el. rest..o de l.a mol.6cul.a. L.os 

se ext.rapol.an con l.a duración del. ef'ect..o •n f'orma 

ent..re NET y LNG. encont..rándose que a dosis sim.il.ares •l. 

mayor duración y permit..e por l.o t..ant..o el. empl.eo de 

e 17:>. 

METODOS DE CUANTIFICACION DE PROOESTINAS. 

La. C'orma. a.ct..ua.l. de i dent..i f' i car un c:ompu•st.o en 
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part..ic:ul.ar se basa en l.as propiedades Cisicoqu1mi.ca.s de su est.ruct.ura. 

l.a cual. pe.demos E>st.udiar val.iéndonos de ~t.odos inst.ru-nt.al.es de 

.anál.isis químico. L.os mét..odos desarrol. l.ados ent.ra 1Q37 y 1Siil!54 son: 

espect..rosc:opia uJ.t.ravi.ol.et..a CUV::>. espec:t..roscop.S.a. i.nf'rarroja CJ:R:> y 

resonancia magnát..i.ca nuclear CRMN::>. L.a.s dos pr i. m.r a.s • con qu.i. mi ca 

element..al. y cromat.ograf'.1a. par m.i. t.i er on cuant.i e i. car y ca.r a.ct.er i. zar 

diversos t.i.pos de compuest.os. Sin embargo. no es sino hast.a. J.a. d•cada 

de los so•s que un mét.odo abrió enormes hori.zont.e•: el. 

radioinmunoan~lis.i.s e zo. z1 • za:> . Haciendo uso de J.os 

aspec:.1 t' i c:os da .l. a. reac:.c.ión ent..re a.nt.J.gano y a.nt..i.cuerpo. •• J.e><aró 

det..ect..ar y cua.nt..i f' i car radioisót..opos liga.dos a un ant.i c:uer po. 

obt..eniéndose una sensibilidad del orden da pg de c:ompuest.o. ade_.s de 

una gr.an precisión. L.a cromat..ogra.f'ía. da 11quidos de al.t.a resoJ.uci.ón 

viene a const..i. t..uir un mét..odo perf'ecc:ionado de la croma.t.ogra.f'.i.a. en 

c:ol.umna de f'ase normal Cpolar::> ast..ac:i.onari.a.. ya que t.i•n• una -yor 

sansibil.ida.d Can micro y na.nogramos::>. 

Si. bien el. RXA of'reca muchas vent.aja.s. el HPLC t.1ene 

muchas posibil..i.dades. aún en ese.al.a. dif'erent.e del. RXA. ya que no •• 

nec:asit..a apunt..a.r hacia alguna dirección en part..icul.ar sino que en una 

misma mues:t.ra se pueden buscar sust..ancias deriva.das o rel.aci.onadas con 

l.os compuest..o& en est..udio. Además. se t..iene un perf'il. qu1mic:o casi 

complet.o de cada muest..ra.. a. dif'erencia del. RXA. que puede 

int.erprat..arsa c:=mo una búsqueda ext.remadament..• part.icular y f'ina.. que 

posee un al t..o grado da aspacif'icidad; pero rest.ri.ngido a un solo 

compuest..o. Por ello, el enf'oqua apl.icat..ivo de ambas met.odologi.as es 

avident..ement..e c:lif'erent..e. El. RXA auyuda a cuant.if'iear un compuest..o. 

pero en f'armace>dina.mia es imposible pensar en preparar un ant..icuerpo 

1 :3 



• 
dirigido cont..ra un compuest..o desconocido. Es aquí en donde un ..-t.odo 

conf'iabl.e de separación e ident.if'icación puede sent.a.r l.as bases del. 

est.udio del. met.abolismo de una progest.ina sint..•t.ica. 

La qui mica. anal. i t.i ca maneja. hoy en dia un 

ext..raordinario que permit..e ident.if'icar un compuest..o y dar incl.uso su 

peso molecular exact..o. Se basa en ciert..os pa.t..rones de t'ra.gment.aciOn 

j producidos al. bombardear con el.ect..rones emanados de un f'il.amant.Ó de 

.. 
\ 

J 

.. 
J 
-1 
_J 

1 
_¡ 

J 
j 

1 -

t.ungst.eno con alt.o vol.t.a.Je. muest.ras apl.icadas aJ.· va.e.lo para pernU.t.ir 

su a.ce1 ar ac: i ón y somet..erl.os a un campo el.ect..roma.gn•t..ico para 

di f'erenci ar par t..1 e ul. as posit..ivas/negat.ivas y part.icul.as 

l.igera.s/pesadas. Se denomina. espect.romet..r.la de masas y puecle servir 

para. est..udios despu•s de emplear separaciones 

cromat..ogrolLf'i cas e ident..i f'i car f' i na.l. ment..e l.os compuest.os posibles 

e 1 s. aa. 24. as:> . 
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CAPITULO 3. 

HIPOTESIS. 

Tres progest..inas sint..ét..icas se est..udian en •l. present..e 

t..rabajo: MPA. NET y LNG. Part..enacen desde el. punt..o de vist..a quimico a 

J.a f"aml.J.ia de l.a progest..erona, J. a cual. posee un grupo c:romóf"oro 

denominado .. cet..o-a-($'-i nsa.t..ur ado" o ••.6.4-3-cet..o•• o ••,6.4-3-oxo ... en el. 

anil.lo A del. núcl.eo est..aroida. 

La progest...erona. const..i t..uye el. prot..ot..ipo en qui mica 

orgánica para la. obt..enc::i6n de análogos que posean mayor pot..enc:l.a 

'progest.acionaJ.. siendo el. sust.rat..o común en el.J.os el. grupo enunciado 

arriba y esquemat..izado en J.a f"igura siguient..e: 

R• 

1 
~·e 
o~ 

En 

est..r uct..ur a.. l.as 

derivadas de .la. 

base a. l.os sust.it..uyent.es 

progest..inas se cl. a.si f" i can 

17-hi droxi progest..erona y 

en •l. rest..o de J.a 

en dos subgrupos: J.as 

.las derivadas de l.a 

--¡ 19nor-t..est...ost..ero1;.a e t..abl. a. 1 ::> -
-....: 

í ...... 
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GRUPO 

1 7cx-Hr ORoxr -
PROGESTERONA 

lS-nor-TESTOS­
TERONA 

Tabl.a. 1 
CLASJ: FJ: CACJ: ON DE LAS PROGESTJ: NAS 

NOMBRE 

Acet.at.o de Medroxi.progest.erona. CMPA:> 
Acet.at.o de Magest.rol. 
Acet.o!'énido de Dihidroprogest.•rona 
Ac•t.at.o d• Clorm.adinona 

Nor et..i ndr ona. C NET:> 
Acet..at.o de noret.indrona. 
Li nest.rol 
Levonorgest.rel CLNGJ 

Se muest..ra.n a.l.gunos compuest.os repr•sent.a.t.ivos. Los par•nt..esis 
indican las progest.inas en est..udio C26J . 

. est.udiarse madia.nt.a un mét..odo basa.do en l.a. propiedad !'isicoqu.S.mica d•l 

grupo cromó!'orc que poseen t.odcs el.l.os, al absorber luz ult.ra.viol•t.a 

en 230-240 nm de longit.ud de onda.. El. coe!'icient.e de ext..inción molar 

esperado es del. orden de 1. 4 x 106
, para una l.ongit.ud d• onda de 240 

nm, según l.as reglas de Woodward-Fi eser para. grupos carbonilos 

conJ uga.dos e 2'7J . 

Todo lo ant.erior ha.e• suponer que pueden det..ect.ar•• 

cant.ida.des de.compuest.o •n el orden de na.no o pico gramos, sis• t.oman 

en consideración las condiciones del. microensayo para HPLC: c•lda d• 

ZO ,uL, sensibil.idad de o. 01 unidades de absorbancia., columna d• 

oct.adecilsil.anc con part.iculas de 6 µm, a.demás de l.a v•rsa.t.il.idad •n 

] el manejo de diversos sist.ama.s de el.ución Cscl.vent.es con di1'erent.e 

polaridadJ y la posibil.ida.d de a!'ect.ua.r gra.dient.es de polaridad. Deben 

• 
il 
1 

det.ermi narse: sensi bi l. i dad del. mét.odo as.S. come seleccionar el. 

t.rat.amient.o previo de las muest.ras de usuarias de progest.inas. La 

posi bi l. i dad de t.r ans!'or ma.ci ón del compuest.o i nmedi a t. amen t.• a su 

admi nis t.r ación puede o no al t.er a.r l. a. det.er mi na.ci ón. ya. que el ..-t.odo 

16 
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descrit.o es de ut.il.idad rnient.ras el. grupo cromóf"oro s• mant.enga •n l.a 

mol.écul.a. a.:rn cuando suf"ra cambios en cua.l.esquiera de l.os carbon-

rest.a.nt.es. 
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CAPITULO 4. 

OB.JETIVOS. 

