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Aquél quien ama tan solo a las personas cercanas a él,
conoce Unicamente un color y que tristeza me causa

porque jamés apreciarad la belleza del arcoiris.

con amor a Fernando



La mujer en nuestro Pais juega un papel importante; el ser
Madre. Mas nuestra sociedad presente ya no requiere cele-
brar un 10 de Mayo 6 un 12 de Diciembre. Los Mexicanos ne
cesitamos borrar la represidén que aln existe, a las ideas
de la mujer.

La mujer debe de terminar su papel de dependencia y olvi-
dar su temor a la soledad, necesita salir de la trampa,
que es el pensar que el hombre tiene el derecho de borrar
su ideal.

La mujer debera aprender a gritar y serad entonces cuando
se le pueda escuchar. No se debe caer en falsos desfiles

pro-liberacién femenina, tendrd que compartir y luchar -

al lado de los hombres.
Se necesitan hombres y mujeres que marchen juntos, que

piensen juntos y entonces crear una ideologia nueva con

la fuerza del hombre, la tranquilidad y mesura de la mu-

jer y el impetu de ambos.

Que nazca una sociedad donde la igualdad y justicia no

sea derecho exclusivo de unos cuantos.

Leticia
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¢Donde esta ?

el grito contra la injusticia

la mano que trabaja por la igualdad

el amor de los unos y los otros

la poesia con la sangre de los caidos

la razodn

la ciencia para el progreso de la humanidad y no para
la ambicidn

la ciencia que ayude a la independencia cientifico-tecno
l6gica de nuestro Pais

la ciencia para los pobres y marginados

el estudiante que ha olvidado el egoismo

el idealismo de la juventud

la prudencia de los adultos

tu deseo de vivir

Seguiréan las preguntas, seguiran los errores,

y cuando nO existan amaneceres que alumbren la vida,

el hombre llorara porque él marchité las flores.

Leticia
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RESUMEN

Con el objeto de minimizar los efectos de una absorcién
brusca de las hormonas ingeridas con fines anticonceptivos, se
desarrolldé una formulacién a base de Noretindrona y Colesterol
(NET: COLEST) y se compard in vivo, contra un producto comercial

(R) ey o T

(Dianor , Syntex) y contra una formulacidn control conteniendo
Noretindrona y Lactosa (NET: LACT).

El estudio se realizd en diez voluntarios clinicamente
sanos (cinco de sexo femenino y cinco de sexo masculino) de -
acuerdo a un disefio de bloques al azar, utilizando un método de
radioinmunoanilisis especifico para la cuantificacién de Noretin
drona en suero.

Los resultados obtenidos demostraron que la Noretindrona
se ajusta a un modelo abierto de dos compartimientos.

En ocho de los diez voluntarios la formulacidén experimen-
tal (NET: COLEST) presenté una cinética de liberacién sostenida
y la concentracién plasmatica maxima alcanzada, en ambos sexos,
fué menor comparada con la del producto comercial.

En el sexo femenino el valor promedio del ABCS fué mayor
después de la administracidén de la formulacidén experimental que
la obtenida con la comercial; por lo que en este sexo ambas for-
mulaciones fueron BIOINEQUIVALENTES.

Después de la administracién de la formulacidén con coles -
terol, se cuantificaron concentraciones terapéuticas (> 1 ng/ml)
de NET en suero, por periodos més prolongados de tiempo, que cuan
do se administré el producto comercial.

Los valores de Cpmdx y ABC? después de la administracién
de la formulacidén control (NET: LACT) fueron significativamente
mayores en la poblacidén femenina que en la masculina; la cons -
tante de velocidad de distribucidén (o) fué estadisticamente ma-
yor y la vida media de distribucién (t )4ox) estadisticamente me-
nor, en el sexo masculino en relacidén al femenino, cuando se ad-

Ry,

ministrd el producto comercial (Dianor

XX



ABSTRACT

A formulation of Norethindrone and cholesterol (NET: CHOL)
was developed with the aim of minimizing the effects of a sudden
absorption of hormones administered as contraceptives. This pre-
paration was tested "in vivo" against a commercial product (Dia-

L(R)

no , Syntex) and against a control formulation that contained

Norethindrone and lactose (NET: LACT).

The study wasconducted in ten clinically healthy volunteers
(five males and five females) using a random blocks design, and a
specific radioinmunoassay method for the determination of Norethin
drone in serum,

The results obtained showed that Norethindrone behavior ad-
just to a two-compartment open model. In eight of the ten volun -
teers the experimental formulation (NET: CHOL) followed a kinetics
of sustained liberation and the maximum plasmatic concentration -
(Cmpax) reached in both sexes was smaller than that reached with
the commercial product.

In the females the total area under the plasma concentration
vs time curve (ABC® ) value was larger after the administration of
the experimental formulation than that obtained with the commercial
product. This result suggests that in females both formulations
were not bioequivalents.

NET plasmatic therapeutic concentrations (1 ng/ml) were found
in volunteers receiving the cholesterol containing formulation and
were sustained during times longer than those observed for the co -
mmercial preparation.

Cpmax and ABCY values were statistically higher in females
than those observed in males after the administration of the con -

trol formulation (NET: LACT); the distribution velocity constant
(c¢) showed statistically higher values and the half-life distribu

tion (t XX), statistically lower ones, in males compared to

females, when the comercial product ( Dianor(R)) was tested.

xxi
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I. INTRODUCCION Y OBJETIVOS.

Con el descubrimiento de la funcién de las hormonas hipo-
fisarias y de su accidén sobre los 6rganos "blanco", asi como: con
el conocimiento bioquimico y fisioldégico del proceso reproducti-
vo en el humano, se han desarrollado una serie de métodos para el
control de la fertilidad, basados en el uso de compuestos hormo-
nales tanto naturales como sintéticos, siendo el objetivo primor
dial de éstos el inhibir la ovulacidn.

Actualmente la medicina ofrece a las mujeres en edad re-
productiva una amplia gama de métodos de anticoncepcién. Entre
ellos se encuentran los anticonceptivos orales, de los cuales se
estima que hay en nuestro pais, aproximadamente 1.5 millones de
usuarias.

Los anticonceptivos orales altamente efectivos (mayor al
99%) son los preparados en base a una combinacién de un estrégeno
con una progestina. Una variante son las formulaciones conoci-
das como minipildoras que consiste en la administracién de pro-
gestinas sintéticas en ausencia del estrbégeno para impedir la -
fertilidad, sin llegar a inhibimp 1la ovulaciédn.

La Noretindrona (NET) es una progestina sintética, la cual
es ampliamente utilizada en los anticonceptivos orales ya sea so
la o combinada con estrégenos.

La caracteristica de la mayoria de las progestinas sinté-
ticas administradas por via oral es una rapida absorcidén, obte-
niéndose concentraciones mAximas en plasma en un periodo de 0.5
a 2 hrs. con una vida media menor a una hora. La representacién
grafica de este fendémeno indica que para mantener una concentra-
cidén terapéutica en el plasma es necesario un esquema de admi-
nistracién frecuente. Los cambios rdpidos en la concentracidén -
plasmatica que se suceden en periodos cortos de tiempo, son los
que condicionan las sobredosis con riesgos de efectos indeseables
y las dosis insuficientes sin efecto terapéutico.

Una alternativa que se ofrece para los farmacos que pre-
sentan caracteristicas como las mencionadas, son las formulacio-
nes de liberacidn sostenida, ya que éstas ademids de que permiten
Jdisminuir la dosis y la frecuencia de la administracién, produ-
cen niveles constantes del farmaco en sangre.

En base a lo mencionado en lineas superiores, se desarro-
116 el presente trabajo con los siguientes objetivos:

a) Determinar si una mezcla eutéctica de Noretindrona: cole§
terol administrada por via oral se comporta como una for-
mulacidén de liberacidén sostenida.

b) Determinar si una formulacidén oral de liberacién sosteni-
da es mas adecuada para mantener concentraciones efectivas
por periodos mAs prolongados de tiempo.



Para lograr los objetivos antes mencionados se realizd un
estudio de bioequivalencia en voluntarios clinicamente sanos a -
los cuales se les administré la formulacién experimental (NET: -
COLEST), un producto comercial (Dianor“”)y una fiormulacién con-
trol conteniendo Noretindrona y Lactosa (NET: LACT).
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ITI. ANTECEDENTES

2.1 ANTICONCEPTIVOS ORALES
2.1.1 ANTECEDENTES HISTORICOS

El primero en postular que el cuerpo liteo tiene una funciédn
endécrina y que ademds suprime la ovulacién fué Joeb en 1909 (1). A
partir de entonces, se prepararon extractos de tejido ovarico los -
cuales fueron empleados principalmente en transtornos menstruales.
En 1921 Haberlandt (2) emplea hormonas, obtenidas a partir de ex-
tractos de cuerpo liteo para esterilizar a conejos, como un método
de anticoncepcién.

Fué asi como en los afios 20's, se logrd ungran avance en cuanto
a la fisiologia luteal y la extraccidn, purificacidén y bioensayo de
la "hormona luteal". Los trabajos de Corner y Allen (3) establecen
una "proliferacidén progestacional™ debido a la hormona luteal. En
1934 (4), se logrd purificar la hormona luteal, denominidndola PRO-
GESTERONA, abriendo de esta manera una gran linea de investigacién
sobre la inhibicién de la ovulacién (Makepeace, Weinstein y Freedman
(1937); Dempsay (1937); Astwood y Fevold (1939) (5,6,7).

Por otro lado Loewe y Long (8) descubrieron una hormona sexual
femenina en la orina de mujeres menstruantes, observando que la con
centracién de esta hormona en la orina variaba segin la fase del ci
clo menstrual.

M4s tarde, Ascheim y Zondek (9) encontraron en la orina de -
mujeres embarazadas una hormona con alta actividad estrogénica.

Estos hallazgos condujeron al aislamiento y caracterizaciédn
quimica del ESTROGENO (10, 11). La importancia de esta hormona con
respecto al control de la fertilidad, fué establecida en los traba-
jos de Leonard y Col. (12) y Morre y Price (13), quienes mostraron
que el estrdgeno actuaba mediante un mecanismo de retroalimentacidn
inhibitoria sobre la secrecién hipofisiaria de gonadotropina. A par
tir de los trabajos de Pincus y Chang (14), se abrieron nuevas pers-
pectivas en el uso de esteroides hormonales sexuales como anticon-
ceptivos orales.

Inicialmente s6lo se utilizé el estilbestrol, el cual se ad-
ministraba diariamente por varios meses, sin embargo este tratamien
to producia amenorrea, por lo que era frecuentemente confundida con
el embarazo. Esto condujo a Pincus a disefiar un régimen de dosifi-
cacién ciclico, esto es, la hormona se adminsitraba del 5° al 25° -
dia del ciclo menstrual, lo que permitidé tanto el sangrado como 1la
regularizacién de la menstruacién (15). Con este tipo de tratamien
to ciclico, posteriormente se encontrd que con la administracidén de
10 mg de noretinodrel se ofrecia una accidén anticonceptiva eficaz,
aunque frecuentemente se presentaban sangrados intermenstruales, 1lo
cual se resolvidé al administrar este progestidgeno en combinacién con
150 mg de etinilestradiol.



Posteriormente se demostrdé que el estrdgeno era el que inhi-
bia la ovulacidén y esto permitid disminuir la dosis del progestage-
no. Dado a que, se asocidé el tratamiento con estrdgenos con proble
mas cardiovasculares, se redujo la dosis de los mismos. Actualmen-
te se considera que 30 mg de etinilestradiol son suficientes para -
mantener una elevada eficacia anticonceptiva, regulando adecuadamen

te el ciclo menstrual y con un menor riesgo de producir transtornos
cardiovasculares (16).

En 1959 la FDA aprueba el uso de la formulacidén combinada de
noretinodrel mestranol como anticonceptivo oral (17), y a partir de
entonces se han disefiado un gran nimero de formulaciones combinadas
de estrdgeno-progestageno, para ser empleadas con el mismo fin.

2.1.2 FARMACOLOGIA DE LOS ANTICONCEPTIVOS ORALES

Los antioonceptivos orales que se emplean en la clinica son
combinaciones de un estrdégeno con un progestidgeno o bien el proges-
tageno solo.

Los estrdgenos mas utilizados son en su mayoria sintéticos:
el mestranol y algunos derivados del etinil estradiol. El1 mestranol
s6lo posee actividad estrogénica cuando se metaboliza y se transfor
ma en etinil estradiol. Los estrégenos sintéticos,al igual que 1los
naturales, inhiben la ovulacién y tienen accidén farmcoldgica sobre
el tracto genital femenino.

Los progestédgenos que normalmente se utilizan son los deriva
dos de la 19-nortetosterona y los de la 17-hidroxiprogesterona; los
del primer grupo, ademads de su efecto progestacional,poseen una ac-
cién androgénica (18).

En algunos paises se ha disminuido el uso del acetato de clor
madinona y del acetato de medroxiprogesterona, ya que se han asocia
do con tumores de mama en sabuesos. El noretinodrel se metaboliza a
noretindrona para poder ejercer su efecto farmacoldégico, ya que sélo
esta Gltima puede unirse al receptor de la progesterona (18).

La noretindrona y el noretinodrel se metabolizan parcialmen-
te a estrégenos (menos del 0.1%), es posible que estas pequefias can

tidades del estrdégeno formado también posean actividad biolégica -
(16).

En el esquema 1 se muestra la estructura quimica de algunas
hormonas que se emplean como anticonceptivos orales,

Los cambios en la flora microbiana intestinal o las enferme-
dades diarréicas, pueden afectar el grado de absorcidén intestinal -
de estrdégenos y progestinas.
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Esquema 1. Estructura quimica de los anticonceptivos esteroidales
mas comunmente empleados.