1.- DesarroJ.J.ar una met.odoJ.ogi.a que permit.a. cua.nt.~ri.car 

progest.ina.s sint.ét.icas y apJ.icarJ.a. en el. est.udi.o de pJ. asmas de 

usuarias da aJ.guno de est.os compuast.os. Para aJ.J.o. se dat.ermi.nar• J.a 

especi. f"i ci. dad. sensi. bi. J. i dad. precisión y raproducibi.J.i.da.d de J.a. 

cromat.ograf"i.a de J.i.quidos da aJ.t.a rasoJ.ución. 

a.- EvaJ.uación da J.a. met.odoJ.ogi.a. para. erec:t.ua.r 

mi croa.náJ. i si. s r ápi. dos con el. f"i n de pr opor e i ona.r una. herrra.mient.a en 

est.udios pr el. i mi. nares o daC"i.ni t.i. vos en J.a ra.rma.coJ.ogi.a. d• J.as 

pr ogas t. i. nas . 
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CAPITULO 5. 

METOOOLOGIA EXPERIMENTAL. 

ACETA TO DE MEDROXIPROOESTERONA <MPA> . 

• ~º· 
~-

Cll,¡ 

F.lgura a. Ac:et..a.t..o de Medroxi progest.arona. 
ea-met.il progest..arona. 

a:> Mat.eri al.. 

1 7a-ac:et.ox.l -

Acet.at..o de Medroxiprogast.erona CMPA::> CUpJohn de ~x.lc:o:> 0 

ea-met.i J. - • 1 7a.-acat..ox.i - .. 4-pregnen-3. 20-diona C1 • CN:>:>. 

a.e t.i v.i dad ... spec:i t" i c:a 60-60 C.i/mmol CNew England Nuc:l•ar:> 0 

d.iet.il.ic:o. ac:et.a.t..o de et.il.o. met.anol. dic:J.oromet..ano. placas de s.11.lc:a 

g•J. de 20 x 20 x 0.02 c:m CMerc:k de Má>x.lc:o::>. t.ol.ueno. benc:•no y hexano 

CBaker de Méx.ic:o::> • Sephadax L.H-20 CS.igma Chem Co. :::>; t.est.ost.erona. 

androst..endiona.. 200< y 20(3- dihidroprogest.erona. acet.at..o d• 

c:.i pr ot..er ona. •st.rona CSigma Cham Co. :::> ¡ c:ar t..uc:hos S.p-pac:k c-1e. 

co1umnas para HPLC µBondapac:k c-1 e y Novapac:k C-1 e y ma t.er i al. de 

empaque para precolumna CWat..ers Assoc:.::>. 

EJ. agua ampl.aada en J.os s.ist.amas da separación por HPLC 

pur .i t' i e: a.da med.iant.a un equipo Mil..li -Q CWat.•rs Assoc:. ::>. •• 
desgasit'.ic:ó y ul.t.raf"ilt.ró C0.4 µm::> ant..es da ser ut.il.izada. 

b::> Xnst.rument..os. 

Crornat..ógraf"o de gradient.e l..1quido modal.o 420 CBec:kman 
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J:nst... :>. ac:opl.ado a un det..ect..or Var i an UV-!50. de J. ongi t..ud de onda 

variabl.e. con cel.da de 20 µL. Regist..rador de event..os Kipp-Zonen BD-41 

con ascaJ. a t..ot..a.l. de 1 mV• espect..rof"ot..ómet..ro Arninco DW-aa CAmJ.nco 

J:nst...:>~ cont..ador de cent.el.leo liquido modal.o 325!5 CPac:ka.rd:>. 

c:::> Mét..odos. 

c. 1. Caract..arización de MPA y compuest..os cet..o o.-(J 

i nsa.t..ura.dos. 

c.1.1. Espect..rof"ot..omet..r.ia uJ.t..rav.ioJ.et..a. Los c:ompuest.os 

con grupo cat..o Ot-(1 insat..urado absorben J.uz uJ.t..rav.ioJ.et..a. a. 230 nm. 

Varios compuest..os con dicho grupo. f"ueron est..udiados de J.a maner~ 

siguiant..e: ... disol.vió 1 mg de cada. uno de el.J.os •n ae mL d• met..anol. y 

J 
en mat..anol. /.agua 70/30. Un mL de ca.da sol.uc.ión f"ue empJ.eado en el. 

ensayo espact..rof"ot..om•t..rico empl.eando una cal.da de cuarzo y ef"ect..uando 

j un barrido desde ZOO a 300 nm. con el. f" in de det..er m.i na.r t..ant..o el. 

m~ximo de absorción CX:> como el. coef"icient..e da ext...inc.ión mol.ar C&:>. S. 

j compararon J.os dos sist..emas de sol.vent..es menciona.dos. 

c.1.a. Cromat..ograf".ia en gel. de sil.ice. La cromat.ograria 

en capa f".in.a se desarrolJ.ló en pJ.ac:as de s.il.ic• con espesor de O. 02 

j cm. El. MPA .asi como MPA-H"' y ot..ros ast..aroides. se est.ud.i aron de J. a 

manera siguient..e: se t..omaron de 200 a 300 µg da cada uno de el.l.os y se 

1 • eJ.uyó l.a pl.aca con hexa.no/acet..at..c:> da et..ilo y 80/'20. por 

1 separado. La f"or ma de revelar 1 os e .i dent..i f" i car l. os cons.i st...i 6 en J: a 

.. CsubJ.imado:> o HzSO• al. 10Y.. Est.e est..udio persigue dat..erm.ina.r J.a. pureza 

·• ! de los compuest...os empleados: en el ast..udio compl.et..o. La mar e: a 

radiact..iva en MPA sirvió para evaluar el. mét..odo en base al. porcent.a.je 
-¡ 
j da recuperación de l.a marca como MPA. 

• 
• 

c.1. 3. Cromat..ograf"ia en S'ephadex LH-20. S. empl. eó una 

ªº 



• 
c:ol. umna de vidrio empacada. c:on Sepha.d .. x L.H-20 C 1 . 2 X 23 cm:>. Se 

est.udiaron los compuest.os del apart.ado ant.erior. Final.ment.e se •l.1gió 

como procedin1i.ent..o para. l.a. separación de l.os l.ipidos del. pl.a•ma 

huin.ano. post.erior a l.a. e~ra.cciOn con ét.er, como se describe ~s 

J adelant.e. El. sist.ema cromat.ográ.t'ico en col.umna empl.eado es a b&s• de 

t.ol. ueno/met..a.nol. como el. uyent.a en proporción 86/16 C v/v';>. Se col.ec:t.aron 

40 t'racciones de 1 mL cada una. S.. empl.ea.ron t.a.mbJ.•n como rases 

•st.acionaria.s: al.úmina, t'lorisil. y sil.ice, con dit'erent.es sol.vent.•• y 

condiciones~ pero r.o ot'recieron vent.a.ja.s sobre el. "'*t.odo descr.t.t.o. 

c.1. 4. Dise~o del. ensayo HPL.C. •st.ud1aron 

simul.t.áneament.e varios c:ompuest.os: MPA, L.NG, NET, 200- y 20~-dih.idro 

' _J 
progest.erona, t..est..ost..erona.. androst.endiona., 17a-hidroxiprogest.erona. 

Se prepararon sol.uc:iones d• el.l.os en c:onc:ent.ración d• 1 

a.pl.icaron a la vál.vul.a. d .. iny .. cción del. croma.t.ógra.t'o 10 µL. Cea.. 10 ng';> 

de cada uno de el.l.os por separa.do. Tambi•n se preparó una sol.ución de 

t.odos al.los. Las c:ondic:ion•s dasarro11adas t'ueron: 

• columna. Nova.pack C-18 Cpart.icul.as d• oct.a.dec1lsilano 

de e µm de diámet.ro,dimensiones de l.a. columna 0.3Q 

mm de diámet.ro x 16 cm d• l.argo';>, 

• sist.ama de elución a. bas• d• met.anol./agua 70/30 Cv/v';>, 

• t'lujo de solvant.a 1 mL/min, 

t1 • vel.ocidad de regist.ro de event.os 1 cm/min, 

- • sensibil.idad del det.ect.or 0.01 unidades en 

:1 la esca1a de absorbancia. 

• longit.ud de onda 247 nm Cen base a los da.t.os da 

espect.rot'ot.omet.ria. en uv:>. 

• vol.úmen da muast.ra va.riabl.a ent.ra 6 y 20 µL.. 
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El. si.st..ema. d•scrit..o ·- conoc• como d• 

sol. vent.es premezé:l ados. ya que no es necesario empl. ear grad.i.ent.es de 

pol.aridad a lo l.argo de la et.apa de separación. 

e.a. Ext.racción de l.ipidos del pl.asma humano. 

c.Z.l. Ext.racción direct.a con ét.er. El. plasma humano se 

obt..uvo de dos t'uent.e:s: venopunci 6n ant..ecubi t.a.l. y c•nt.r i t"ugaci ón d• 

rJ muest.ra h•parinizada, a.si como plasma proveni•nt.e del. banco de sangre. 

' J 
~ 

i 

J 
J 

En ambos casos el. pplasma t'ue almacenado a e•c, hast.a •l. moment.o de su 

empl.eo. El procedi miant.o general de l.a ext.racción t"ue el sigu.i.ent.e: se 

empl.aó •t..er: pl.asma en proporción ZO:l. Cv/v':>, se procedió l.a 

agit..ación en vort..ex por 3 min, al t"inal de los cual.•s se sediment.6 l.a 

C'as• acuosa. para post..eri.or111ent.e conga.lar con h.i. el. o-seco/acet.ona y 

dacant.ar l.a tase orgAnica. Todo el proceso se rep.i.t...i.6 en dos ocasiones 

y •l. ét.er se col.act.6 en un t.ubo da ensaye. O..spu•s se evaporó el. •t.er 

a 3e•c con t'lujo de nit..r6geno, para ccncent..ra.r e.l ext.ract.o de cada una 

de l.as muest.ras. Por ot.ra part.e, l.a ext.racción en 

f'"unci ón del. t.1 empo de agi t.aci ón en vor t.ex e 1 • e y 3 mi n:> , t.ambi 6n en 

runciOn del. nCmero de ext.racciones y de l.a proporción de •t.er/pl.asm&. 

J El m6t..odo que dió mejores result..ados f'"ue el siguient..e: a:> proporc.i.ón 

ét.ar/pl.asma lO:l., b:> l. min de ag.i.t..ac.i.6n y e:> una sol.a ext..ra.cc.i.ón. Con 
~ 

.• .. 
... 
• 

1 

-¡ 
1 

• 

ello se obt.iene mAs del. 86% de recuperación, en ba~e MPA-HªCt"igura •:> . 
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MPA-~H - CONT'Aef"--' 
+ (2) 

0.5mL PLASMA 
rn 

=SA (Hillo1eoo en omtona> 7-
<4 > ~¡:J'osA S1paracldn ,_ 

un 
DECANTACION 

FaSEC5) t Et2 0 , l'ESIDUO + L.C • .,._CONTADOR A 
ETQ!EA WC CUÑO> 

ALICUOTAS + L..C - CCNTADOI' JI 

Figura 4. Procedimient.o de ext.racción de MPA-H> dei 
plasma. Los números ent.r• p.ar•nt..es.is .indican •l orden 
del proc•so. LC1 liquido de cent.elleo. 

c.2.2. Ext.racc.ión con Sap-pa.clc c-1e. Est.e 

consist.e en hacer pasar una muest.ra biológica a t.r.av•s de una p•quefta. 

columna C1. O x 1. 3 cm:> empacada. con oct.a.dec.ilsiia.no. siguiendo ei 

sist.ema de cromat..ograt"".i a de part.ición direct.a.. El ..,.t.odo que 

iniciaiment.e se empleó rue el recomendado por el rabrica.nt.e: a.~ la.vado 

del cart.ucho. bJ aplicación de la muest.ra.. CJ lava.do con e mL. de agua.. 

dJ 10 mL de agua/met.anol 40/60 y &J met.anol 100% de 10 a 20 mL.. En 

nuest.ro laborat.orio se desarrollaron et.ros sist.em.as y compararon los 

porcent.ajes de recuperación de MPA-H> ad.ic.iona.da. a plasmas cont.roi. 
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c.3. Cuant.if'icaci6n de MPA en plasma. 

c.3.1. Perf'il •n HPLC d•l ext.ract.o l.ip.idico del pl.a•ma. 

Las muest.ras: para es:t.udio se s:omet.ieron al 

.inciso c.1.4. Se procedi6 a comparar los pat.rones cromat..ográf'.icos d• 

los mét.odos de ex'Lracci.ón lip.idica y muest.ra t.ot..al. Ca.in 

ext.racción:>, con el objet.o de sel.accionar adecuadament..e: a:> t..ipo d• 

ext.racción de 1.ipidos; del pl.a.sma.. b:> separación parcial. d• l.os 

componenet.es de nat..uraleza lip.idica y e:> condiciones de c:romat.ograf'.ia 

en HPLC. procedió a preparar plasmas ast.ándar cont.eniendo 

cant..idades conocidas d• MPA con el t'in de evaluación int.egral. del. 

.... t.odo desde la ext..racción hast..a la cuant..if'icación Cver f'igura e:>. 

PLASMA 

+ 
MPA 

EXTRACCJ:ON 
ETER 

10rl, xl,1' 

Figura 6. Procadim.i ... nt.o da c:uant..if'icac:ión de MPA en 
plasmas est.ándar. 

c.3. z. Curva ast..ándar. S.l•c:c:.ionadas l.as condiciones 

cromat.ográ.f'icas del apar~ado an~arior. se procedió a precisar una 

relaci6n direct.a ent..re cant..idad conocida de MPA y la alt..ura del pico 

correspondient..e en el. croma.t..ogram.a.. o bien. l.a. re.lación con el. ~rea 

bajo la curva. Un rango de 1 a 1Z ng de MPA an cinco int.erval.os de 

concent.rac:.ién y volt'.Jmene:s ent.re 6 y ZO µL de cada concent.rac.ión se 

inyect.aron cromat.6gr a.f'o. Ca.da. concent..ración •• apl..icó por 
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decuplicado. 

NORETINORONA <NET> 

n ,j 
Figura 6. Noret..indrona. 17a-et..inil. 17[1-hidroxi.. 
19-nor-4- est..ren-3-ona C39~. 

J 
a:> Mat..eria.l. 

19nor -17a-et..i ni l. -t..est..ost.er en.a C Sigma Chem. 

C1.ZCN:>~. act.ividad especiCica SO a 60 Ci/mmol. CNew England Nuclear~. 

Rest..o de mal.erial., el descrit..o en l.a. secci6n de Mat..erial para MPA. 

o b:> rnst..rument.os. ver misma sección para MPA. 

c:> Mét.odos. Los descrit..os en MPA. 

o c.3.1. PerC-il l. i pi di. co de pl. asma humano y NET. L..os 

plasmas cent.rol se prepararon despu•s de 1.a ext..racci.ón 1.ipidica y 

J puriCicaci6n por S&phade:x, adicionando cant..idades c::onoc::idas de NET a 

\ 1.as sol.uc::iones apl.icadas al. cromat..ograro CC-igura 7~. 

c.3.a. Curva est..~ndar. Seleccionadas las condiciones se 

n 
¡,_J procedi6 a precisar una rel.ac.i6n direct..a ent..re cant..J.dad c::onoc::ida de 

D . 
NET y la al.t..ura del pico corres:pondient..e en el cromat..ograma. o bien, 

la. relación con el área. bajo la. curva. Un rango de 0.3 a g.3 ng de NET 

fl en nueve int..erval.os de concent..ración y volúmenes: ent..re 10 y 1!5 ,.,1.. de 
' 

ca.da concent..rac:Lón se inyect..aron al cromat..ógraC-o. Cada c::oncent..ra.c::ión 

se apli.có por decuplicado . 

. ' 

J 
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PLASMA 

ag;Ltac;LCSn 
ALXCUOTAS 

¿ J E'l'BR 

(CONT.N>OR llBTA) 

l:O & 1 Cv/v) 

! 
agi.tac;LfSn 

(un mi.nuto) 

Repo•o (3 mi.n) 

Ri!:SXDUO DECANTACXON 
DB BTBR 

Hi.e1o ••oo 
SECO ( Et20 l"ASB 

E'l'BRBA 
a.ce ona 

L:tQU:I:DO DE 
CENTELLEO 

<;:ON'r.ADOR &;;;:TA 

l 
Fa•e &CUO•a 

1 i;.xa. CEN'l"BLLBO 

CON'l'ADOR BE'l"A 

FJ.gura 7. 

pl.asma. 
Procedi.mi.ent.o de ext.racci.On de NET-Hª del. 

LEVONORGESTREL <LNo>. 

Figura e. Norgest.rel.. 
13~-et.iJ.-17a-at.i.nil.-17~-hidroxi.­
gon-4-en-3-ona C-~ CLNG~. 

a~ Mat.erial.. 

1 7a-et.i. ni. l. , 17~-hi.droxi..19nor-4-est.ren-3-ona 
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Rest..o de mat..eria.l. el descrit..o en la sección M6t..odos para MPA. 

b~ Xnst..rument..os. Los descrit..os en MPA. 

c~ Mét..odos. Los descrit..os en MPA. 

c.3.1. Perril lipidico de plasma huma.no y LNG. Los 

pl.,.smas cent.rol se prepara.ron después de la. •xt..racc:iOn lipJ.dica y 

puriricación por Sephadex, adicionando cant.idades conocidas de LNG a 

las soluciones aplicadas al croma.t..ógraro. 

c.3.2. Curva est..ánda.r. Seleccionadas las condiciones se 

procedió a precisa.r una. rela.ción direct..a. ent.re c:ant..i.dad conocida d• 

LNG y la. alt.ura del pico correspondient.e en el c:romat..ograma, o bi•n, 

la relación con el área bajo la curva. Un rango de 1.3 a 1e ng de LNG 

en :seis int..erval.os de ·concent.ración y voJ.úmenes ent.re 2. el y 1'5 ,,..L d• 

cada concent.ración se inyect..aron al. cro~t..Ograro. Cada c:oncent..rac:J.On 

se aplicó por decuplicado. 
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CAPITULO 6 
RESULTADOS 

Los resu~~~dos s~ muas~ran an •1· ord•n descriLo para ia 

descripción de l.os METODOS. 
1 

Se describen sintult.áneam•nt.e MPA. NET y 

LNG para Cacilit.ar la presant.ación de los dat.os. 