Por otro lado, el esteroide que es eliminado en la bilis pue
de ser metabolizado por la flora microbiana intestinal y ser reab-
sorbido, originando una recirculacién enterohepatica, la cual permi
te mantener en la circulacidén concentraciones eficaces de los estré
genos y progestinas (16).

Se cree que el uso de farmacos antimicrobianos, como la ampi

cilina, pueden afectar la reabsorcién del estrdgeno excretado en la
bilis.(18).

Se sabe que algunos farmacos, tales como la rifampicina, 1la
fenitoina y el fenobarbital entre otros, reducen las concentracio-
nes plasmaticas de las hormonas anticonceptivas, por induccién de -
enzimas hepaticas que metabolizan a estas hormonas (18).

2.1.3 MECANISMO DE ACCION DE ANTICONCEPTIVOS ORALES

El mecanismo de accidén de los anticonceptivos orales se pue-
de entender fécilmente, si se comprende la fisiologia del ciclo mens
trual normal. En el esquema 2 se muestra el diagrama tradicional -
del control de la menstruacién. Los eventos se concentran alrede-
dor de la ovulacién, la cual ocurre en el 14° dia (el primer dia es
tad definido como el primer dia de flujo menstrual).

El aumento sérico de las hormonas estimulante de los folicu-
los (FSH) y luteinizante (LH) en la primera fase del ciclo menstrual
(fase folicular), estimulan el crecimiento inicial y el desarrollo
de un foliculo De Graaf en uno de los ovarios, las células de la te
ca interna aumentan su secrecién de 17—£3estradiol, de androstene-
diona y de 174 -hidroxiprogesterona. La secrecidén de estrégeno, -
que va en aumento antes de la ovulacidén, es estimulada por la FSH,
provocédndose al mismo tiempo,una proliferacién de las gléndulas ute
rinas. El1 aumento de LH tiene importancia fundamental para causar
la rotura del foliculo y producir por tanto la ovulacidn.

Después de que se ha presentado la ovulacidén, se empieza a -
formar un cuerpo liteo que secreta grandes cantidades de progestero
na; también se secreta 17-o hidroxiprogesterona y 17 -@estradioL de
tal manera que los niveles de estos tres esteroides permanecen ele-
vados durante la fase luteinica o secretoria del ciclo. La proges-
terona, o su metabolito, el pregnanediol, son los responsables de la
elevacidén postovulatoria de la temperatura basal y el estrdégeno y -
la progesterona combinados provocan la hipertrofia del endometrio y
la actividad secretoria de las glandulas como preparacién para la -
implantacién del 6vulo en caso de que se efectie la fertilizacién.

Una vez que el cuerpo laiteo ha iniciado su regresién, el en-
dometrio secretor hipertrofiado se ve privado, repentinamente de su
apoyo hormonal, las arterias endométricas sufren un espasmo, y el -
epitelio es descamado en la luz del Gtero acompafiado de cierta can-
tidad de sangre (menstruacidén). Otra consecuencia que tiene la re-
gresién del cuerpo liteo es que el hipotadlamo escapa a los efectos
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inhibidores de la progesterona y del estrégeno, de modo que la hipd
fisis empieza a secretar mds FSH y LH como preparacidén para el si-
guiente ciclo (19).

Las formulaciones de anticonceptivos orales que contienen --
cantidades suficientes de estrbgenos y progestinas, actdan suprimien
do a la FSH y LH, inhibiendo el desarrollo folicular, y por tanto -
no se presenta la ovulacién (20).

Otro mecanismo de accidén de los anticonceptivos orales esta
relacionado con la modificacién de las caracteristicas del moco ser
vical inhibiendo la entrada del esperma a la cavidad uterina (16).

También se han reportado cambios en el endometrio o en las con
centraciones de las trompas de Falopio, lo cual puede interferir con la implanta-
cién del 6vulo fertilizado(18). O bien, es posible que los progestéage-
nos coloquen al endometrio fuera de fase con relacién a la ovulacidn,
impidiendo de esta manera la fertilizacién (20).

2.1.4 TIPOS DE ANTICONCEPTIVOS ORALES

Existen principalmente tres tipos de anticonceptivos orales:
a) Combinaciones de estrdégeno-progestégeno.

Estos son administrados diariamente por 20 dias, iniciando en el
quinto dia y completando en el vigésimo cuarto dia del ciclo -

menstrual; siendo el primer dia, cuando se inicia el flujo mens-
trual.

Después de tres o cuatro dias de la Gltima dosis, se produce he-
morrigia por supresién (sangrado menstrual). Cuando este anti-
conceptivo se toma regularmente la efectividad es del 99% (16).

b) Preparaciones secuenciales de estrdgeno y progestégeno.

Estas preparaciones consisten en la administracién del estrdgeno
por 15 dias (desde el quinto dia hasta el décimo noveno dia del
ciclo), seguido de la administracién de una combinacién de estrd
geno y progestageno por cinco dias. El farmaco se interrumpe por
cinco dias, para permitir el sangrado por supresién, y la secuen
cia de administracibén se repite.

El estrdgeno en la primera parte del ciclo inhibe probablemente
la ovulacién. E1 progestigeno se afiade con el fin de estimular

la maduracidén completa y la subsiguiente descamacién del endome-
trio durante el sangrado por supresidn.

En Algunos paises, este tipo de formulacidén ha sido retirado
del mercado, ante la sospecha que existe entre el céancer del en-

dometrio y la administracidén del estrdgeno, sin el progestégeno
(16).
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c) Formulaciones que contienen (nicamente progestégneo.

El progestdgeno se administra dirariamente en dosis pequefias. A
esta formulacidén se le conoce como "minipildora". En condicio-
nes de ensayo clinico, este tipo de formulacién es tan eficaz co
mo la preparacidén combinada.

Los trabajos de Roland (21) han demostrado que con dosis peque-
fias de progestageno, es posible inhibir la migracién del esperma
a la cavidad uterina.

Es importante mencionar otros tipos de anticonceptivos, tales co
mo el anticonceptivo oral que se toma una sbéla vez al mes y en -
el que se administra quinestrol (estrégeno de accién prolongada)
en combinacidén con un progestigeno de accién rapida (16).

También se han administrado dosis elevadas de estrégenos en un -
periodo de dos o tres dias después de un acto sexual no protegi-

do para evitar la eventual implantacidén de un 6vulo fertilizado
(22).

Recientemente se ha reportado que una dosis Unica de D-norges-
trel (el cual es un progestigeno), tres hrs. antes del acto sexual
previene el embarazo (23). Sin embargo el principal efecto secun
dario que presenta es la irregularidad en el ciclo menstrual (gg
neralmente disminuye el periodo del ciclo) (23).

2.1.5 EFECTOS SECUNDARIOS DE LOS ANTICONCEPTIVOS ORALES

Los efectos secundarios que se atribuyen a los anticoncepti-
vos hormonales orales pueden ser benéficos o adversos. Algunos efec

tos que se han observado en preparaciones combinadas (estrégeno-pro
gestina), son (24):

a) Efectos benéficos:

Menstruacidén. Los anticonceptivos orales son benéficos para aque
llas mujeres que presentan ciclos menstruales irregulares, ya que
los ciclos se hacen méds regulares y con frecuencia el flujo mens
trual disminuye. De aqui se haya reportado mejoria en casos de
anemia ferropénica.

Alivio del dolor intermenstrual. Al inhibir la ovulacidén, desa-
parece el dolor que coincide con €sta.

Alivio de la tensidén premenstrual. Se sabe que los anticoncepti
vos orales pueden aliviar algunos de los sintomas de la tensidn
premenstrual.

Libido. Los cambios en la libido son dificiles de evaluar, pero
se han registrado tanto casos de aumento como disminucién. El1 au
mento de la libido se debe probablemente a que no existe el temor
de riesgo de embarazo.
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b)

Inflamacién de la pelvis. En los Gltimos afios se ha encontrado
que las usuarias de anticonceptivos hormonales presentan una dis
minucidén en el riesgo de enfermedad inflamatoria pelviana.

Mejoria del acné. En muchas usuarias, el acné mejora, aunque en
algunas otras puede agravarse o aparecer por primera vez, sobre
todo en aquellas que toman formulaciones de progestéageno sélo.

Artritis reumatoide. En algunos estudios recientes se ha sefiala
do una proteccidén contra la artritis reumatoide.

Neoplasia. Existen evidencias de que la supresién continuada de
la ovulacién puede disminuir el riesgo de céancer ovéarico. Hay in
dicios de que los anticonceptivos orales tienen cierto efecto -
protector contra la aparicién de tumores benignos de mama.

Efectos adversos (24):

La mayoria de los sintomas asociados frecuentemente con los anti
conceptivos orales son semejantes a los encontrados en las muje-
res antes de tomar éstos y durante el embarazo. Los efectos ad-
versos mds frecuentes que se presentan con la administracidén de
anticonceptivos combinados son:

Cefalea, jaqueca. Cierta proporcién de mujeres pueden sufrir fuer
tes dolores de cabeza, sobre todo cuando comienzan a tomar anti-
conceptivos.

Secrecidén vaginal. En algunas mujeres puede producirse leucorrea
y en algunas ocasiones aparece 6 se agrava la candidiasis vaginal.

Infecciones del tracto urinario. Algunos reportes demues-

tran la presencia de infecciones del tracto urinario entre las -
usuarias de anticonceptivos orales.

Aumento de peso. En muchas mujeres se observa un aumento de peso

que suele ser menor a 2 kg y se produce dentro de los seis prime
ros meses de tratamiento.

Transtornos hemorragicos. En una minoria de mujeres se presenta
sangrado extemporédneo intermenstrual o aparacidén de manchas san-
guineas junto con la administracidn de anticonceptivos orales, -
sobre todo en los primeros ciclos de tratamiento.

Otros sintomas diversos son: Dolor de las mamas, depresidén, ecze
ma, caida del cabello, gingivitis, sensibilidad a la luz, urtica
ria, cloasma.

Los efectos adversos graves que se presentan entre las usuarias
de estos farmacos son raros y poco frecuentes, algunos de éstos
son (24):

12



Efectos cardiovasculares. Se ha observado que con el uso pro-
longado de anticonceptivos orales se produce un aumento (pequg
flo pero significativo) en la presidén sanguinea sistdlica y -
diast6lica. Este aumento tiende a ser reversible al interrum-
pirse el tratamiento.

Existe la posibilidad de riesgo de complicaciones tromboembdli
cas, los factores que inciden sobre este tipo de complicacio-
nes son la edad, el consumo de cigarrillos y la duracién del -
uso de los anticonceptivos.

Los anticonceptivos orales, estdn asociados también con los cam
bios en las concentraciones séricas de lipidos, lo que conduce
a un riesgo mayor de enfermedades cardiovasculares.

Cancer. El1 namero de casos que reportan una relacidén entre el
uso de anticonceptivos orales y cancer es muy pequefio. Por 1lo
que no existen evidencias lo suficientemente fundamentadas pa-
ra establecer que el riesgo de cancer estid incrementado por el
uso de anticonceptivos orales.

Otros sintomas poco frecuentes atribuidos al uso de anticoncep
tivos orales son:

Alteracién del metabolismo de glucosa, aumento en las proteinas
plasmaticas, transtornos hepaticos, disminucidén de los indica-
dores bioquimicos de las concentraciones sanguineas de las vi-
taminas, fecundidad ulterior, amenorrea postratamientoy ligera
disminucidén en la produccidén lactea (24).
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2.2 GENERALIDADES SOBRE NORETINDRONA.

2.2.1 ANTECEDENTES

Una vez que se hubo demostrado que las hormonas sexuales
con actividad progestégena o estrogénica inhibia la ovulacién,
se realizaron una serie de sintesis quimicas con el fin de encon
trar compuestos andlogos con mayor actividad biolégica (25-29).

Usando la metodologia quimica desarrollada en la sintesis
de 19-norprogesterona, Djerassi en 1951 (30), logrd sintetizar la
19 - nor - 17 - etiniltestosterona, conocida genéricamente como
noretisterona o noretindrona (NET).

Las ‘primeras evaluaciones de la noretindron a en animales,
mostraron que era un progestageno mucho mas activo por via oral,
que los esteroides conocidos en ese tiempo; también se demostrd
su alta capacidad para inhibir la ovulacién (31):

Posteriormente los trabajos de Hertz y Colab. (32),
Jadryevic y Colab. (33), Pincus y Colab. (34), Saunders y Colab.
(35) y McGinty y Djerassi (36) confirmaron la potencia de la No-
retindrona. E1 Dr. Tyler (37) presentd los primeros resultados
clinicos de noretindrona para el tratamiento de desérdenes mens-
truales y problemas de fertilidad.

Consecuentemente los estudios clinicos de Greenblatt (38)
Rock y Colab. (39), Tyler y Colab (4) y Goldzieher y Colab. (41)
mostraron que la Noretindrona (NET) proveia una inhibicién efec-

tiva de la ovulacidén y era un regulador confiable de la menstrua
cibn.

Pincus (34) y Rock (39), de sus estudios clinicos, conclu
yeron que la Noretindrona era un posible candidato para ser em-
pleado como anticonceptivo oral en mujeres. En los primeros es-
tudios con NET, se observé que esta presentaba una ligera activi
dad estrogénica (42), ello se debid a que las preparaciones con-
tenian una contaminacidn con pequefias cantidades de un estrégeno
activo por via oral. Posteriormente la técnica para obtener NET
fué mejorada, eliminando las impurezas del estrdégeno, por lo que
la actividad estrogénica no se observd mas.

Dado que la administracién de NET sola ocasionaba aumento
en el sangrado intermenstrual, se propuso administrar esta pro-
gestina en combinacién con un estrdégeno activo oralmente como el
mestranol (41). Se sabe que la progestina y el estrégeno actian
de forma sinérgica en la inhibicién de la ovulacién, sin embargo
la primera sigue siendo considerada como el principal componente
de los anticonceptivos orales.

Los primeros estudios clinicos que emplearon una combina-
cidén de Noretindrona-mestranol para el tratamiento de desordenes
menstruales y como anticonceptivo oral, fueron reportados en 1962
por Goldzieher y Colab. (41) (6232 ciclos estudiados) y Rice-Wray
y Colab. (43) (6062 ciclos de tratamiento).
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En 1957 la FDA prueba emplear la combinacién de Noretin-
drona-mestranol en el tratamiento de desordenes menstruales y en
la regulacidén menstrual. MAas tarde, en 1962 se acepta el uso de
esa combinacién como anticonceptivo oral. Actualmente la Nore-
tindrona es el esteroide anticonceptivo més utilizado mundialmen
te, tanto sola como combinada con un estrdgeno.
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2.2.2 CARACTERISTICAS GENERALES Y PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LA
NORETINDRONA.

Nombre quimico y sinénimos de NET (45)

17-hidroxy-19-Norpregn-4-en-20-yn-3-one
19-norethisterone
Norpregneninolona

Noretisterona

Nombres comerciales maAs comines (44)

(NmEgl; s Esfﬁg?ENo NOMBRE COMERCIAL
1 0.05 Anovlar 21

1 0.02 Norace-1

2 0.02 Norace

1 0.5 Norinyl-1

0.5 0.1 Ortho-Novum

1 0.08 Ortho-Novum

1 0.035 Ortho-Novum 1/35

Férmula condensada (44, 45).

CZOH2602

Férmula desarrollada (44, 45).

OH
CHs wnCsCH
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Peso molecular (45).

298.42

Descripcidén (44).

Polvo cristalino, blanco o blanco-cremoso,

inodoro, con ligero sabor amargo.

Solubilidad (44).

Practicamente insoluble en agua, soluble 1 en 150

de alcohol, 1 en 90 de acetona, 1 en 30 de cloroformo,

1l en 5 de piridina, soluble en dioxano y ligeramente

soluble en eter.

Punto de fusién (45).

Entre 202° y 208°

Pruebas de identificacién (44, 45).

a)

b)

El espectro de absorcidn en infrarojo en una soluciédn
al 7% de cloroformo, determinada en una celda de 0.1 mm,
muestra una absorbancia maxima similar a lo que presenta

el patrén de referencia USP de noretindrona R.S.

El espectro de absorcién ultravioleta de noretindrona en

etanol exhibe un méximo a 240 nm (log € 4.24).

Pruebas de pureza (44, 45).

a)

b)

Contenido: contiene no menos del 97% y no mas del 102 %

de 020H2602 calculado en base seca.

Rotacidén especifica: entre -30° y - 38°, determinada en

una solucién de dioxano conteniendo 200 mg en cada 10 ml.



2.2.3 MECANISMO DE ACCION

El mecanismo de accidén de la noretindrona cuando se d& sin el
estrbégeno estd relacionado con la dosis administrada (46).

Nygren y Colab. (47) encontraron una eficiencia de anticoncep
cién muy limitada en un estudio en el cual administraron dosis dia-
rias de 100 mg de NET en los dias 21° y 22° del ciclo menstrual a un

grupo de mujeres y 50 mg diarios de NET del 19° al 22° dia del ciclo
menstrual a otro.

En un segundo trabajo Nygren (48) encontré una mejor eficien-
cia administrando 10 mg 6 25 mg de NET diariamente del 15° al 22° dia
del ciclo menstrual. Posteriormente reporté que al administrar 11 mg
de NET del 8° al 15° dia, o bien del 15° al 22° dia del ciclo mens-
trual no hubo inhibicién de la ovulacién, en el siguiente ciclo (49),
por lo que la administracién preovulatoria de NET no causdé necesaria
mente una inhibicién total de la maduracién del foliculo durante el
tratamiento, y la eficiencia de anticoncepcibén, bajo éste régimen de
dosificacién, estuvo regida por otro tipo de mecanismo diferente al
de la inhibicidén de la ovulaciédn.

Los reportes de Larsson (50), han demostrado que al adminis-
trar 0.5 mg de NET diariamente por via oral, a partir del ler. dia -
del ciclo menstrual, si hay inhibicién de la ovulacibén, mientras que
0.3 mg por dia no tienen un efecto anovulatorio en la mayoria de las
mujeres en tratamiento (51).

Landgren y Colab. (52), describieron cuatro tipos diferentes
de reaccidén ovarica al administrar 0.3 mg de NET diariamente, en un
ciclo menstrual. De la poblacidén estudiada, el 16% no presentaron -
ni actividad folicular ni luteal, ya que las concentraciones de es-
tradiol y progesterona fueron minimas; 23% presentaron actividad fo-
licular pero no luteal; 21% tuvieron una actividad folicular normal,
pero una insuficiente actividad luteal y el 40% exhibid perfiles de
estradiol y progesterona iguales al ciclo menstrual de una mujer sin

tratamiento, por lo que éste Gltimo grupo presenté actividad tanto -
folicular como luteal.

Por lo tanto, hubo un perfil anormal de estradiol asociado -
con una ligera o nula actividad luteal en un 39% de la poblacidén es-
tudiada, un perfil normal de estradiol acompafiado con una insuficien
te funcién luteal en el 21% de la poblacidén y ademés en un 40% se ob
servo un perfil de ovulacidén normal. Debido a que la tasa de embara
zo con el mismo régimen de dosificacidén (0.3 mg de NET) en mujeres -
Suizas estéd reportado de ser del 1.4% (eficiencia de anticoncepcidn
igual al 98.6%) (56), se pensd que para poder mantener una eficiencia
de anticoncepcién relativamente alta (98.6%), la NET actia por un me
canismo diferente al de la inhibicién de la ovulacién.

Otros estudios que emplearon 0.35 mg de NET encontraron una
tasa de embarazo entre el 1.3 y 2.5% {(54-56), mientras que cuando se

administraron 0.3 mg del acetato de noretindrona ésta fué del 2% -
(57).
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Los mecanismos extraovaricos, por los cuales se ha tratado de
explicar el mecanismo de accidén de NET al ser administrada diariamen
te en dosis pequefias (0.35 mg) son: 1) la modificacién de 1la composi
cién del moco cervical (lo hace grueso y escaso), inhibiendo de esta
forma la penetracidén de esperma en la cavidad uterina. 2) alteracio-
nes en la histologia endometrial, la cual puede interferir con la im
plantacién y por lo tanto, no ocurre fertilizacién, 3) inhibicidn de

la movilidad tubarica, impidiendo por tanto el transporte del esper-
ma del 6vulo a la cavidad uterina (58-61).

En cambio, cuando la Noretindrona es administrada diariamente
a dosis mayores (0.400 - 5 mg),.su -mecanismo de accidén se lleva a ca-
bo suprimiendo la sintesis de LH y FSH (46) (ver mecanismo de accidn
de anticonceptivos orales (pp 8).

2.2.4 EFECTOS SECUNDARIOS

La administracién de Noretindrona sola (asi como también de -
otras progestinas), como anticonceptivo oral ha sido asociada con di
versos cambios metabdlicos y efectos benéficos y adversos. A conti-
nuacibén, se revisarén los efectos secundarios mAs estudiados:

a) Efectos cardiovasculares.

No se ha encontrado una asociacién directa entre la administracidn
diaria de NET sola y un aumento en el riesgo de enfermedades vas-
culares (62-64). Sin embargo, en las preparaciones combinadas, -
se ha encontrado una asociacién entre la progestina y enfermedades
tromboembélicas venosas, pero no cerebrales ni coronarias (65).

b) Cambios hematoldgicos.

Los reportes en la literatura indican una disminucidén en la anti-
trombina III (66) y en la actividad fibrinolitica (67), asi como
un aumento en los factores VIII y IX y una disminucién en el V (67)
cuando es administrada NET sola. También se ha observado un aumen
to en la agregacidén de plaquetas, aunque éste no es tan grande co

mo el producido en las preparaciones combinadas estrégeno-proges-
tina (68).

A diferencia de las preparaciones combinadas, los anticonceptivos
que contienen exclusivamente NET no incrementan la concentracién
de proteinas plasmaticas, tales como globulinas que fijan tiroxi-

na (69) o globulinas que fijan cortisol y globulinas que unen hor
monas sexuales (70).

c) Tolerancia a la glucosa.

Cuando la Noretindrona es administrada en dosis bajas no produce

cambios en la prueba de tolerancia a la glucosa (71). Existe un
reporte en el cual, se encontraron incrementados los valores de -
insulina en pacientes que habian presentado valores normales en -
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d)

e)

f)

g)

h)

la prueba de tolerancia a la glucosa (72). Este tipo de efectos
desaparece al interrumpirse el tratamiento. No se ha encontrado
atn, que este tipo de modificaciones estén relacionadas con la -
diabetes. Los anticonceptivos orales estén contraindicados en ca
sos de diabetes de tipo juvenil con enfermedad cardiovascular y -
otras complicaciones vasculares. Sin embargo, mujeres con diabe-
tes estable y controlada pueden tomar anticonceptivos orales bajo
estrecha vigilancia médica (73).

Metabolismo de lipidos.

No se han demostrado cambios en la concentracién de triglicéridos
en suero o colesterol en usuarias de anticonceptivos orales que -
contienen Noretindrona como Gnico principio activo (74).

Hipertensidn.

No se ha asociado el desarrollo de hipertensidén con la administra
cién de NET sin el estrdgeno.

Embarazos actébépicos.

Estos puede producirse mas frecuentemente en mujeres que toman la

Noretindrona sola, que en las usuarias de preparaciones mixtas - -
(16).

Lactacidn.

Los anticonceptivos orales preparados a base de progestinas se re
comiendan principalmente a las madres en fase de lactancia (75),
ya que éstas no alteran los componentes de la leche materna (76)
y ademéas dado que la dosis es pequefia, es poco probable que si és
ta fuese transferida al infante a través de la leche materna, pro
voque dafios en el nifio (77).

Cuando la noretindrona se adminsitra en dosis bajas, tampoco se -
presentan efectos adversos sobre la duracién de la lactancia y es
bien tolerada por las madres (78).

Sangrado intermenstrual.

Los anticonceptivos orales preparados a base de progestinas, estan
asociados frecuentemente con un sangrado intermenstrual (64).

Después de la administracidén diaria de 0.3 mg de Noretindrona du-
rante un ciclo menstrual, se observé en el 50% de la poblacidén es
tudiada sangrado intermenstrual, manchado, reduccidén en el nGmero
de glandulas endometriales, disminucién en el didmetro glandular,
reduccién en la cantidad de polinucledétidos y ac. desoxiribonucléi
co; por lo que independientemente de su efecto sobre la funcidén -
ovadrica, la Noretindrona induce cambios caracteristicos en la fi-
siologia del endometrio, los cuales pueden representar un factor

importante para la presencia de sangrado intermenstrual y manchado
(79).
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i) Neoplasia.

Los trabajos de Vessey y Colab. (80) han demostrado una correla-
cién positiva entre la incidencia del carcinoma in situ y el

de Andolsek y Colab. (81) quienes no encontraron una asociacidn

entre la incidencia de lesiones premalignas y malignas en el cer
vix con respecto a la duracidén del tratamiento.

Existen evidencias de que mujeres con nivel socioecondémico bajo
tienden a desarrollar cancer cervical mas tempranamente y con ma
yor frecuencia que mujeres con nivel socioeconémico alto (82,83).

La actividad sexual, parlicularmente a temprana edad y la fre -
cuencia de las relaciones sexuales, son factores importantes,
los cuales pueden incrementar considerablemente el riesgo de de
sarrollo del carcinoma cervical (83). Existen pruebas fundamenta
das de que no hay asociacidén directa entre el uso de Noretindro-
na sola como anticonceptivo oral y el cancer de mama, el adenoma
hipofisiario y la hiperplasia modular focal entre otros (84).

j) Acné.

Se dice que el acné mejora en muchas usuarias de los anticoncep-
tivos orales, aunque en algunos casos se agrava o aparece por pri

mera vez, sobre todo en mujeres que toman los preparados a base
de noretindrona (16).

2.2.5 FARMACOCINETICA.
2.2.5 a) ABSORCION.

Algunos estudios de Noretindrona en ratas han demostrado que
su absorcidén se lleva a cabo ripidamente en el intestino delgado
(85). Después de 5 minutos, solamente puede encontrarse en el lumen
un 17% de la dosis administrada y después de 1 hora, sé6lo un 10%
aproximadamente (86).

En los perros Beagle, cuando se administré una dosis de 0.250
mg/kg de peso de NET, ésta se absorbidé répida y completamente (87).
El tiempo para alcanzar la méixima concentracidén en plasma, después
de 12 administracidén oral de 1 mg/kg de NET fué de 1.5 hrs., lo
cual sugiridé que la velocidad de absorcidén fué tan répida como la
observada en ratas (88).

En el mono Africano también se ha reportado que NET se absorbe

rdpida y completamente después de la administracién oral de una do-
sis entre 0.0035 a .35 mg/kg (87). De igual forma en el mono Rhesus se
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absorbe completamente, después de administrar una dosis de 2 mg/kg.
La vida media de absorcién fué de 0.3 hrs. y la concentracién plasméi

tica médxima de NET fué de 36 ng/ml, la cual se alcanzd después de 1
hora (87).

De igual forma, en el hombre, la Noretindrona se absorbe com-
pletamnente, a través del intestino delgado, alcanzando una concen-
tracidén maxima en plasma a las dos horas después de la administracién
de una dosis uUnica (89).