CARACTERIZACION f"ISICOOUIMICA DE ALGUNOS COMPUESTOS 

CETO-ALF"A BETA INSATURAOOS. 

1 • ESPECTROFOTOMETRI A UV. Las Cigura.s g y 10 muest.ran 

el -spect.ro de absorción en ult.raviolet.a. Los dat.os obt.enidos se ·dan 

en .l. a t.a.bl. a Z. Obsérvese el corrin.ient.o al. rojo al. aument.ar .l.a 

polaridad del. sol.vent.e en el que se est.udian Cpart.e baja de l.a t.ab.l.a 

2::>. 
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228 237 a46 

FJ.gura 9. Espect.rot'ot.omet.ria de absorción en _ UV de 
compuest.os A4-3-c•t.o. Xnt.•rva1o: 220-350 nm; so1vent.•: 
met.anoi; esca1a de absorbanc.i.a 0-1; concent.rac.i.ón: 
1mg/Z6 mL. 
lJ aoa-h.i.drox.i.progest.arona 
ZJ t.est.os:t.erona 
3J 17a-hidrox.i.progest.erona 
4J LNG 

zg 

6J20~-h.i.droxiprog•st.•rona 
6J NET 
7::J proges:t.erona 
8J MPA 
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ª'º ... 301.Z ""' 

F.igura 10. Espect..rofot..omet..r.ia de absorción en UV. 
Int..erva:Lo: 200-300 nm; so:Lvent..e: met..ano:L/agua '70/30 
Cv/v::>; esca:La de absorbanc.ia: 0-2; concent..rac:..ión ca. 
1mg/26 mL. 
1 :> LNG 2:> NET 3::> MPA 
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COMPUESTO 

TESTOSTERONA 

PROGESTERONA 

20a-F'4. 

17o<-OH-P4 

20~-P4 

MPA 

NET 

LNG 

MPA w 

NET * 
LNG • 

Ta.bl.a 2 

ESPECTROFOTOMETRIA UV DE COMPUESTOS 
CETO cx-(3 INSATURADOS 

X••AxC nm:> & e L.· M""' ·cm-•:> 

242.98 11!537. e 

CP4:> 24Z.11 14Q3e.o 

243.16 20670.0 

24a.aa 1aoe1.4 

243.4 2!5792.0 

233.0 ------
241.33 13!577.7 

24.1. ea 104e6.7 

246.7 13!53!5.0 

24.6. 2 

246.6 

Espect.rof"ot..óm,..t.ro Aminco DW-2a.. Int..erval.o: 220-3!50 nm. 
s:oiven~e: me~ano1. Esca1a de absorbancia 0-2. 
•Sol.vent.•: met.anol./a.gua 70/30 Cv/v:>. Las l.in•as 
d~scon~~nuas corresponden a da~os no ca1cuiados. 

Z. CROMATOGRAFIA EN GEL DE SIL.ICE. 

3. CROMAToGRAFIA EN SE?HADEX LH-20. 

SE> muest..ran en l.a t.abl.a 3 l.os dat..os c:orr•spondient..es a 

l. os dos i neis os. La f'igura. 11 muest.ra una grá.f'ica d• l.a •l.uc:ión d• 

NET-H'. La ::ona sombreada corresponde al. vol amen considerado como 

da int..erés. 
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NOMBRE 

MPA 

NET 

LNG 

Col.est..erol. 

Est..radiol. 

Tabl.a 3 

CARACTERXZACXON CROMATOGRAFXCA DE AL..GUNOS 
COMPUESTOS ESTEROXDES 

Rr Vr. CC::> .... ••• mL. 

0.19 0.29 11-14 

0.10 0.2Q 11-14 

0.23 0.4.:3 11-14 

0.49 

o. 21 

Progest..erona 0.25 

Cromat..ograría ~n capa rina. Pl.acas de ~ x 20 x 0.02 cm~ 
el. uyent..&t: hexano/acet..at..o de &tt..i l. O, CA> 80/20 C V/V';) y <•> 

60/40 C v/v';) . ce> vol. umen de el. uci 6n en col. umna de 
Sephadex LH-20 con 7 gr de Sephadax. El.uyent..e: 
t..ol.uano/met..anol. 05/15. Las l.íneas punt..eadas indican 
que no se deLernúnaron ios da~os para d~chos compues~os. 
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1.0 4.0 a.o .. o•'-

Figura 11. Croma.~ogra.Cia. en Sapha.dax LH-20. 
Dimensiones: 0.6 x 14.4 cm Cequiva.l.a a. 1g da S.pha.dex 
LH-20~; solven~e: ~oluano/me~a.nol Se/1e Cv/v~; 
~racciones: 0.1 mL; la. zona. sombrea.da. equivale al QQY. 
de NET-H"' a.plica.da.; l .a. columna emplea.da en t..odo el. 
as~udio Cue de 1. 2 x 25 cm Cequival.ant.e a 7<J de 
Sepha.de~. 
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4. DXSERO DEL ENSAYO EN HPLC. 

Las f'iguras 12. 13. 14. 1!5 y 1e muest..ran l.os 

pr ocadi mi en t. os ef'ect.uados para se.l ec::c:i onar el. mejor s.ist.ema d• 

el.ución. Los dat..os se condensan en l.a t..abl.a 4 y r epr esent.an J. as 

condicione~ empl.eadas a l.o l.argo del. ast.udio por HPLC. 

l 
2 3 6 

·4 

Figura 12. Cromat.ograma HPLC de compuest.os A4-3-cet..o. 
Columna: Novapack C18 0 solvent.e: met..anol./agya '70@0 0 
f'l.ujo 1 ml./m.in> J.ongit.ud de onda: 24'7 nm 0 escal.a de 
absorbancia: 0-0.1 0 regist..ro: 1cm/m.in 0 voJ.umen de 
muest..ra: 10 µL 0 concant.ración: 1mg/26 mL 0 muest.ra.s: ·1:> 
NET. 2::> 1'7a-hidroxiprogast.erona. 3::> 1-NG. 4::> MPA. 
6::>20a-hidroxiprogest.arona. e:> 20~-hidroxiprog•st.erona • 
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FJ.gura 13. Crom.a.t.ogram• HPLC de A4-3-c:et.o nat.ural.es. A . 
Co1 un\na: Novapack C-18;. sol vent..e: as:a\.oni t<cilo/agya 
60/60 Cv/v-:>; :f'l. ujo: 1mL/m.i n; .l.ong.it.ud de· onda: 230 nm; 
esc.a..1.a: 0-0. 1; regist.ro 1 cm/min; vol.uman: 10 µL.• 
mues~ras: 1~ estrena. 2J ~est..os~erona. 3~ es~radiol..4~ 

progest..eroria. 

3!5 
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2 4 !5 

~ 
t 1 1 

10 MIN. 

Figura 14. Croma.t.ograma HPLC de A4-3-cet.o nat.ura1es.B. 
Co.l un1na: Novapack C-18; so.lvent.e: acet..oni\.rJ, 1g/agy• 
60/60 Cv/v:>;. f'1ujo: 1mL/min;. longit.ud de onda: 230 nm;. 
ascaJ.a: 0-0.1;. regist.ro 1 cm/min;. volumen: 10 µL.;. 
muest.ras: 1~ NET. 2~ 17a-hidroxiprogest.erona. 3~ LNG • 
.a.:> 20ot-di hi droprogest.erona. 6~ 20(1-di hi droprogest..e­
rona, 6~ MPA. 
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F'J.gura 15. Cromat.ograma. HPL..C de A.4-3-cat.o. Col.umna: 
Novapack c-18 0 solvant.a: rn.t.anol/agya &S/15 0 Cl.ujo 
l.ntl/min 0 longit.ud da onda: 247 nm 0 ese.al.a: 0-0.1 0 
regist.ro: l. cm/mi n 0 volumen da muast.ra.: 10 ~L.. 0 
mue:st..r.as: 7J NET. SJ 17a-hidroxiprogest.arona. g;) L..NG. 
10J MPA.11 J 20a-dihidroprogest.erona, 12J progast.arona. 
13J 20~-dihidroprogest.erona . 
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F:lgura 16. Cromat..ograma HPLC de .64-3-cet.o. Columna: 
Novapack C19> sol.vent.e: met..anol /agua 70<30> f"lujo 1 
rnl./min; longit..ud de onda: 247 nm; esca.la. de 
absorbancia: 0-0.1> regist..ro: 1cm/min> vol.umen de 
muest..ra: 10 ~L> muest..ras: 1::> NET. 2::> 17a-hidroxi­
progest.erona. 3::> LNG. 4::> 200l-di hi droprogest..erona, !5::> 
progest..erona, e:> ao~-dihidroprogest..erona. 
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Tabla 4 

TIEMPOS DE RETENCl ON DE COMPUESTOS .64-3CETO 

NOMBRE 

NET 

17a-HIDROXIPROGESTERONA 

LNG 

MPA 

20a-DIHIDROPROGESTERONA 

PROGESTERONA 

·20~-DIHIDROPROGESTERONA 

ANDROSTENDIONA 

TESTOSTERONA 

METANOL/AGUA 
70/80 •D,...&D 

3.2 3.3 

4. !3 4.1 

4.3 4.6 

6.3 6.6 

S.6 7.S 

a.e e.o 

11.es 10.7 

MeCEN/AGUA 
tso,,-so 

3.!5 

4.3 

11. 2: 

7.3 

12.4 

Q.7 

4. !5 

3.7 

MeCéN: acet.onit.rilo. Los dat.os 
det.alles ver apart.ado c.1.4. 

se dan en nünut.os. Para 

E>CTRAC::CION DE LIPIDOS DEL PLASMA HUMANO. 

1. EXTRACCION DIRECTA CON ETER. 

2. EXTRACCION POR ADSORCION. 

Las C"iguras 17 y 1e muest.ran las gr•C'J.cas 

corres:pondient.es a los ext.ract.os et.érao y por ca.rt.ucho S.p-pac:k c-1e. 

para MPA-H'. La t.abla s mues:t.ra lo": valor•s en C"orma. comparat.J.va de 

ambos sist.emas de ext.racción. La t.abla 6 resuma las c:ondic:J.ones del 

proc:edimient.o de ext.raccción direct.a de NET-H' con ét.ar en C'unción de 

las variables: proporción ét.er:plasma. t.iampo da a.git.ac:ión en vort.ex y 

nú111ero de ext..racciones por muest..ra .. 
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Figura 17. Ext..racción de NET-H~ con Sep-pack c-1e. Se 
muest..ra el perC"il comparat..ivo ent..ra la recomendac.ión 
del C"abricant..e y con ét..er como aluyent..e Cpart..es 
izquierda y derecha da la gráC"ica, raspact..ivament..e~. 
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Fi.gura 18. 
pcrcient..o. 
refiere a 

- -- - - - .. . . .. - -- - ------- -- -

100 

rf-

SO· 

•• 

S:xt.racción de MPA-H' con S.p-pac:k C1S. 
promedio :t D. S. La ext-rac:c:i.ón direc:t.a 
ia descripción dei apart.ado c:.2.1. 
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Tabl.a. El 

EXTRACCION DE LIPIOOS DEL PLASMA 

METOOO x ±D. S. 

SEP-PACK C-1 S <A> Q1.13Y. ± 11.15 

ETER 10: 1 ••> 83. IOIY. ± 10. 1 

<A> n = 7. <•> n B .. 

Tabl.a. e 

EFICIENCIA DEL EXTRACTO DIRECTO 
DE NET-H> 

PJ.asma Ext.ract.os; Y. Recup 

1 mL 1 100 

a 1 83 

106 

4 

s 96 

La proporción ét.er:pl.a.sma ~ue 10:1. 
Tiempo de agi~aci6n: 1 minu~o. 
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CUANTIFICACION DE MPA, LNG V NET EN PLASMA. 

1. PERFIL LIPIDICO EN HPLC. La f'"igura 19 corresponde al 

perf'"il er1 HPLC del ext.ract.o direct.o con ét.er. 

f 
1 • 1 

IO 
1 • 1 .. 

Figura 19. Lipidos del. plasma por HPL.C. Ext.ract.o 
direct.o con ét.er. Columna: µBondapack C-18 C30 x 0.3Q 
in. part.icula de :10 µm:>; solvent.a: met.anol./agua 70/30 
Cv/v:> • f'"lujo: 1 cm/min; longit.ud de onda: 24.7 nm 0 
escala absorbancia: 0-0.01; ragist.ro 1 cm/min; volumen 
de muest.ra: 20 µL; muest.ra: plasma. humano o.e mL 
ext.raido con ét.er 10:1. rasuspendido a 1 mL. 

43 



La ~igura 20 muas~ra al parril observado al etec~uar la 

saparaci6n de la ~ase lipidica con car~ucho Sep-pack c-1e. •mpl•ando 

•~ar como eluyen~e y la rtgura 21. muas~ra al perrJ.l ob~anido ,_dian~• 

ax~racci6n dJ.rac~a con •~er y separaci6n en S&phad•x LH-20. 

i 1 
9 

1 

'º 

FJ.gura 20. Lipidos del plasma por HPLC. Ext..rac~o en 
Sep-pack C-18. Columna: Novapack C-18; solvan~a: 
ma~anol/agua 70/30; ~lujo 1mL/mJ.n; .long.i~ud da onda: 
247 nm; asca.la: 0-0.1; reg.is~ro 1· cm/mJ.n; volumen da 
muas~ra: 20 µL; muas~ra: O. !5 mL da plasma aluJ.dos en 
el car~ucho y resuspendido al mismo volumen para su 
inyacci6n al croma~ográro. 
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Figura 21. L1pidos del plasma por HPLC. S.phadex. 
LH-20. Columna: Novapa.clc C-18; sol vent.e met.a.nol /a.gua 
'70/:30; t'l ujo: 1mL.."min; longi t.ud d• onda: 24'7 nm; 
esca.la 0-0.01; regist.ro 1 cm/min; volumen de mu•st.ra.: 
10 µL; muest.ra: 1.0 mL de plasma ext.ra.1do con 6t.er y 
pasa.do por una columna. de S.pha.d•x LH-20 0 1a.s 
t'raccionas correspondiant.•s a1 vo1umen de e1ución CVs> 
d• 1a.s progast.ina.s se co1act.aron. a1 so1vent.• se 
evaporó y resuspendió la muest.r.a a un volumen de 1 mL. 
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La.s f' i giur as 22. 2-a. y ae, 

cromat..ograf"icos correspondient..es a .la adición de a.lguna de .las t.res 

progest.ina.s y un perf'i.l cont.enier.do a l.a.s t.re:s en una sol.a muest.ra. 

Obsérvese el t.razo en cada una de el.l.as y el. sit.io correspondient.e de 

aparición en el. gráf'ico de MPA, NET y LNG. 

CA) 

t•O 1 
1 

1 
a 

1 
3 

1 

4 
1 

a "''"· 

f 
t •O 1 

1 
1 
a 

1 

s 

----;~-------- -

,., 
,. 1 
4 a ... 1 ... 

Figura 22. Ident..it'icac.ión de NET en pl.asma por HPL.C. 
Col.umna:· Novapack C-18; sol.vent.e met.anol./agu& '70/30; 
.t'l.ujc: 1mL/min; l.ongit.ud de onda: 247 nm; escaJ.a 
0-0.01; regist.ro 1 cm/min; vol.umen de muestra: 10 µL; 
muest.ra: ext.racción direct.a ccn 6t.er y separación en 
Sephadex LH-20 de 1 mL de pl.asma. A: pl.asma sin NET, 
B: plasma + NET C1 µg/mL~. 
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F.igura 23. J:dent..i.f".i.ca.c:.ión de L-NG en p.la.sma por HPL-C. 
Co.l umna.: Novapa.ck C-1 e;. so.l ven t.• met.ano.l /agua '70..-:30;. 
f"lujo: 1ml-/m.i.n;. .long~t.ud de onda: 247 nm;. esca.la 
o-0.01;. reg.i.st.ro 1 cm/min;. vo.lumen de muest.ra: 10 ~L-;. 
muest.ra: O. 6 ml- de p.lasma se ext.rajeron con 6t.er ;.se 
agregó O. 1 mg de L.NG y e.luyó en Sephadex L.H-20, se 
co.lect.aron .las f"ra.cc.i.ones correspond.ient.es y 
evapora.do e.l so.lvent.e se resuspend.ió a. O. e mL.. La. 
f"lecha se~a.la el p.i.co de L.NG e~ 2 ng~. a .los 4.e m.i.n. 
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F~gura 24. MPA, NET y LNG en plasma por HPLC. 
Novapac:k C-18; solvent.e: ac:et.onit..r.il.o/agua; 
mL/m.in; l.ongi t.ud de onda: 247 nm; esca.la: 
ragist.ro: 1 c:nVm.in; volumen de muest.ra: 10 µL . 

Col.umna: 
rl.uJo: 1 

o-o. 01; 

A. Ext.rac:t.o en ét.er de 1 mL. da pl.as~. pasado por 
S.phadax LH-20, rasuspandi do a 1 mL. 
e. A 180 µL de l.a muest.ra ant.erior C1 mL), se agregó 
10 µL de una sol.uc:i6n da MPA, NET y LNG C100 ng de 
cada progest.ina en t.ot.al.) y se inyect.aron 10 µL. 