2.2.5 b) DISTRIBUCION

Después de la administracidén intravenosa de Noretindrona mar-
cada radiactivamente con tritio en ratas, se cuantificd su concentracién en di-
ferentes 6rganos, encontrando que las cantidades de NET en higado y -
rifién disminuyeron rédpidamente, mientras que después de 4 horas de -
la adminsitracidén de la hormona esteroide, alin se detectaron concen-
traciones importantes en Gtero, sangre, cerebelo, hipotdlamo e hipé-
fisis. A pesar de ello, estos resultados no fueron indicativos de
que la Noretindrona se acumule en areas especificas, o que la elimi-
nacidén a partir de estos Organos se vea retardada (90). Este estudio
se vid reforzado por trabajos posteriores (87), en donde ademis se -
demostrdé que la Noretindrona es capaz de pasar la barrera placenta-
sangre al encontrarse concentraciones considerables de esta hormona
y algunos de sus metabolitos en el feto de rata y mono Rhesus (87).

Se ha demostrado que la Noretindrona se une a proteinas plas-
maticas (91, 92). Existen evidencias de que la alblGmina tiene una -
baja afinidad por NET (93), mientras que la globulina que une hormo-
nas sexuales (SHBG) posee una alta afinidad (92).

Otros estudios han evidenciado que existe una correlacién en-
tre la concentracidén total y la fraccidén unida de Noretindrona a SHEG,
demostrando que al incrementarse la concentracidén plasmatica de NET,
el grado de unidén aumenta (89, 94).

2.2.5 c) METABOLISMO

Mahesh y Colab. (95) realizaron un estudio en voluntarias sa-
nas en el cual administraron oralmente 2.5 mg de Noretindrona a las
8:00 pm. y a las 6:00 am., seguidos de una adminsitracidén intraveno-
sa de 5.5 Ci 3H—9, 11-NET, para determinar el tiempo de vida media
plasmaticd y la depuracién metabélica (MCR) de esta hormona esteroi-
de (95).

El valor promedio de depuracidén metabolica fué de 531 * 56.8
1 /dia, el cual después de 7 meses de tratamiento (administracidén -
diaria de NET del 5° al 24° dia de cada ciclo menstrual), se incre-
mentd a 732 * 125 1t/dia. Este aumento en el valor de depuracidn se
debidé posiblemente a un incremento en el metabolismo de la Noretindro
na probablemente por la induccién de enzimas ya sea del higado o de
cualquier otro tejido (96).



A pesar de que la depuracién de NET fué rapida, la radioacti-
vidad permanecié por tiempos prolongados (97). Esta persistencia de
la radioactividad se debié probablemente a la presencia de metaboli-
tos de este esteroide. Para conocer la vida media de estos metaboli
tos, se administraron 10.1 Ci de 3H—Noretindrona por via intraveno
sa a voluntarias sanas, y 42 tomaron muestras plasmaticas a diferen-
tes intervalos de tiempo, encontridndose que el tiempo de vida media
de los metabolitos de NET en sangre varié de 42 a 83 hrs.

Dado a que NET se administra por via oral se realizé otro es-
tudio en el cual se les administrd a las voluntarias una céapsula de
gelatina conteniendo 10.23 Ci de 3H-NET determindndose el tiempo de
vida media y la excrecidén ‘urinaria de los metabolitos. Los resulta
dos obtenidos fueron muy similares a los encontrados después de la -
administracidén intravenosa. Después de 5 dias de iniciado el estudio,
se habia excretado por la orina el 48.9% de la dosis administrada (95).

Los estudios antes mencionados, hacian cada vez més evidente
la existencia de metabolitos de Noretindrona. Para la caracteriza-
cién y cuantificacidén de estos metabolitos en orina, se realizd un -
estudio en el cual se administraron oralmente 25 mg de Noretindrona,
diarimente por 4 dias, a voluntarias sanas; colectiandose muestras u-
rinarias en intervalos de tiempo preestablecidos.

Los metabolitos que se identificaron por espectrofotometria -
de masas y cromatografia de gases fueron: cuatro con el anillo A re-
ducido (3, 5XNET; 3, 5@NET y 3@ , So{NET), uno con el anillo
A reducido y un grupo hidroxilo adicional (5 @NET), el etinil estra-
diol y la misma Noretindrona (95, 96, 98). En el esquema 3 se muestra
la estructura quimica de estos compuestos.

El 3 A&, 5(5NET y el 3, 5 NET fueron los metabolitos que se
encontraron en orina en mayor y menor proporcidn respectivamente (99).

Para la identificacidén en plasma de estos metabolitos, se les
administré oralmente 2.5 mg de NET diariamente por 6 dias a un grupo
de voluntarias sanas y a otro grupo 2 mg de NET y 0.1 mg de mestranol,
diariamente del 5° al 24° dia del ciclo menstrual, por cuatro ciclos
consecutivos, tomadndose muestras plasmadticas a diferentes intervalos
de tiempo.

Después del tratamiento agudo, se encontraron los metabolitos
3, 5<NET; 3~, 58 NET y NET en forma libre, de sulfato y de gluco
rénido; el 38, 5@NET en forma libre y de sulfato y el SPNET sbélo
en forma libre.

El isbémero 3d, SANET en forma de sulfato fué el metabolito
predominante en sangre en los primeros dias del tratamiento, mientras
que el 3, 5@ NET los fué en los Gltimos dias.

Los compuestos 3 &, 5@ NET en forma de sulfato presentaron re
circulacidén enterohepéatica.
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Con respecto al tratamiento crénico, los metabolitos que po-
seen el anillo A reducido fueron encontrados principalmente en .forma
de sulfato, mientras que NET inalterado y pequefias cantidades del -
53 NET fueron encontrados en forma libre.

Los glucurénidos de los metabolitos 3A, 53 NET y 3, SANET

presentaron el mismo perfil cinético que los que se encontraban en -
forma de sulfato (97, 99).

En este estudio no se demostrd una acumulacidén de los metabo-
litos de NET en sangre, después de un tratamiento largo, a pesar de

que ya se habia reportado un tiempo de vida media largo para e€stos -
(42 a 83 hrs.) (95).

En los Gltimos afios se han iniciado una serie de estudios pa-
ra determinar si los metabolitos de NET poseen actividad de anticon-

cepcidén y en caso que la presenten, cudl es su mecanismo de accidén -
(100).

De los primeros estudios realizados en ratas ovarectomizadas,
existen evidencias de que el metabolito 5ANET inhibe o.la LH y FSH
via receptores de los andrégenos y el 38 y, DANET inhibe a la FSH via
receptores de los estrdgenos, observidndose ademéds que estos metaboli

tos tienen una actividad anovulatoria mas potente que la misma NET y
que el 3\, S5ANET (100).

2.2.5 d) EXCRECION.

Las especies en las cuales se ha estudiado la excrecidn de la
Noretindrona son la rata, el perro, el mono africano y el hombre.

Con respecto a la rata se ha demostrado que mas del 90% de la
dosis adminis trada por via oral se elimina en un periodo de 24 hrs.
después de la administracidén del esteroide. El1 76% de la dosis eli-
minada, se excreta por heces y el 24% por orina, después de un perio
do de 7 dias (101). Después de 2 horas de una adminis tracién duode-
nal en la rata, el 65% de la dosis se excreta por via biliar y des-
pués de 24 horas de la administracidén intravenosa de 50-150 mg/kg de
NET, se elimina en heces y orina el 88% de la dosis en la misma pro-
porcidén que la administracién oral, con un tiempo de vida media de -
excrecidén biliar de 0.7 hrs. (101).

En el perro, el tiempo de vida media de eliminacidén es de 12.2
hrs. Después de 7 dias de la administracidén oral de la Noretindrona,
el 55% de la dosis ha sido eliminada en orina y el 43% en heces (87).

En el caso del mono Africano, se ha reportado que después de
7 dias, el 58% de la dosis dada,administrada por via oral, se elimi-
na por la orina y el 40% por heces, (87), estos resultados no concuer
dan con otros reportes que indican que el tiempo de vida media de ex
crecidén de NET es de 2.3 dias en esta especie animal (87).
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En diversos estudios en perros se ha encontrado que después
de la administracién oral de NET algunos de sus metabolitos se eli
minan por heces en pequefias cantidades (10%) (96).

Al administrar 10.23 u Ci de 3H—NET a mujeres, se encontré
que del 37% al 80.6% de la dosis administrada se excretdé por orina
como farmaco inalterado (95, 98).

Se ha demostrado ademads que algunos metabolitos de NET son
eliminados por orina (95).

Tanto en el hombre como en los animales, la Noretindrona
también se excreta por bilis, principalmente conjugada con glucuré
nido o sulfato (102,104). Estos conjugados, cuando alcanzan el lu-
men intestinal, son hidrolizados por las enzimas de la flora bacte
riana intestinal liberando el esteroide original, el cual puede en
tonces ser reabsorbido a la circulacidén general y ser conjugado -
nuevamente para su excrecidén, completando de esta manera el ciclo
de la recirculacidén enterohepéatica. El1 tratamiento con antibiéti-
cos orales modifica la flora bacteriana intestinal, interrumpiendo
la recirculacién enterohepatica del esteroide por interferencia
con el proceso hidrolitico, provocando por lo tanto una disminucién
en la reabsorcién, un aumento en la excrecidn por heces y una dis-
minucidn en la concentracidén plasmdtica de la hormona, lo que con-
duce a una disminucidén en la eficiencia de anticoncepcién (102).

2.2.5 e) BIODISPONIBILIDAD.

La biodisponibilidad de NET, después de una administracién
oral es incompleta en especies tales como la rata, el perro beagle
y el mono rhesus. La biodisponibilidad absoluta en estas especies
es del 31% en la rata, del 44% en el perro y del 17% en el mono -
(88). Estudios con conejos también han demostrado una baja biodis
ponibilidad (50%) después de una administracién oral (105). Esto
se debe a que el sistema microsomal hepatico de estas especies tie
ne una alta capacidad para reducir el anillo A de la Noretindrona
(106) por lo que la cantidad de farmaco biodisponible es menor.

En humanos también se demostré que la Noretindrona sufre el
efecto del primer paso, ya que su biodisponibilidad después de la
administracién oral fué incompleta (107). Se ha reportado que esta

hormona sexual en mujeres tiene una biodisponibilidad absoluta del
64% (107).

En ratas, el 4rea bajé la curva después de la administracién
de NET por la vena portal hepadtica, fué del 32% con respecto al
drea bajo la curva de una administracién intravenosa, mientras que
por via oral fué solo del 13% con respecto a la via intravenosa,
por lo que estos resultados evidencian que la Noretindrona también
puede metabolizarse en la pared intestinal (108).
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El intestino normalmente estd expuesto a un gran nimero de -
agentes exdégenos, los cuales pueden alterar su capacidad para meta-
bolizar compuestos, por lo tanto, el efecto de farmacos que se admi
nistran por tiempos prolongados puede ser de importancia considera-
ble sobre su metabolismo en la pared gastrointestinal.

Se ha demostrado por ejemplo, que la vitamina C puede afectar
la disposicidén de anticonceptivos esteroidales, ya que ésta compite
con la hormona esteroide en la conjugacién, permitiendo por tanto el
incremento en la biodisponibilidad de NET (la vitamina C al igual -
que las hormonas esteroides se conjugan en el intestino formando com
puestos sulfatados o glucorénidos) (109).

La capacidad de metabolismo tanto en la pared intestinal como
en el higado, es por lo tanto de gran importancia para la cantidad

de NET que llega al plasma y por ende de su eficiencia de anticoncep-
ciodn.

Se ha sugerido, que se puede obtener una liberacidén sostenida
de las hormonas esteroides cuando éstas son suspendidas en medios -
oleosos y administrados en forma de céipsulas (110, 111).

Para el caso de la Noretindrona, se demostré que cuando ésta
se suspendidé en polietilenglicol 400 y se encapsuld, la cantidad ab
sorbida se incrementd, con respecto a las formulaciones convenciona
les (tabletas) (112). Este aumento en la biodisponibilidad pudo de
berse a que la hormona esteroide suspendida en el medio oleoso se -
absorbié por via linféatica, impidiendo de esta manera el efecto de
primer paso (112). Por lo anterior se sugirié que este tipo de for
mulaciones pudieran ser Gtiles para mantener una mejor eficiencia -
de anticoncepcidén que las tabletas.

Para medir la eficiencia de anticoncepcidén de las cépsulas de
Noretindrona suspendida en polietilenglicol 400, se les administré a
un grupo de voluntarias sanas una cépsula diaria, conteniendo 0.5 mg
de NET por un ciclo menstrual.

Se tomaron muestras plasmaticas a lo largo del tratamiento y
se cuantificé FSH, LH, progesterona, estradiol, tomdndose ademas -
muestras de moco cervical. Los resultados demostraron que en -este
tipo de formulacidén la NET no inhibidé la ovulacidén, sin embargo los
cambios observados en el moco cervical sugirieron que el efecto de
anticoncepcién se llevdé a cabo dominantemente sobre éste (113). La
incapacidad de las céapsulas de proveer niveles plasmaticos adecuados
para suprimir la ovulacidén, pudo deberse a la inestabilidad de esta
hormona en el polietilenglicol 400. .

Estos resultados no concuerdan con los trabajos de otros au-
tores, quienes, han reportado que se tienen concentraciones terapeu
ticas en plasma por periodos més prolongados de tiempo, cuando este
esteroide es administrado en forma de céipsula que de tableta (108).
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2.2.5 f) INTERACCION DE LA NORETINDRONA CON FARMACOS.

Este efecto es de gran importancia, debido a que la interaccio

nar las hormonas sexuales con algunos farmacos se disminuye su efi-
ciencia de anticoncepcién, produciendo ademds cambios en su farmaco-
cinética o farmacodinamia.

Existen en la literatura, reportes de tres grupos de farmacos

que interaccionan con la Noretindrona:

a)

b)

Antituberculosos.

Se estudidé la farmacocinética de la noretindrona en un grupo de -
mujeres a las cuales se administr6 el farmaco solo y posteriormen
te con rifampicina.