1 1 1 1 1 1 • • • - - • • -
48 
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l 
FJ.gura 25. MPA. NET y L.NG en pl.asma por- HPL.C. tü.smas 
c:ond.Lc:iones que 1.a t'igur-a 24·. exc:ept.o por- 1.a vel.oc:J.élad 
de regist.r-o. 1.a cual. se r-eal.izó a o.e cll\/mJ.n. El. or-den 
de aparic.ión as: NET. l.NG y MPA. 

1 • 
49 
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2. CURVAS ESTANDAR DE MPA, NET Y L.NG. Las f".i.9uras 2e 27 

muest.ran las gráf'i.cas obt.enidas al relacionar c:oncent...rac:ión de 

progest...i.na c:ont.ra alt.ura del. pi.c:o correspond.i. ent.e. 

Figura C:O. Curva est.•ndar de noret.i.ndrona. Col.umna: 
Novapack C-18; sol. vent.e met.ancl. /agua. 70/30; f"l. ujo: 
1ml../mi.n; l.ongi.t.ud de onda: 247 nm; escala O-O. 01.; 
regist.ro 1 cm/min; volumen de muest.ra: ver t.a.bl.a 
J.a curva de a~ est.á cal.cul.ada incl.uyendo l.os dat.os 
recuadro represent.adc en b:>. Ordenadas: al.t.ura 
pi.ce de cada. mu•st.ra. Absci.sas: cant.i.dad de 
apl.i.cados en cada inyección Cpor decupl.icado:>. 

del. 
del. 

ng 

a:> n 10; y 7.82 X± 2.1Q; r O.QBQQQO; X± o.s. 
b:> n = 10; y= Q.71 X± 0.87; r = O.QQQ7; X+ o.s. 
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F~gura 27. Curva es~ándar da iavonorgas~rei. Co1umna: 
No~apack C-18; ·soiven~a ma~ano1/agua 70/30; ~1ujo: 
1mL-/nú.n; 1ongi~ud de onda: ia47 nm; escaia O-O. 01; 
regis~ro 1 cm/min; vo1umen de mues~ra: ver ~ab1a 
n - 10; y = a.z x ±0,4; r = O.QQQQe; x ± o.s. 
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Figura 28. Curva esl-ándar de MPA. Col.umna.: Nova.pack 
C-18; sol.venl-e me~anol./agua. 70/30; ~l.ujo: 1mL/min; 
l.ongi~ud de onda: 247 nm; escal.a 0-0.01; regis~ro- 1 
cn1/ntin.; vo1umen de muest..ra.: ver t..a.b1a. 
n = 10; y= 3.oa ~ % 0.87; r = O.QQQ7; x % o.s. 
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Las t..ablas A. B y C cont.ienen l.os dat.os respec:t.o a l.a 

al. t..ura de cada uno de l.os picos del. grá~ico en HPLC J.as 

concent.raciones empleadas en cada uno de l.os punt.os y el. coe~icient.• 

de variaci6n hal.l.ac:lo para cada det.erminaci6n. 

T a b l. a A 

NOJU:TJ:NDP.ONA 

CANTJ:DAD 
VOL (.l'\9) 

ALTURA e-> 

0.3 15 UL 4.25 :!: 0.3 
o. 4 10 UL 5.33 :!: 0.66 

~ o.s 12 UL 6.07 :!: 0.68 
0.7 10 UL 7.52 :!: 0.7 
0.93 10 uL 9.91 :!: 0.67 

2. 4 10 UL 22.7 :t o.e 
4.7 12 UL 46.2 :!: 1.06 

B 7.15 15 UL 69.3 :t 1.05 
9.3 10 uL 92.2 :!: 0.86 

A+ B 1 y 9. 71 X + 0.87. 
r o. 9997 

B y 7 0 82 X + 2.19 
r o. 989996 

Condic:ione• 1 

Novap•c:k c-1.e, metano1/aqua 70/30, P1ujo 1 mL/min 
Detector 247 nm.sen•ibi1idad 0.01 au~ •• 
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7.05 

12.38 
11.20 
9.31 
6.7& 

3.52 
2.29 
1.52 
0.93 
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Ta.b1a. B 

LEVONORGESTREL 

•.. . ... . ....... • •• ·I -
CANT:I:DAD voL· (n ) 

1.25 2.5 
2.5 5 
5.0 10 
7.5 15 

10.5 10 
15.0 15 

ECUACJ:ON: Y 
r 

Tabla e 

UL 
UL 
UL 
UL 
UL 
UL 

8.2 X + 
0.99996 

ALTURA (mm) 

10.19 t 0.67 
21.1 t 0.91 
42.0 t 2.07 
61.8 t 2.36 
83.7 "t 1.62 

123.8 t 3.2 

0.4 

ACETATO DB MBDROXJ:PROGBSTBRONA 

CARTJ:DAD ' ALTURA (llllll) 
Cngl YOL 

1.23 20 UL 4.32 t 0.74 
3.1 5 UL 9.05 "t 0.81 
5.34 ·10 UL 18.23 t 0.67 
9.26 15 UL 26.97 t 1.6 

12.35 20 uL 35.27 t. 1.56 

ECUACJ:ON1 y - 3.023 X + 0.807. 
r 0.9997 
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6.58 
4.31 
4.93 
3·.82 

1.94 
2.58 

17.13 
8.95 
3.68 
5.93 
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3. PLASMAS ESTANDAR y PLASMAS DE USUARJ:AS DE 

PROGESTI NAS. Las .f'iguras 88 y 83 muest.ran el perf'íl. cromat.ogr~f'íco 

Ccromat..ograma::> de NET y LNG. respect.íva.ment.e. las cual.es 

agregadas a.l. plasma en el moment.o de t.ener pr<!tparados los ext.ract.os 

pl asmá t..í cos cor r espondi en t. es. La f'iguras 84. y 2:S muest.ran l.as t.res 

progest..i nas en la misma 1nuest..ra plasmat.ica.. En l.os pl.asmas 

provenienLes de usuarias. la concent..ración de NET y LNG no 

suf'i ci ent..e par a. sobrepasar la desviación est.A.ndar y poder•• 

cuant..if'icar sin l.ugar a error. 



CAPITULO 7 

ANALISIS DE DATOS 

METODOS DE EXTRACCION DE LIPIDOS DE PLASMA. 

Se est.udiarcu-. dos mét.odos con f'.ines comparat..ivos con 

respect.o "" su ef'ir.::iencia para obt.ener progest...ina.s del. pl.asma.: a:> 

ext..ract.o direct.o con ét..er diet.l.l..ico y b::> con cart.ucho S..p-pa.ck C-1.e. 

El ext.ract..o direct.o se ef'ect.uó t..oma.ndo como varia.bl.es: l.a ca.nt...ida.d de 

plasma. l.a proporción ét.er: pl.asma. t.iempo de a.git..a.ción y nl'.11119ro da 

ext..r acci oru.:ts. La e:x'Lra.cción con c::a.rt..ucho se real.izó segl'.ln l.a.s 

inst.rucciones del. f'abrica.nt.e y alt.ernat.iva.ment.e con •t..er como el.uy.nt..e 

en l. ugar de met..anol puro. La aval. uación da l.os proc•dimJ.•nt..os sa 

ef'ec:t..u6 en base a MPA-H> y NET-H>. 

Para l.a ext.racción direct.a. l.as condiciones da ensayo 

~ueron ias siguient...as: 

a:> proporción et.ar plasma 10:1 Cv/v::>. 

b::> t..iempo de ext.racci6n 

c::> una. sol.a. ext.racci6n. 

1 mJ.nut..o., 

Para un vol.l'.lmen de 2 a 5 mL da pl.asma.. bast.a con dos 

ext..r a.cci. ones en las m.ismas c:ondic:i.ones ant.eriores. El. por cent.. aje 

minimo de recupara.c:.ión obt.enido as da 93Y. ha.st..a. 100Y. s•g.:&n •l. n.:&mero 

de ex~racc:iones. 

La ext..racc.ión con cart..ucho Sep-pac:k c-1e l.a 

vent.aja de ser rápida y con gran resolución para l.os compuast..os de 

int..erés al manejar sist.ema.S de separación en basa a. diversos 

sol.vent.es. El porcent.aje de recuperación da MPA-H> en al. caso de l.as 

r&comendaci enes del. f'abrica1-.t.e Cmet.anol no 

ot'rec:ió vent...ajas compar.a.t..ivan\ent...a i""rant..e al. si.st..ema empl.ea.da a base 
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de ét.ar. El. porcent.aje de recuperaci6n del. compuest.o MPA-H> es mayor 

con el. ca.rt..ucho, hast.a 90%. Sin embargo, en ambos casos el perf'1l. del. 

ext.ract..o está en desvent..aja f'rent.e a una post.erior purif'icación de l.a 

muestra del. ext..ract..o pl.asmát.ico Cpure:za. del. cromat..ograma:>, dado que 

impide cua.nt.if'icar apropiadament.e det..erminada. progest.ina al. coel.uir 

ot..ros compuest.os con l.as progest..inas de int..er•s. 