Durante el primer ciclo menstrual del estudio se les administrdé -
diaria mente un mg de NET y en las subsiguientes cinco semanas, ade-

mas de la hormona sexual, se les didé un tratamiento con rifampici
na (114). '

Los resultados demostraron una disminucién significativa en el va

lor del 4area bajo la curva (ABC) y en el tiempo de vida media de

eliminacién (t % elim) de la'noretindrona durante el tratamiento
con rifampicina. La disminucién del ABC, varid entre 4.2% y 69.4%,
mientras que el t % elim entre 27% y 78%, como consecuencia, la -

concentracién total de NET circulante, en plasma se redujo, de 12.3
a 2.3 ng/ml.

Ademas hubo un incremento del 70% en la depuracidén de la rifampi-
cina, del 245% en la velocidad de excrecidn del 6 hidroxicorti-
sol y del 64% en la actividad de la ¥-glutamiltranspeptidasa.

Estos resultados corroboran la hipb6tesis de que la rifampicina es
un agente antituberculoso potente, que induce a las enzimas hepa-
ticas, que metabolizan a los anticonceptivos esteroidales, aumen-
tando el metabolismo de NET y disminuyendo por ende la eficiencia

*'de anticoncepcidén al disminuir la concentracidén plasmatica de la

misma (102).
Anticonvulsivos.

Se ha reportado sangrado intermenstrual y embarazos ocasionales -
en mujeres epilepticas, que estan bajo tratamiento continuo con -
farmacos anticonvulsivantes y anticonceptivos esteroidales (115).

Los farmacos de este grupo, a los cuales se les ha demostrado es-
te efecto son la fenitoina, el fenobarbital, la pirimidona y la -
carbamazepina (116, 117).

En un estudio en el que se administré simultédneamente fenitoina y
Noretindrona a un grupo de mujeres epilépticas, se observd que la
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c)

concentracién plasmatica de NET se disminuia en un 70% en la rela

cién a un grupo control, que habia sido tratado Gnicamente con No
retindrona (118).

La disminucién de la biodisponibilidad de NET durante el tratamien
to con fenitoina,se reflejdé en una disminucién en la concentracién
plasmatica méxima alcanzada y las concentraciones bajas en plas-
ma, a través del tiempo de estudio. Estas diferencias pueden ser
debidas a una induccién del sistema microsomal hepético, aceleran
do por tanto el metabolismo de NET (119).

En otros estudios también se ha encontrado este efecto, con feno-

barbital (119) y otros fArmacos anticonvulsivantes en mujeres epi
lépticas (120, 121).

En el mono Rhesus, se demostrd una diferencia en la biodisponibi-
lidad de NET con y sin tratamiento de fenitoina. La cantidad de
hormona esteroide biodisponible fué menor en presencia del farma-
co antiepiléptico. Esto debido, también a la induccidén de enzimas
hepadticas que metabolizan a NET (122).

En el caso de la rata y el conejo se ha demostrado que el fenobar
bital incrementa el metabolismo de la Noretindrona, tanto en la pa
red intestinal, como en el higado (105).

Antibidticos.

La interaccién que existe entre la Noretindrona y los antibidticos
es quizas la més importante y discutida, ya que muchas mujeres que
toman anticonceptivos esteroidales reciben ain en pequefios perio-
dos, tratamientos con antibidéticos por enfermedades comines.

Se ha reportado que mujeres que estdn tomando Noretindrona, se em
barazan al tomar antibiéticos (120, 123, 124).

En el estudio clinico en el cual se estudidé el perfil cinético de
la Noretindrona durante dos ciclos menstruales, en uno de los cua
les se administr6 también ampicilina en dosis de 250 mg, tres ve-
ces al dia del primero al 16° dia del ciclo menstrual, no se obser
varon modificaciones en los niveles séricos de NET y los ciclos -
ovulatorios prevalecieron, por lo que se concluyd que la ampicili
na no tuvo ningin efecto sobre el tratamiento de éste anticoncep-
tivo oral. Sin embargo, es posible que durante los dieciseis
dias de tratamiento con el antibibético, las bacterias hubiesen de
sarrollado resistencia a la ampicilina y por lo tanto no se obser
vara efecto sobre la recirculacién enterohepatica de NET (109).

Existen estudios farmacolégicos, que apoyan la interaccién de an-
tibidticos como la neomicina, la tetraciclina, las sulfonamidas,
el metronidazol y las cefalosporinas con la Noretindrona (102).

Sin embargo, otros trabajos presentan evidencias de una pobre o -
nula interaccién (125, 126).
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Algunos estudios en ratas indican que la ampicilina, la neomi
cina y las cefalosporinas, disminuyen la excrecidén biliar de la Nore
tindrona, encontrando una buena correlacién entre la supresién de la
recirculacién enterohepatica del esteroide y los cambios en la flora
intestinal (127).

Cuando se administré rifampicina durante 24 hrs., ésta re-
dujo la excrecidn biliar de la Noretindrona, no asi cuando fué admi-
nistrada por cuatro dias consecutivos, lo cual se debidé a que algu-
nas bacterias de la flora intestinal (particularmente las aerdbicas),
son resistentes a este antibiético (127).

2.2.6 ESTUDIOS FARMACOCINETICOS DE NET EN VOLUNTARIOS CLINICAMENTE
SANOS.

Después de la administracién oral de 0.3, 3.0 y 25 mg de Nore
tidnrona a cuatro mujeres sanas con ciclo menstrual regular y a dos
hombres sanos, se observd una concentracién maxima en plasma (cpméx)
de 6, 30 y 120 ng/ml respectivamente. E1l tiempo requerido para al-
canzar esta concentracién (tméx), fué el mismo para las tres dosis y
fluctudé entre una y dos horas y media. No se encontraron diferencias
entre sexos ni entre dosis con respecto a la velocidad de absorcién,
la cual fué ré4pida, ni con respecto a la velocidad de eliminaciédn.
En ambos sexos la hormona esteroide se ajustdé a un modelo abierto de
dos compartimientos (MADC), con un tiempo de vida media de distribu-
cidén (t 4 x) de 3.1 hrs. y uno de eliminacién (t % @) de 9.3 hrs.

Para todos los casos se observd ademds,una correlacidén lineal

entre la dosis adminsitrada y la concentracién plasmitica de Noretin
drona (128).

Estos resultados concuerdan con los estudios de Warren y Colab.
(129) quienes después de adminsitrar 1 mg de Noretindrona a volunta-
rios sanos observaron una cpmidx de 6 ng/ml y un tméx entre 1 y 2 hrs.

De igual manera reportan que NET se ajusté a un MADC con una
t % o4 de tres horas y una t % de cinco horas. Después de 24 horas,
la concentracidén plasmatica fué de 0.2 ng/ml, lo que corresponde al
0.05% de la dosis en el volumen total de plasma.

La Noretindrona adminsitrada en mujeres con ciclo menstrual -
regular en tres combinaciones comerciales diferentes (1 mg de NET +
0.05 mg Mestranol; 1 mg de acetato de NET + 0.05 mg Etinilestradiol
y 1 mg de NET + 0.05 mg Etinilestradiol), presentd perfiles cinéticos
muy semejantes. Los autores reportan un tmdx y un t % para las tres
combinaciones de 1 y 7 hrs. respectivamente, el valor de cpmax en -
cambio, presentd una gran variabilidad intrasujetos pero no intersu-
jetos; para la combinacién de 1 mg de NET + 0.05 mg de Mestranol es-
te valor fluctué entre 7 y 16 ng/ml, para la de 1 mg de acetato de -
NET + 0.05 mg de Etinilestradiol entre 9 y 12 ng/ml y para la de 1lmg
de NET + 0.05 mg de Etinilestradiol entre 4 y 13 ng/ml (130).
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En otro trabajo, en el cual también se estudidé el comportamien
to cinético de cuatro formulaciones comerciales diferentes contenien
do Noretindrona, se encontré que diferentes preparaciones con dosis
y combinaciones idénticas de NET y estrdgeno pueden presentar distin
tos perfiles plasmaticos (131).

Este estudio se llevé a cabo en cuatro grupos de 3 mujeres ca
da uno, con ciclo menstrual regular; a cada grupo se le administrdé -
una formulacién diferente, durante cinco dias a partir del 5° dia del
ciclo menstrual. El primero y segundo grupo recibieron 1 mg de NET
+ 0.05 mg de mestranol de diferente marca comercial, el tercer grupo
tomé una combinacién de 0.5 mg de NET con 0.035 mg de etinil estra-
diol y al cuarto grupo se le administrdé una dosis de 0.350 mg de NET
sin estréogeno. En todas las voluntarias se observ6 un modelo abier-
to de dos compartimientos (MADC), con un t % de la fase de distribu-
cién (X)) de 2.3, 3.4, 3.9 y 4.4 hrs. para los grupos 1°, 2°, 3° y 4°
respectivamente. El1 tmdx para los 4 grupos varié entre 0.5 y 4 hrs.
con un valor promedio de 1.5 hrs. y el cpmadx promedio para el primer
grupo fué de 10.2 ng/ml, para el segundo de 10.4 ng/mg, para el ter-
cero de 7.5 ng/ml y para el cuarto de 4.3 ng/ml. En el segundo gru-
po se observd que las concentraciones plasmidticas de NET después de
la cuarta y quinta dosis fueron mayores que las cuantificadas des-
pués de la primera y segunda administracién. Este aumento pudo deber
se al incremento de los metabolitos de NET en suero, los cuales pue-
den ser cuantificados como Noretindrona.

Estudios posteriores (89) reforzaron lo antes mencionado, don
de no s6lo se observaron perfiles cinéticos diferentes después de 1la
administracién oral de distintas dosis y combinaciones de NET, sino
también una gran variabilidad intrasujetos, quizas debido a una dife
rencia en el metabolismo de NET. '

En este estudio (89), se observd una concentracidédn plasmética
promedio en el estado estacionario de 5.9 ng/ml para la combinacién
de 1 mg de acetato de NET + 0.050 mg de EEz; 8.3 ng/ml para el prepa
rado de 3 mg de acetato de NET + 0.050 mg EEz y 4.8 ng/ml para la -
formulacién de 1 mg de NET + 0.020 mg de EEz. Es importante hacer -
notar que a las pacientes a las que se les administré el combinado -
con 3 mg de NET alcanzaron concentraciones plasmaticas en el estado
estacionario 1.4 veces mayores que el preparado con 1 mg de NET, cuan
do se esperaba que fuese cuando menos 3 veces méAs alto.

En este estudio, al igual que en weportes anteriores (130, -
131), la cinética de NET fué de un MADC con una t % ®(fase terminal)
de 9.2 hrs. después de la administracién de una dosis uGnica y de 9.7
hrs. después de que se dieron dosis miltiples (por 3 6 4 ciclos mens
truales).

De forma simultdnea se determind la capacidad de unién de 1la
globulina que une hormonas sexuales (SHBG) y se observdé que la capa-
cidad de adhesidén se incrementaba cuando la concentracidén plasmatica
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de NET era mayor. Esta capacidad era mayor en mujeres tratadas des-
pués del parto, que en aquellas que nunca se habia: embarazado. Estos

resultados concuerdan con otros trabajos publicados en la literatura
(91-94).

En otro estudio, en el cual también se administraron diferen-
tes dosis y combinaciones de NET a voluntarias sanas, en dosis Unica
(a 1a mitad del ciclo menstrual) (105), se observd que el farmaco se
ajustaba a un MADC con un tmax de una a dos horas, t % oK de 0.41 a -
0.26 hrs., tlé% de 4.8 a 12.8 hrs., una depuracidén total (cl) prome
dio de 362 ml/kg/hr. y un volimen de distribucién (vd) de 4.06 1l/kg,
los cuales se encuentran dentro del intervalo reportado por otros au
tores (129-131), asi mismo estos valores no se vieron alterados con
la coadministracién del etinil estradiol. Para determinar la biodis
ponibilidad absoluta (Fabs) de NET, estos autores (107) administraron
por via intravenosa un combinado de 1 mg de NET + 0.050 mg de EEz di
sueltos en una mezcla de etanol: agua. El valor promedio de biodis-
ponibilidad fué del 64%. Este valor tan bajo pudo deberse a una ab-
sorcién incompleta de NET, m&s sin embargo estd reportado que esta
hormona se absorbe completamente después de una administracién oral

(111), por lo que la disminucién pudo deberse al efecto de primer pa
so (106, 108).

La biodisponibilidad de la Noretindrona, después de la adminis
tracidén oral de 3 mg de NET fué significativamente menor (52%) que
cuando se adminsitré 1 mg de NET (64%). Algo similar habia sido de
mostrado por Okerholm y Colab. (132), los cuales observaron que el
ABC después de una dosis oral dGnica de 20 mg de NET, fué solamente
dos veces mayor que el ABC al administrar 5 mg de esta hormona este-

roide. Estos datos también se relacionan con el estudio de Bach y -
Colab. (89).

[

Una posible explicacidén a este comportamiento, es que cuando
las dosis administradas son grandes, la concentracidén de la hormona
en la vena portal hepatica sobrepasa la capacidad de unidén de SHBG,
lo cual podria conducir a un incremento en la concentracién de NET -
libre en la vena portal, aumentando su depuracidén hepéatica (107).

Okerholm y Colab. (132) al efectuar un estudio en hombres y -
mujeres encontrd que los niveles en plasma de NET fueron considerable

mente mayores en mujeres que en hombres, sobre todo cuando se adminis
traron dosis de 5 mg.

Las cpmax para el sexo femenino fueron de 42, 63 y 84 ng/ml -
después de la administracién de 5, 10 y 20 mg de NET respectivamente
y para el sexo masculino a estas mismas dosis las cpmédx fueron 20, -
39 y 71 ng/ml respectivamente. Sin embargo no se encontraron dife-
rencias entre sexos con respecto al tmax (1-4 hrs.), la t % (4.9-5.5
hrs.) y la velocidad de absorcién (ka) (1.6-1.8 hrs.). El1 valor de la
velocidad de absorcidn reportada en este trabjao (132), fué la prime
ra estimacidén de este parametro en humanos.
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Los trabajos posteriores de NET fueron haciendose méAs escasos,
pero mas completos (133-136), ya que no sélo se auemnté el nGmero de
parametros farmacocinéticos calculados sino también el tamafio de 1la
poblacidon estudiada.

En un analisis farmacocinético realizado después de la admi-
nistracién oral de un combinado de NET y EEz en forma de tableta y -
solucién (135), se observd que la velocidad de absorciédn de NET de la
tableta y la solucidén fueron significativamente diferentes, asi como
el ABC (la cual fué mayor para la tableta que para la solucidn: 84 y
68 ng/ml hr respectivamente); no asi la cpméx, tméax, el t YA y® los
cuales fueron comparables con los reportados por otros autores quie-
nes también trabajaron con poblaciones grandes (24 voluntarios o mas)
(133, 136).

El conocimiento de que la secrecidn de ciertas hormonas, asi
como la concentracién de algunos constituyentes plasmaticos y los -
procesos metabélicos, muestran una variacién circadiana (137, 138),
permitidé que algunos autores (139) postularon que la farmacocinética
de NET y por tanto su eficiencia de anticoncepcidén fuese diferente
cuando la administracidén se efectuaba en la mafiana y no por lo noche
como se¢ administra normalmente. Sin embargo, Kiriwat y Colab. (139)
demostraron que el horario no es importante, ya que los parametros -
farmacocinéticos de NET no mostraron diferencias estadisticamente sig
nificaticas, ni la eficiencia de anticoncepcidén se vidé modificada. -
Los parametros farmacocinéticos reportados en este estudio son compa
rables con los cédlculados en trabajos anteriores observandose también
grandes variaciones interindividuales.

Se ha demostrado que el estado nutricional de las personas, -
influye considerablemente en el metabolismo de algunos farmacos (141)
y por lo tanto en la dosis que se requiere para obtener una respues-
ta terapéutica adecuada. A pesar de su gran importancia clinica, son
pocos los estudios que relacionan la farmacocinética de NET con el -
estado nutricional de la mujer (134, 142). Estos trabajos se reali-
zaron con dos grupos de mujeres IndQes, uno 42 nivel socioecondmico
alto (NSA) y otro bajo (NSB), a las cuales se les administré una do-
sis de 0.350 mg de NET. Para ambos grupos el tmadx fué de 1 a 2 hrs.
el valor de cpmax para el grupo de NSA se encontrd en el intervalo -
de 7.7 y 12.3 ng/ml y para el de NSB entre 4.7 y 14.8 ng/ml. No hubo
diferencias con respecto a la velocidad de absorcién (Ka = 1.73 hr-1
para NSA y 1.15 hrs. para NsB), pero si para la velocidad de distribucién y eliminacién;
el grupo de NSB la eliminé mas rapidamente (t % @ = 5.9 hrs. para NSB
y 13.4 hrs. para NSA). De acuerdo con los resultados obtenidos se -
postuld que NET puede tener una depuracién renal mayor en mujeres con
NSB, lo cual implica que para este grupo se requerirédn dosis mayores

para mantener niveles adecuados de NET en el plasma a tiempos prolon
gados (12 a 24 hrs.). '

Los resultados obtenidos sugirieron que el estado nutricional
tiene una implicacidén importante respecto a la disposicién de NET, y
que la desemejanza en la depuracidén pudo deberse a una diferencia en
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la proporcién de la fraccidén libre y unida de Net, sin descartar la
posibilidad de una alteracién en la actividad enzimdtica como resul-
tado de la desnutrcidn.

En la mayoria de los trabajos se ha observado una gran varia-
bilidad interindividual tanto en los perfiles plasmaticos como en los
parametros farmacocinéticos de NET. Estas diferencias pueden deber-
se entre muchos factores a aquellos que involucran las condiciones -
ambientales, constitucién fisica, estado nutricional, capacidad meta
bélica y contenido de proteinas plasmiticas de la mujer que esta so-
metida al tratamiento con anticonceptivos orales (107, 109, 134).

Los factores antes mencionados, producen enalgunas mujeres una
disminucién en los niveles séricos de la hormona esteroide, provocan
do por ende una pérdida en la eficiencia de anticoncepcidn, en otras
mujeres estos niveles plasmdticos se ven aumentados, por lo que el -
riesgo de efectos indeseables es mayor.

Una alternativa que se presenta para mantener con concentracio
nes plasmaticas de NET dentro del indice terapéutico, son las formu-
laciones de liberacidén sostenida (111, 113). Se ha postulado ademés
de que con estas preparaciones seria posible proteger a la molécula
de NET del efecto de primer paso, produciendo por ende un aumento en
su biodisponibilidad (113, 114).

2.3 FORMULACIONES DE LIBERACION SOSTENIDA.

2.3.1 INTRODUCCION.

Algunos farmacos presentan una baja biodisponibilidad debido
al efecto del primer paso, o por problemas de absorcién, lo que obli
ga a dar dosis grandes para poder garantizar un buen efecto terapéu-
‘tico. Algunos otros se eliminan répidamente del organismo (t % elim.
pequefia), por lo que su tiempo de permanencia en el mismo es corto,
por ello es necesaria la administracidén de dosis maltiples en inter-
valos pequefios de tiempo para mantener una eficiencia terapéutica ade
cuada y constante. Existe el caso, como el de las progestinas sinté
ticas que se absorben rapidamente, dando origen a concentraciones en

plasma muy por encima del indice terapéutico y por ende a efectos se
cundarios indeseables.

En el caso de los tratamientos crénicos, en los cuales es ne-
cesario que se administren dosis grandes del féarmaco por tiempos pro
longados, existe la posibilidad de que este se acumule en el organis

mo produciendo concentraciones téxicas en plasma, con los consecuen-
tes efectos indeseables.

Una alternativa que se ofrece a los farmacos que presentan -
cualquiera de las caracteristicas desfavorables antes mencionadas son
las formulaciones de liberacidén sostenida (F.L.S.), las cuales permi
ten una liberacién constante del farmaco a partir de la forma farma-
céutica, manteniendo concentraciones de éste en niveles adecuados en
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el organismo, por tiempos prolongados. (144). Esta propiedad permi-
te ademads, reducir la dosis administrada sin comprometer el efecto -

terapeutico, disminuyendo asi el riesgo de efectos secundarios inde-
seables.

2.3.2 VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LAS FORMULACIONES DE LIBERACION SOS
TENIDA.

Los sistemas de liberacidén sostenida, presentan una serie de

ventajas sobre las vias convencionales de administracién de féarmacos
(144):

a) Los niveles plasmaticos del fArmaco se mantienen constantes dentro
del rango terapéutico.

b) Los efectos indeseables que se producen en la administracién sis
témica pueden disminuirse o eliminarse al administrar localmente
un sistema de liberacidén sostenida.

¢) Pueden administrarse farmacos que poseen una vida media pequefia.

d) Pueden administrarse dosis menores a las convencionales sin dismi
nuir la eficiencia terapéutica.

e) Se logra una mayor estabilidad del farmaco.

f) Es posible aumentar la biodisponibilidad de los compuestos al pro
teger al farmaco del efecto de primer paso.

g) Algunos métodos y compuestos para la preparacidén de este tipo de
sistemas son econdmicos.

Sin embargo, las desventajas que presentan las formulaciones
de liberacién sostenida son:

a) Toxicidad o falta de biocompatibilidad del implante empleado como
sistema de liberacién controlada.

b) Toxicidad de los productos empleados para la elaboracidén de este
tipo de formulaciones.

c) En el caso de los implantes subdermales se requiere de cirugia me
nor para colocarlos.

d) En algunos sitemas, los componentes empleados son caros y por en-
de poco accesibles.

e) La velocidad de liberacién in vivo puede en algunos casos, nho co-
rresponder a lo obtenido in vitro

35



2.3.3 TIPOS DE SISTEMAS DE LIBERACION SOSTENIDA.

Los primeros intentos para lograr formulaciones de liberacién
sostenida para los farmacos se realizaron utilizando capas de disolu
cién lenta, complejos de farmacos con sales o con resinas de inter-
cambio idénico, suspensiones, emulsiones o tabletas comprimidas (144),
sin embargo estos métodos s6lo permitian la liberacién sostenida por
un dia y la velocidad de liberacién estaba sujeta a grandes variacio

nes como el pH del tracto gastrointestinal, motilidad, vaciamiento -
gastrico, etc.

. Més recientemente, se han utilizado polimeros y bombas peris
talticas (144), productos revestidos con delgadas capas poliméricas
(145) y mezclas eutécticas del farmaco con esteroles (146).

Actualmente,.se han disefiado sistemas de liberacidén sostenida
para ser administrados como: implantes subdérmicos (144), por via oral
(145) y productos inyectables por via intramuscular (144).

2.3.3 a) IMPLANTES

Normalmente estadn formados por polimeros. La liberacidn del
farmaco, se lleva a cabo bajo tres diferentes mecanismos (difusidn,

quimico y activacién de solventes), los cuales dependen del tipo de
polimero empleado (144).

a) Difusiédn.

Existen dos tipos de implantes que liberan el farmaco por difusiodn,
uno es el conocido como depdsito en el cual un nicleo del farmaco
es rodeado por una pelicula del polimero el cual no es biodegrada
ble. Este presenta la desventaja de que si se llegase a romper,
el farmaco se liberaria bruscamente alcanzdndose niveles tdxicos

en el organismo; ademés no es posible emplear farmacos con peso -
molecular grande.

El segundo tipo es el sistema de matriz en donde el farmaco es dis
tribuido homogeneamente en el polimero. Las principales ventajas
de este sistema son su bajo costo de manufactura y su seguridad -
relativa en el caso de que se llegase a romper. Mientras que en-
tre las desventajas se encuentra que se emplean polimero no bio-
degradables y no siempre se logra una velocidad de difusidén cons-
tante. A este sistema también se le conoce como microesfera.

b) Quimico.

En los sitemas controlados quimicamente, la liberacién del farma-

co estd regulada por una reaccién quimica con el polimero. Exis-

ten dos sistemas de control quimico. El primero consiste en laerg

sién o biodegradacidn del polimero. Esta propiedad ofrece una ven
taja significativa sobre los polimeros no biodegradables, ya que
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c)

el cuerpo puede absorberlo y no es necesario estarlo removiendo e
implantando constantemente. Sin embargo, una desventaja es la po

sibilidad de que los productos absorbidos sean téxicos, inmunogéni
cos 6 carcinogénicos.

Al segundo tipn, se le conoce como sistema de cadena pendiente, en
el cual el farmaco se liga por uniones quimicas 6 grupos espaciadores
a un polimero resistente. La velocidad de liberacidén del farmaco
depende de la hidrofilicidad del polimero resistente, o bien por

la ruptura de la unién férmaco-polimero por una reaccidén enziméti
ca.

Activacidén de solventes.

Esta tercera categoria involucra un mecanismo de hinchamiento u -
osmosis. En el sistema controlado por hinchamiento, el farmaco -
estd disperso en el polimero, cuando el polimero exterior estéd ex
puesto a los fluidos bioldégicos éste se hincha permitiendo que el
farmaco difunda al exterior.

En el sistema controlado osméticamente, el agua penetra a la ma-
triz polimero-farmaco por la presidén osmética producida en el me-
dio bioldégico, formadndose poros por los cuales se facilita la 1li-
beracién del farmaco. La ventaja de este sistema es que la pre-
sion osm6ética es una fuerza constante. Sin embargo, estos siste-
mas no siempre proporcionan una liberacién constante del farmaco.

También se han empleado implantes lipido-esteroide para proveer

un sistema de liberacidén sostenida (147). Para ello el lipido vy

el esteroide se mezclan en proporciones adecuadas para obtener una
liberacidén constante del esteroide; el inconveniente en este tipo

de sistema es el que no se obtiene reproducibilidad en la composi

cién del implante y por ende la velocidad y la cantidad de esteroi
de liberado varia grandemente entre implante e implante producido.

Posteriormente se demostrdé que una mezcla eutéctica del esteroide
con esteroles no s6lo mantiene una liberacidén controlada de la hor

mona por tiempos largos, sino que ademas este sistema es reprodu——
cible (146).

El mecanismo de liberaciédn en este sistema es principalmente por

difusidén y se han empleado esteroles tales como colesterol y t-si
toesterol.

Los sistemas que emplean una mezcla eutéctica del farmaco con es-
teroles son de los pocos que realmente logran una cinética de 1li-
beracién de orden cero in vivo (146).
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2.3.3 b) FORMAS DE DOSIFICACION ORAL.

El revestimiento de peliculas es un proceso que involucra la
aplicacién de una pelicula polimerica delgada, (compuesta de polime-
ros, plastico, colorantes y posiblemente aditivos). Aunque este pro
ceso es empleado para dar una '"calidad estética" a las formulaciones de
dosificacidén oral (148), es ideal para modificar la liberacidén del -
farmaco, logrando una. formulacién oral de liberacién sostenida (145).

Existen tres mecanismos que pueden ser empleados para lograr
una liberacidén sostenida de formas orales aprovechando la técnica de
revestimiento de peliculas: difusién del farmaco, disolucidén o ero-
sién del polimero y osmosis (145).

a) Difusién del farmaco.

En este sistema la tableta o el granulo se cubre con un polimero
insoluble en agua, (s6lo o en combinacidén con un ingrediente 3015
ble en agua), con el fin de que el agua o el fluido gastrointesti
nal pueda penetrar a través de la pelicula y disolver el farmaco
del centro, facilitandole su difusidén al exterior.