Una ve:z e:xpl.orado el. perf'il. cromat..ográf'ico de diversos 

compuest.os est..eroides, se procedió a est..udiar el. perf'il. cromat..ográf'ico 

pl.a.sma en t..res et..a.pas: En pr i m&r l. ugar • se crc:unat..ograt"i6 una 

muest..ra de pl.asma ext..ra..ido con ét..er. Enseguida. se cromat..ograf'i6 una 

muest..ra de pl.asma. pasada por ca.rt..ucho Sep-pac:lc c-1e. Final.ment.e, se 

cromat..ograf'.ió en HPLC una. muest..ra da pl.asma. ext..ra..ida con •t..er y 

prepurif'icada en Sepha.dex LH-20. 

O.. ést..a manera, el. ext..ract..o diract..o f'u• sel.ecionado para 

l.a f'ase de ext.ra.cción de l.ipidos del. pl.asma, a.:&n cuando l.a. et"·ieienc:.ia 

de ext..racc.16n media.nt.a el. cart..ucho superó al. primare. La razón de •l.l.o 

consist..e an al. hacho da int..ent..ar prot..ejer l.a. col.umna., ya que su v.ida 

media se acort.a. cuando se manejan muest.ra.s c:ompl.ejas no 

pr epur i f' .i cadas. Por ot...ro l.ado .. se f' aci l. i t..a l.a i dent.i t" i cac:.16n de 

de~erminado compuest.o. en e1 caso d• no cont.ar con un ~n~egrador de 

n - evant.os y manejar en f'orma direct..a. l.os gráf'icos obt..anidos. 

l-'"t 
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~ 
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METODOS DE SEPARACION DE LIPIDOS DEL PLASMA. 

La. croma.tograf'.1a en col.umna f'ué real.izada con el. C'in de 

pur.if'ica.r pa.rcial.ment..e el. ext.ra.ct..o direct..o del. pl.asma. Para el.l.o, se 

empl. ea.ron di versas !'a.ses est.aci onar i as: sl.l.ica, al.t:amina, f'l.or.l.sil. y 

Sepha.dex LH-2:0. Las d.imensiones de l.a.s col.umnas f'uer-on diversas, al. 

igual. que l.os sistemas de el.uc.i.ón. El. cont..rol. empl.aa.do c::ons.ist..ió en 
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NET-Hª. El sist..ema sel.accionado rué el. siguient..e: 

• Fase est..acionaria: Sephadex LH-80. 

•Dimensiones de la columna: 1.2 x 2B cm. 

• Cant..idad de Sephadex: 7.0 g. 

• Solvent..e: t..olueno:met..anol 89:16 Cv/v~. 

• Fracciones: 40 de 1 mL c/u. 

En est..as condiciones, la recuperación de NET-Hª ru• de 

ge a. 110%. El volúmen de •lución Cue de 11 a 14 mL. 

CARACTERIZACION DE PROGESTINAS POR HPLC. 

Con.di ci. enes general es par a el •nsayo en HPLC d• las 

progest..inas y el est..udio de ést..as en el plasma humano: 

• Columna: Nova.pack C-1 B • O. 39 x 1 !5 cm. OOS, 6 µm . 

• Precol.umna: Oct..adecil.sil.a.no coos:>. 2.0 X 0.3Q cm. 

• Solvent..e: met..anol:agua. 70:30 v/v. 

• Flujo: 1 mL·min·•. Sist..ema isoc:rát..ico. preme:zcl.a.do. 

• Asa de inyección: 20 µL. Volúm&nes empleados: 2.6-20 

µL. 

• Longit..ud da onda: 247 nm. 

• S.nsi bi l i dad de regist..rador: 0.01 uni.dades 

absor banci a. 

• Velocidad de regist..ro: 1 cm·min·•. 

• Vol t..aje: 1 mV. 

En 1os casos en que se modiCica ei so1ven~e emp1eado. s• 

veririca primerament..e la absorbancia máxima para los compuest..os en •l. 

solvent..e part..icular y se ajust..a la. longit..ud d• onda empl•ada. •n l.a 

det..ecci ón de los compues t.os el u.1 dos en el. si st..ema.. 

CURVAS DE CALIBRACION. 

Las curvas de calibración son relaci.ones di.rect..as d• 
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can~iddd de compue5~0 y un grACico a1 que se pued• medir: a1~ura de un 

pico, área bajo l.a curva o mixt.a.. Para real.izar una curva. se requ.iere 

preparar sol. uci ones estándar o concentraciones conocidas de un 

compuest.o y dado que se requiere un ciert.o grado de sensib.il..idad del. 

método, se estudian l.as concentraciones m.inimas detectabl.es que posean 

una rel.aci6n l.ineal. con incrementos l.inea.J.es de concentración. 

El. coet'iciente de correl.aci6n J. .i neal., as1. como .J.os 

coet'icientes de variación, nos dicen si nuestro m•todo es reproducibl.e 

y preciso. L.a grát'.ica obten.ida nos da una ecuación de J.1.nea rect..a, de 

donde podemos det..erminar una. concent..raci6n en una muestra por 

extrapol.aci6n o bien al. manejar el. dato en regresión J.ineal.. 

PREPARACION DE PLASMAS ESTANDAR. 

Se describen dos métodos de preparac1.6n de pl.asm.as con 

cant.idades conocidas de progestina.. En ningán caso se prepararon 

estándares para eval.uar l.as t.res etapas: extracción, prepuriCicación y 

cuant.i t' .i ca.ci ón. L.a sens.i b.i l. dad del. método, a.si como otros val.ores 

hal.J.ados en el. estudio, se muestran en J.a ta.bl.a 7. 

En cuanto a MPA, hay que hacer notar J.a aparición de un 

c:ompuast..o que coeluye con J.a progest.ina y que d.i r .i cul. t..a J.a 

cuant..it'.icac.ión de J.a misma. Al. pa.r•cer. corresponde a un derivado 

esteroidal. que posee un grupo cromót'oro s.imil.ar al. contenido en J.as 

pr ogest.i nas. Aparece en mujeres aparent..ement.e normal.es y t.iene un 

,...x.imo en concentración hacia. J.os 

progest.ac:.ional.~ C34~. 
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CAPITULO 8 

OISCUSION 

Ef'ect.uar el. ext.ract.o pl.as~t.ic::o con et.•r. se consideró 

l.a mejor al.t.ernat.iva en base a su ef'icienc::ia. rapidez y cost.o. La gran 

cant.idad de mat.erial. l.ipoidic::o eont.enido en J.a ext.raec::ión por c::art.ucho 

rapresent.a aeort.ar l.a vida media de l.a eoJ.umna. a.demás d• dif'icul.t.ar 

l.a. l.ect.ura. del. t.ra.:z:o de al.guna da J.a.s progast.inas. En oc::asion•s •l. 

ma.t.erial ext.ra.ido present.aba. t.urbidez, J.o cual. ret"l.eja preeipit.ación 

de los component..es y pone en riesgo la columna. aún cuando s• emp1eó 

una preeol.umna. para. evit.ar dal"lo direc::t.o a l.a c::ol.umna principal.. 

La purif'ieaeión parcial. d• l.os ext..rac::t.os: mediant.• 

Sepha.dex LH-ZO. represent.a una. vent.aja al. el.iminar compuest.os ajenos a 

J. os que i nt.eresa ast.udi a.r. Además. J. a. c::ant.i dad da c::ompuest.o no se 

a..l t.er a. al. al"ladi r •st.e pr oeedi mi ent.o, dabi •ndosa c::onsi der ar sol. a..,.nt.• 

l.a pérdida impl.ieit.a. en el. proceso de ext.raec::ión. 

La. cuant.i f' i ea.el. ón de progest.i nas si nt.•t.i c::a.s medi ant.• 

div•rsos campos da HPL.C revist..e a.ct..ual. mant.a mucho an 

biomedl.eina.. Part.icul.arment.e. axist..en al.gunos t.ra.bajos •st..rec::ha..,.nt.e 

rel.ac::iona.dos con MPA C33. 34 y 35::>. El. anf'oque da aJ.l.os es con f'ines 

de eua.nt.if'ic::ac::ión en muest.ras de pac::l.ent.es que reciben dosis masivas 

de MPA para. el. t.rat..amient..o ant..ineopl.ásico Ct.umoras mamarios::>. La 

met..odol. og.i a seguida as: &scenc::i al. ment.e .la desc::r i t.a an el. prasent.e 

t.rabajo. 