La ventaja de este sistema es que la liberacién del farmaco es in
dependiente del pH gastrointestinal y de la motilidad gastrica, -
pero si depende de algunas propiedades especificas del farmaco, -
como su pka y solubilidad.

b) Disulucidén o erosidén del polimero.

En este sistema la tableta o granulo se cubre con una pelicula po
limérica de solubilidad variable, la cual es dependiente del pH,
de tal forma que la liberacién del farmaco va a estar determinada
por la velocidad de disolucidén de la pelicula.

c) Osmosis.

En este sistema la tableta o granulo se cubre con una membrana se
mipermeable a la cual se le hacen unos pequefios orificios. E1 -
agua o el fluido gastrointestinal pasa a través de la membrana por
osmosis a una velocidad controlada, determinada por la permeabili

dad de la pelicula polimérica y el nGcleo de la formulacidén, disol
viendo el farmaco en el centro.

Debido a que la pelicula polimérica no permite una expansién de -
volumen de este sistema, el farmaco en solucidén puede salir por -
los orificios a la misma velocidad que el agua penetra por osmosis.

La liberacidén del farmaco de este tipo de sistema es independiente
del pH gastrointestinal y de la motilidad gastrica.
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2.3.3 c) FORMULACIONES INTRAMUSCULARES DE LIBERACION SOSTENIDA.

Generalmente, se elaboran a base de polimeros'y en forma de mi
crocdpsulas. La microencapsulacidén comprende la cubierta de pequefias
gotas o particulas con paredes sb6lidas (normalmente polimeros) con-
formando asi una forma encapsulada con diadmetros que van desde uno -
hasta varios cientos de micrometros (149).

La microencapsulacidn bisica puede dividirse en tres procesos
diferentes, el quimico, el fisicoquimico y el mecénico (150).

a) Microencapsulacidén quimica.

Este proceso es una polimerizacidén interfacial, el cual requiere
de dos monomeros en un sistema de fase doble. Un mondmero forma
parte de una fase continua de una emulsidén y el otro esta disuel-

to dentro de pequefias gotas de una emulsién, la cual también con-
tiene el farmaco.

En este sistema, el farmaco se libera en la barrera interfacial -
después de una reaccidén quimica.

b) Microencapsulacién fisicoquimica.

En este tipo de microencapsulacidén existen tres procesos diferen-

tes. El1 mas importante es el de separacidén de fases o coacerva-
cidén, ésta es la técnica mas elaborada que se conoce para la micro
encapsulacion de compuestos. En este sistema el farmaco se libera

por difusién.

El segundo proceso es el conocido como emulsién compleja, en ésta
se forma una emulsidén de tipo agua en aceite, la cual se dispersa
en una solucidn acuosa que contiene un coloide, formandose .de es-
ta manera una emulsidén compleja de tipo agua-aceite-agua.

El tercer proceso de microencapsulacién fisicoquimica es el de -
"dispersidén fundible", en este sistema se emplean soluciones de -
polimeros hidrofilicos. El1 fadrmaco se libera de este tipo de sis
temas al erosionarse la pared que lo encapsula.

c) Microencapsulacidén mecéanica.

En este tipo, las particulas sdélidas del farmaco son suspendidas
en el aire usando la técnica de "lecho fluidizado".

La liberacién del farmaco de este tipo de microencapsulacién al -
cual también se le conoce como "cubierta de lecho fluidizado", se
realiza o bien por erosidén debido a una biodegradacién o por sim-
ple difusidén a través del polimero intacto.
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2.3.4 APLICACIONES CLINICAS DE LAS FORMULACIONES DE LIBERACION S0S-
TENIDA.

2.3.4 a) ENFERMEDADES OCULARES.

El primer sistema de liberacidén sostenida utilizado en estas
enfermedades fué un implante de polimero y pilacarpina, para el tra-
tamiento de glaucoma (151). Con éste se logrd un mejor control de -
la presidén intraocular a dosis menores que las convencionales y con
la ventaja de que el dispositivo se coloca una vez por semana, en lu
gar de la administracién de gotas cuatro veces al dia. Los inconve-
nientes que se presentaron fueron problemas en la insercién o reten-

cién y la molestia de implante ya que éste es colocado debajo del -
parpado inferior.

2.3.4 b) APLICACION DENTAL.

Se han disefiado dispositivos de liberacidén sostenida que se -
colocan en la cavidad bucal para mantener niveles constantes de fluo
ruro durante 30 a 180 dias (152). La desventaja de este tipo de dis
positivos e¢s que si estos se llegasen a romper y se ingiriera todo -
el contenido que normalmente estadn en dosis de 200 a 485 mg, se alcan
zarian concentraciones téxicas en el organismo.

Para infecciones dentales se han diseifiado unas fibras a base
de acetato de celulosa, a las cuales se les incorpora tetraciclina.
Estos dispositivos también pueden ser colocados sobre los dientes lo
grédndo una liberacién controlada del antibiético por tiempos prolon
gados reduciendo por lo tanto el niimero de bacterias (153).

2.3.4 c) INMUNIZACION.

Los métodos convencionales para inmunizar animales y al huma-
no, requieren normalmente de inyecciones maltiples que pueden provo-
car irritacién en el tejido. En algunos casos como en el tratamien-
to de alergias, las inyecciones tienen que ser administradas semanal
mente por largos periodos que cubren hasta varios afios, por lo cual
se postuld la posibilidad de disefiar sistemas de liberacidn sosteni-
da que con una sola adminsitracidén proporcionaran una respuesta tan
efectiva como las dosis maltiples. Los primeros ensayos se realiza-
ron en ratas a las cuales se les administré subcutdneamente un implan
te elaborado en base a polimeros y albimina sérica bovina como anti-
geno, observandose que la respuesta inmune inducida por el antigeno
en el polimero fué comparable o superior a la inducida por la misma
dosis del antigeno empleando la técnica convencional (una aplicaciédn
inicial y cuando menos 2 de refuerzo). Con este implante se logrdé -

una respuesta inmune por seis meses y sin irritacidén en el tejido -
(154).
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2.3.4 d) CANCER.

También se han disefiado formulaciones de L.S. para el trata-
miento de ciertos tipos de céncer. Por ejemplo, se han usado implan
tes de silicona que liberan testosterona por un afio en pacientes con
cancer de préstata (155). Para cancer de préstata y de mama, tam-
bién se han empleado microcapsulas que son administradas subcutanea-
mente una vez al mes. Estas formulaciones se preparan utilizando el
proceso de separacidén de fases empleando una matriz polimérica y un
andlogo de la hormona liberadora de la hormona luteinizante (156).

2.3.4 e) ANTAGONISTAS NARCOTICOS.

La naltrexona es un antagonista narcdético que se emplea para
desintoxicar a personas dependientes de sustancias opioides. Este -
antagonista tiene un tiempo de vida media pequefia, por lo ‘que se re-
quieren de administraciones frecuentes y por varios meses, lo que re
sulta molesto para el paciente. Para contrarrestar ésto se han dise
flado sistemas de liberacién sostenida empleando polimeros biodegrada
bles como el ac. lactico y el glicbélico, dichos implantes subcuténeos
pueden liberar constantemente naltrexona por 50 dias (157).

2.3.4 f) DIABETES.

Para este tipo de patologia, los estudios para la aplicacién
de formulaciones de L.S. se encuentran en fase preclinica. En ra-
tas diabéticas, se han logrado disminuir los niveles de glucposa en -
sangre por la liberacién constante de insulina por un mes a partir -
de implantes subcutlneos compuestos de acetato de vinil-etileno (158).

2.3.4 g) ARTRITIS.

Se han diseflado microesferas cubiertas con polimeros inertes
que proporcionan una liberacidén lenta de indometacina para el trata-
miento de la artritis. Los estudios en humanos han demostrado que -
la formulacidén oral de liberacidén sostenida presenta una velocidad -
de absorcién mAs prolongada y uniforme, proporcionando niveles en -
plasma sostenidos después de la ingestidén y obteniendo una biodispo-

nibilidad mayor que el tratamiento con capsulas convencionales (159,
160).

2.3.4 h) ANTICONCEPTIVOS.

La aplicacidén de la tecnologia de los sistemas de liberaciédn
sostenida a la anticoncepcién puede proporcionar ademéds de seguridad
y eficiencia, una disminucidn de la cantidad del esteroide en el or-
ganismo, disminuyendo por ende el riesgo de efectos indeseables (161).
Actualmente existen seis tipos de formulaciones de liberacidén soste-
nida como métodos de anticoncepciébn:
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a)

b)

c)

Inyecciones mensuales:

Presentan la ventaja de proporcionar un mejor control del ciclo -
menstrual que otros métodos, con la desventaja de que tiene que -
administrarse una vez al mes,lo cual puede ser molesto para la usua
ria.

Estas formulaciones pueden estar constituidas por la combinacién
de un estrbégeno y por un prostigeno o el prostageno sbélo. La li-
beracidén del esteroide es prolongada por la esterificacidén de la
hormona o bien por el empleo de una suspensidén de mcirocristales.
Para este tipo de formulaciones se han empleado, acetato de medro
xiprogesterona (MPA), norgestrel, enantato de Noretindrona y estra
diol (162).

Inyecciones de accidn prolongada.

Estas formulaciones diminuyen los efectos indeseables producidos
por los anticonceptivos orales y las inyecciones de esteroides men
suales. Una desventaja es que el retorno a la fetilidad es lento
después de que se ha interrumpido el uso de estas inyecciones,
las cuales pueden liberar cantidades constantes del esteroide has
ta por 12 meses. La accién tan prolongada se debe al empleo de -
profarmacos o compuestos con solubilidad limitada en microesferas
(161). Los esteroides empleados por estos productos son el MPA y
el enantato de NET, e¢n este Gltimo la accidén tan prolongada, se -
debc a la baja velocidad con la que el enantato es hidrolizado a
Noretindrona, la cual es la responsable de la ccién de anticoncep
cién (163, 164).

Dispositivo intrauterino.

Este tipo de dispositivo tiene la ventaja sobre la via sistémica
de que disminuye considerablemente la cantidad total del esteroi-
de en el organismo (ya que se coloca directamente sobre el apara-
to reproductivo), sin comprometer su efectividad anticonceptiva.
Al reducir la cantidad del esteroide, se pueden disminuir o elimi
nar completamente los efectos secundarios indeseables sistémicos
y el posible desarrollo de céncer. Otra ventaja es que la accién
anticonceptiva desaparece al retirarse el dispositivo. Sin embar
go, el dispositivo intrauterino aumenta las irregularidades mens-
truales en algunos casos, ademas de que éste s6lo puede ser colo-
cado por personal médico calificado (161).

Actualmente se emplean en la clinica dos tipos de dispositivos in
trauterinos. Uno que contiene progesterona dentro de la parte -
vertical de un dispositivo en forma de T, el esteroide se libera
con una velocidad de 65 pg por dia durante por lo menos un afio,
(165) y el Cu-7, el cual es un dispositivo en forma de 7 de poli-
propileno con 89 mg de alambre de cobre cubriendo el brazo verti-
cal, con una velocidad de liberacidén de 9.87 fg por dia durante -
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d)

e)

40 meses. El mecanismo de antifertilidad del cobre no esta
bien definido, pero se ha postulado que altera a los recepto-
res de esteroides o bien que modifica el metabolismo celular (166). Para
ambos dispositivos, la expulsién de la cavidad uterina es el efecto inde-
seable més frecuentemente reportado.

Anillo vaginal.

El anillo vaginal representa otro sistema de liberacién de es

teroides directamente sobre el aparato reproductivo. Esto per
mite al igual que el dispositivo intrauterino, la disminucién

de la cantidad total del esteroide en el cuerpo y por ende de

los efectos indeseables sistémicos (161).

El anillo vaginal estd hecho de silastic, tiene un didmetro en
tre 60 y 50 mm y un grosor de 7 a 10 mm. Dentro del anillo se colocan can
tidades suficientes del esteroide para lograr una liberacién continua por
un periodo de 6 a 7 ciclos menstruales. Los esteroides mas cominmente em-
pleados son el MPA, NET (con una velocidad de liberacién de 50 & 200 yg por
dia), norgestrel y levonorgestrel (161). Algunos anillos emple
an la combinacién del progestédgeno y el estrégeno, como es el
caso del que contiene levonorgestrel + estradio, con una velo-
cidad de liberacion de 290)Pg y lsolpg por dia respectivamente (144).

El anillo se coloca en la ragina al principio del ciclo mens-

trual y se utiliza continuamente por tres semanas, después de

las cuales se remueve para permitir el sangrado. La inserciédn
o remocién puede ser realizada por la misma usuaria. El mecanismo de ac-

cién es doble, ya que no sdlo se inhibe la ovulacién, sino que también hay
un efecto sobre el moco cervical dificultando la penetracién de los esper-
matozoides (167).

Se han emplecado otros anillos vaginales que utilizan en lugar
de un esteroide un agente espermicida como el nonoxinol (166).

Implantes subdermales no biodegradables.

Un quinto método para la liberacidén controlada de esteoides in-
cluye el empleo de polimeros no biodegradables como el '"silastic".
A este polimero se le da una forma de cépsula o barra conteniendo en el cen
tro el est:oide el cual es implantado en forma subdérmica. Su accién de an
ticoncepcidn, puede mantenerse por 6 6 7 afios y ser interrumpida con el sim
ple retiro del implante. Las desventajas que presentan son irregularidades
en el sangrado menstrual y efectos secundarios sistémicos, asi
como el hecho de que estos dispositivos solo pueden ser implan-
tados o removidos por personal médico especializado (161).