En el. caso 

puada t..raba.ja.rse con •J. 

pl. asma que. como Read y 

t.i ampo da r at..ancl. 6n y 

de J.a. c::ua.nt..if'ica.c::ión da MPA. sa aneont.ró que 

cuando est..á a.usant..a un c::ompu•st.o nat.ural. del. 

col. s. C34::>. se encont.ró qua posee •l. mismo 

se det.ac::t.a a. l.a. misma l.ongit.ud d• onda. Su 
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concent..ración es riuc~uan~e en e1 cic1o 

periodicidad según se describió arriba. 

hor.mona.l. ya. ·que muest.ra una 

Es de suponer que se t.rat.e de 

C30::>. Su presencia en el. un é:st.er de proge:st.erona e acet.at.o::> 

crornat.ograrna impide cuant.iI'icar bajas concent.raciones de MPA. 

Se agregó un est.ándar int.erno cao~-dihidroprogest.•rona~ 

y una cant.idad conocida de MPA a muest.ras de mujer•s a.parent.•-nt.• 

sanas; pero no pudo cuant.if"ica.rse en bajas conc•nt.raciones a l.as dosis 

usuales con rines ant.iconcept.ivos. 

pl asmá t.i cas 

debido a 

desviación 

Para el caso de NET y L.NG, l.a.s concent.racion•s 

en U5:uarias no f"ueron suf"icient.es para. cuant.if"i.ca.rl.as. 

que di chas concent..raci ones caen dent..ro "de l.a. prJ.1n9ra 

est.ándar. Se pret.andió agregar un est.ánda.r int.erno Cl.a. 

nl1sma progest.i na en c:onc::ent..rac::i6n conocida l.a.s muest.ra.s d• 

paci ent.es::> 

agregad.a. y 

desviación 

del. t.ra:zo 

conc::ent.r ar 

y calcul.a.r ·l.a dif"erencia.l. de a.lt.ura. ent.r• l.a. cant.ida.d 

al gráf"ico obt.enido; pero l.a. dif"erencia.l. \no sup•ró l.a. 

est.ándar, por l.o que no f"u• posible dist.inguir ent.re ruido 

y concent.raci ón de progest.i na. C 31 y 32::>. S. i nt.ent.6 

hast.a 2 mL del. ext.ract.o pla.smát.ico pa.rcialment.e purif"icado, 

y resuspenderlo a 200 y eoo µL. 

Lo ant.erior conduce al empleo de ést.a met.odol.ogia. en •l 

aspact.o f"a.rmacocinét.ico para el anál.isis de dist.ribución inicial. de 

las progast.inas, dada la separación ef"iciant.e derno5:t.ra.da;pero ubica.da. 

en el empleo en casos de administ.ración aguda de progest.inas Cprimera.s 

horas después de la administ.ración::> C37 y 38::>. 

6.1 



CAPITULO 9 

CONCLUSION 

cada part.e 

En 

de.l 

e.l apéndice 1 • se 

est.udio descrit.o 

muest.ran J.os dat..os · obt.eni.dos 

en METODC>LOGIA EXPERIMENTAL. 

en 

Es 

evident.e que l.a. separación de l.as progest.inas es muy 

acuerdo a l.as necesidades del. present.e t.rabajo, debido a 

de empl.ear diversos sist.emas de el.ución y variabl.es 

so1vent..es. 

et"icient.e de 

l.a f"acil.idad 

de t' l. uj o d• 

El. aspect.o no resuel.t.o es l.a sensibil.idad del. m6t..odo, l.a 

cual., en el. mejor da l.os casos l.l.ega a O. a ng de compuest.o en un 

vol.úmen da 10 µL. sit.uaciOn que da.ria l.a posibil.idad de det.ect.ar has~a 

a ng/mL en el. pl.asma, al. concent.rar el. •xt.ract.o d• l.as muest.ras. 

La axt.racciOn de l.ipidos con 

cromat.ográt"ico compl.ejo, dif'erencia 

S.p-pack 

de l.a 

C-18 da un pert"i.l. 

ext.racción IMi.s 

pr•purif"ic::a.ción con Sephadex LH-20, l.o cual. puede apl.icarse con dos 

f'ines: cuando se requiera ident.if'icacióon rápida de l.os compuest.os se 

debe opt.ar por el. uso del. cart.ucho S.p-pack; en cambio, como segunda 

posibil.idad, si se pret.ende separar e ident.1f'icar derivados, •• 

sel. ecci ona SE>phadex LH-aO con el. f'i. n 

compl.ejas o casi puras Co un sist.ema 

haciendo uso de col.umnas t.andem en HPLC~. 

ea 

de 

de 

obt.ener t"racciones poco 

purif'icaciOn concat.enada, 
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Ta b l. a 7 

VALORES DETERMINADOS PARA LAS PROGES'I'l:NAS ESTUD:X:ADAS 

• b e d ~ r <;CJMPUBSTOS ~ J!l8X JA Rf ve Rt ~:m. ~ 

MPA 246.2 10427.8 0.29 11-1·4 6.8 -0.6 1-15 

LNG 246.5 7465.1 0.43 11~14 4.3 1.0 1-20 

NBT 246.7 6996.1 0.29 11-14 3.2 0.2 0.3-10 

~) So1vente.Metano1/Agua 70/30 barr:l.do uv 200-300 nm. 
b) S:l.1:1.ca ge1 5 x 20 x 0.02 cm a.xano~Ac:etato de Bt:l.1o 60/90 (v/v). 
e) en mL. Sepbadex LH-20 (7 9r) to1ueno/metano1 (85/15) Recuperac:l.6n 95~110•. 
d) RPLC.·Novapack-C-18, Metano1/agua 70/30, 0.01 aur•, 247 nm. 
•) en nano9ramoa. m:I.-•• cond:l.c:l.onea que •d•. 
r) cant:l.4a4•• exp1orada• de cada c~pueato en BPLC. 
9) ••n•:l.b:l.1:1.clald en nanogremoa/mL. Cc:mparac:l.6n de _.todo•. ver ·ref. (35). 

n9 

n9 

nq 

9 
Ju:A 

0.1 

0.05 

0.16 
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Apéndice 1 

CLASX FI: CACI: ON DE LAS PRC>GESTJ: NAS SJ: NTETJ: CAS C I: UPAC~ 

ACBTA'l.'O DE 
MBDROXZPROGESTERONA 

ACB'l'A'l.'O DE MBGEST:ROL 

ACB'l'ATO DB 
CLONIADJ:NONA 

NORBTXNDRONA 

ACBTATO DB 
llORBTXSTBRONA 

NORBTXNOD:RBL 

LXllBSTRÓL 

17-a1fa-acetoxi. 6-a1fa-meti1, 4-pregnen-
3,20-diona 

17a1fa-acetoxi. 6a1fa ... meti1, 4,6-pregnanlian, 
3,20-diona 
17a1fa-acetoxi. 6-cioro, 4,6-pregnandien 
3,20-diona 

16a1fa-17a1fa-dihidroproge•terona acetof•n.! 
do. 

17a1fa-•tini1, 17beta-bidroxi, 4-e•tren, 3-
ona 
17a1fa-etini1, 17beta-acetox~. 4-••tren, 3-
ona 

17a1fa-•tini1. 17beta-bidroxi, 5(10)-eatren, 
3-ona 
17a1fa-•tini1, 17-beta-hi4roxi, 4-••trano 

41-1·3eti1, 17a1fa..,.etin:L1, 17beta-hi4rox~, ..... 
gomn, 3-ona 
d-13--t~1, 17a1fa.,.•t~ni1, 17beta ... h~4zox~ •~ 
90..n. 3-ona 



Apéndice Z 

NOMBRES COMUNES Y SI: STEMATX COS DE LOS ESTERO:I DES 
ESTUD:I .AOOS POR HPLC EN ESTE TRABAJO 

HOMBRE -COMUN NOMBRE S:l:STBMAT:l:CO 

Acetato de MedroxJ.pro99•terona ----------- 6 °'- --tJ.1-17 O'. -acettoxJ.-4-pre9nen-3 ,20-dJ.ona 

Andro•t•ndJ.ona ---------------------------- 4-Andro•t•n-3,17-dJ.ona 
DJ.hJ.dropro9e•terona~20~ ------------------ Pregn-4-ene-20°'- -hJ.droxJ.-3,20-dJ.ona 
DJ.hJ.dropro9e•terona-20 • ----------------- Pregn-4-ene-20 • -hJ.droxJ.-3 ,20-dJ.ona 
lli.droxJ.proge•terona-17CX. ------------------ Pregn-4-ene-170(. -hJ.droxJ.-3,20-dJ.ona 
Levonorv••tre1 ---------------------------- 13-etJ.1-17-hJ.droxJ.-18,19-dJ.nor-pre9n-4-en-20-

J.n-3-ona e-> 
llOretJ.•t•rona ---------------------------- 19-nor-170C. -•tJ.nJ.1 te•to•t•rona 
Proge•t•rona ----------------------------- Pregn-4-en-3,20-dJ.ona 
'.l'e•to•terona -------------------------- 17f -hJ.droxJ.andro•t-4-en-3~na 

* The Merc:k XDllex 10th BdJ.tJ.on 
M. WJ.ndho1a Sd. 
llerck co. :Ene. 
Jtahway, •• J. USA 
1983. 
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