El implante mids empleado en la clinica es el que contiene Levo-
norgestrel; normalmente se colocan seis cépsulas de 34 mm de
large, conteniendo cada una 36 mg del esteroide, las cuales li-
beran al Levonorgestrel por un periodo de 6 a 7 afios, en una
proporcidén de 70 ug/dia. Los reportes han indicado una alta
eficiencia de anticoncepcién, la cual se debe a la inhibicién
de la ovulacién o de la funcidén luteal (168).
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f)

Otros esteroides que también han sido empleados son el estradiol,
el ST 143 que es un derivado del 19-norprogesterona y que es 7 ve
ces mas potente para inhibir la ovulacién que el levonorgestrel -
(169) y la Noretindrona (170).

Implantes subdermales biodegradables.

Lo mds reciente que se conoce para el disefio de sistemas de libe-

racién sostenida de esteroides anticonceptivos, es el empleo de -

polimeros biodegradables (161). Estos parecen proporcionar un me

jor sistema ya que pueden liberar al esteroide a una velocidad -

programada por lo cual se pueden eliminar las irregularidades mens
truales que se asocian con los niveles altos del esteroide.

El inconveniente es que en este tipo de implantes se emplean dosis
mucho mayores que las de otros métodos. Después de la implanta-
cién o inyeccidén, el dispositivo puede ser empleado por tres meses
o mas, posteriormente éste es abosrbido por el organismo, la des-
ventaja es la posible toxicidad de los componentes del polimero em
pleado. Los polimeros que han sido estudiados para el desarrollo
de este tipo de implantes son: poliortoester (171); poli E- capro
lactona (172); polipéptidos compuestos de ac. glutamico (173, 174)
y &cido polildctico o &cido lactico-glicdlico (175).

Los principales esteroides empleados son la Noretindrona y el de-
vonogestrel (176).

Se ha reportado que las microesferas de ac. polilédctico y NET pue
den liberar el esteroide cuando menos durante seis meses; el poli
mero posteriormente se degrada por hidrélisis del ac. lactico, en
un periodo de 20 meses (175).

Debido a que este polimero se acumula en el organismo después de
la administracién de dosis miltiples y por su tiempo tan prolonga
do de biodegradacidén, se han desarrollado microcédpsulas prepara-
das a base de copolimeros; con éstos se ha logrado una liberaciédn
de la Noretindrona por tres meses y la degradacién del copolimero
en seis meses (177). Algunos otros estudios han empleado poli E-
caprolactona y levonorgestrol, con este tipo de implante se ha lo
grado una liberacidn del esteroide por difusidén, durante un afio -
(178).

También se han preparado implantes subcutédneos compuestos de un -
pelet de Noretindrona fusionada con colesterol. Con éstos se ha
logrado una velocidad de liberacidén constante del esteroide por -
seis ciclos menstruales; La desventaja de este sistema es el san-
grado intermenstrual que se presenta durante los dos o tres prime
ros meses de uso del implante (179).
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IITI. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 DETERMINACION DE LA PUREZA DE NET UTILIZADA.

Antes de preparar las formulaciones de Noretindrona fué necesario

determinar la pureza de ésta.

3.1.1 EQUIPO.

- Aparato para determinar punto de fusidén con capilar.
Thomas Hoover.

- Espectrofotémetro de infrarojo. Perkin-Elmer 599 B.
- Espectrofotémetro ultravioleta-visible. Perkin-Elmer 202.

- Lampara de luz ultravioleta.

3.1.2 REACTIVOS.

- Noretindrona. Donada por los laboratorios Syntex, No. de
Lote C3 CT - 002.

- Silica gel. Merck.
- Acetato de etilo. Merck.
- Benceno. Merck.

- Etanol absoluto. J.T. Baker.

3.1.3 METODOS EMPLEADOS PARA DETERMINAR LA PUREZA DE NET.

3.1.3 a) PUNTO DE FUSION.
3.1.3 b) CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA.

Para determinar el Rf de NET se utilizd la cromatografia en
capa fina, para lo cual se emplearon placas de vidrio de 6 x 2.5 cm
recubiertas con silica gel ycomo fase mévil una mezcla de acetato

de etilo: benceno (60:40).

La mancha obtenida se localizdé utilizando una lampara de luz
ultravioleta.

3.1.3 ¢c) ESPECTRO DE ABSORCION ULTRAVIOLETA.

3.1.3 d) ESPECTRO DE ABSORCION EN INFRAROJO.
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3.2 DE
SO

3.2.1 EQ

3.2.2 RE

3.2.3 DE
(N
La
de 1:4 ya

Para ello
mezcla se
to hasta
frié por
ratura am
las pared
de partic
locdé una
pio.

SARROLLO DE LA FORMULACION QUE SE PROPONE DE LIBERACION
STENIDA Y DE LA FORMULACION CONTROL.

UIPO.

Parrilla de calentamiento.

Agitador Vortex

Balanza analitica. Mettler.

Microscopio 6ptico. Zeiss.

Espectrofotdﬁetro‘ Beckman DB

Hemocitdmetro.

ACTIVOS.
Noretindrona. Donada por los laboratorios Syntex de México
Lactosa. Donada por los laboratorios Up John de México
Colesterol. Pharmacia.
Capsulas de gelatina dura del No. 3. Donadas por Searle.
Hielo seco.
Acetona. R.A. Baker.
Eter etilico. R.A. Baker.
Etanol absoluto. R.A. Baker.
SARROLLO DE LA FORMULACION DE LIBERACION SOSTENIDA.
ET: COLEST: LACT)
proporcidén en que se mezcld la NET con el Colesterol fué
que esta relacidén permite obtener una mezcla eutéctica.
35 mg de NET se mezclaron con 140 mg de Colesterol; esta
colocdé en un vaso de pp. y sobre una placa de calentamien
que la muestra se fundidé completamente. La mezcla se en-
un minuto en hielo seco/acetona y se dejbé reposar a tempe
biente durante dos horas. Los cristales se separaron de
es del recipiente y se trituraron hasta obtener un tamafio

ula menor a 100 micras; para verificar este tamafio, se co
muestra sobre un hemocitémetro y se observé al microsco-
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La cantidad de NET en la mezcla se cuantificé al U.V. utili
zdndo el método de la seccidédn 3.3 y se aceptd sb6lo si se obtenia -
un resultado del 100 * 10%. A la combinacién de NET: COLEST se le
adicionaron lentamente 5.325 g de lactosa y se mezcldé perfectamen-
te. Se cuantificé la cantidad de NET presente en la combinacién -
de NET: COLEST: LACT y se aceptd sb6lo si se obtenia un resultado -
del 100 ¥ 10%. Con esta mezcla se procedié a llenar manualmente -
cada una de las céapsulas con 55 mg de la mezcla y el contenido de
NET en las mismas se cuantificé nuevamente, determinidndose ademés
la variacién del peso de las céapsulas vacias y llenas.

Cada céapsula contenia: 0.35 mg de NET, 1.40 mg de Coleste-
rol y 53.25 mg de lactosa.

3.2.4 DESARROLLO DE LA FORMULACICN CONTROL. (NET: LACT).

35 mg de NET fueron fundidos dentro de un vaso de precipita
do sobre una placa de calentamiento y enfriados en hielo seco/ace-
tona durante un minuto. La muestra se desprendidé de las paredes y
el fondo del vaso y se triturd hasta obtener un tamafio de particu-
la menor a 100 micras. Este tamafio se verificd por observacién al
microscopio con ayuda de un hemocitémetro. Se adicionaron lenta-
mente 5.465 g. de lactosa y se mezcld perfectamente. Se cuantifi
c6 el contenido de NET en la mezcla y se aceptd sb6lo si se obtenia
el 100 ¥ 10%. Con esta mezcla se procedié a llenar manualmente ca
da una de las cépsulas con 55 mg de la mezcla y se cuantificé la -
cantidad de NET presente en las mismas, aceptédndose s6lo si se ob-
tenia el 100 + 10%; determindndose también la variacidén de pe
so de las capsulas vacias y llenas.

Cada cépsula contenia: 0.35 mg de NET y Lactosa cbp 55 mg.

3.2.5 LLENADO DE LAS CAPSULAS.

Se eligi6é la forma farmacéutica de capsulas ya que estas no
presentan tantas variables de formulacidén como las tabletas, las -
cuales requieren del empleo de una granulacién himeda o seca, fuer
za de compresidon, empleo de lubricantes, asi como de colorantes y
saborizantes artificiales, que en conjunto influyen en la libera-
cidén del farmaco de la formulacidén farmacéutica y consecuentemente
en la disposicidon del mismo en el organismo.
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Para conocer la variacién de peso, por grupo, se calcula el
valor promedio, la desviacidén estandard y el coeficiente de varia-
cién.
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3.3 CONTROL QUIMICO DE LAS FORMULACIONES ELABORADAS.

3.3.1 METODO ANALITICO PARA LA CUANTIFICACION DE NET EN LAS FORMU
CIONES.

3.3.1 a) CURVA PATRON

Pesar 10 mg de NET y aforar con metanol absoluto a 10 ml pa
ra obtener una concentracidén de lmg/ml (solucidén A); de esta solu-
cién tomar una alicuota de 200 pl y aforar a 10 ml con etanol abso
luto para obtener una concentrdﬁién final de ZO‘Pg/ml (solucidén B).

A partir de la solucién B realizar dobles diluciones con eta
nol absoluto para obtener las siguientes concentraciones: 0.62, -
1.25, 2.5, 5y 10 Pg/ml. Determinar la D.0. de cada una de las di
luciones anteriores a A= 240 nm. La concentracién de NET en las

muestras se calculd interpolando las absorbancias en la curva patrén.
3.3.1 b) PROCEDIMIENTO

A 55 mg de muestra (ya sea del preparado experimental o del
control) adicionar 5 ml de eter y agitar en vortex durante un minu
to. Del sobrenadante tomar una alicuota de 600 ul y transferirla a
un tubo de ensaye; evaporar la alicuota a sequedad en un baflo de -
agua a 37°C; resuspender la muestra en 5 ml de etanol y determinar
su D.0. a A= 240 nm.

3.3.2 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE NET EN LA FORMULACION DE RE-
FERENCIA (DIANOR®, SYNTEX, TABLETAS. A GRANEL).

En este caso se efectudé la prueba de uniformidad de conteni
do, para lo cual la tableta se pulveriza entre dos papeles encera-
dos hasta obtener un polvo fino, este se transfiere a un tubo de -
ensaye y se sigue el mismo procedimiento descrito en la seccidén -
3.3.1 b).

Para determinar la cantidad de NET en las diferentes formu-
laciones se utilizdé la siguiente relacién:

valor 1nterpolad? vol. eter | vol. etanol
de la curva patrdon x X — X = fgmmsua

(pg/m) (m1) alicuota (ml) (md)

3.3.3 VARIACION DE PESO DE LAS CAPSULAS VACIAS, LLENAS Y DE LAS -
TABLETAS.

De manera aleatoria elegir 30 cipsulas vacias, 30 llenas -
(de cada una de las formulaciones) y 30 tabletas y pasarlas de for
ma individual en una balanza analitica.
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METODO ANALITICO PARA LA CUANTIFICACION DE NORETINDRONA EN
SUERO.

EQUIPO

- Bafio de temperatura regulable
- Espectrofotdémetro para emisiones beta. Tri Carb Packard.
- Radiocromatégrafo. Packard.

- Cémara cromatografica.

- Vortex.

- Tubos de ensaye para radioinmunoanédlisis.
- Viales de vidrio de centelleo de 20 ml.

- Centrifuga refrigerada. Beckman J.GB.

Espectrofotoémetro. Beckman D.B.

REACTIVOS

- Tolueno. R.A. Baker.

- Eter etilico. R.A. Baker.

- Etanol absoluto. R.A. Baker.
- Na,HPO,. R.A. Merck.

2 4
- NaH PO4 H.O0. R.A. Merck.

2 2
- NaCl. R.A. Baker.
- Azida de sodio. R.A. Sigma.
- Gelatina. R.A. Merck.
- Carbén. R.A. Sigma.
- Dextran. Who RIA Reagent Programme.

- Permafluor o liquifluor. New England Nuclear.

- NET Syntex.
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b)

- 6.7 3H—NET con actividad especifica de 55 Ci/mmol y una

pureza mayor al 95%. New England Nuclear.

- Anticuerpo contra NEJ. Proporcionado por el Dr. R.F.
Palmer de los laboratorios G.D. Searle Co. High Wycombe,
Inglaterra.

- HC1 0.1N. R.A. Baker.

- NaOH O0.1N, R.A. Baker.

- Nitrégeno.

- Eter de petrdéleo. R.A. Baker.

- Benceno. R.A. Baker.

- Metanol. R.A. Baker.

- Hidrazida del acido isonicotinico. Sigma.

SOLUCIONES DE TRABAJO EMPLEADAS.

Solucién amortiguadora PBS 0.1M + 0.1% de gelatina pH 7.2

Pesar 11.6 g de Na ,HPO, 6 y disolverlos en 400 ml de agua des
ionizada caliente; adicionar 8.8 g de NaCl y disolver, agre
gar 2.7 g de NaH_,PO,, H_O disolviendo con agitacién; afiadir
300 ml de agua desionizada tibia, 0.1 g de azida de sodio y
disolver. Solucidén A.

Disolver 1 g degelatina en 100 ml de agua desionizada calien
te y adicionarla a la solucidn A.

EFnfriar la solucion resulLantq a temperatura ambiente; ajus
Lar ¢l pll a 7.2 con HC1 O0.1N 6 NaOH 0.1N y aforar con agua
desionizada a 1000 ml.

Esta solucidn en refrigeracién es estable por un mes.
Solucidén de carbono-dextréan

Disolver 0.0625 g de dextran en 20 ml de solucidén amortigua
dora de PBS + gelatina; adicionar én forma alternada 0.625 g
de carbén con 80 ml de solucidén amortiguadora de PBS + gela
tina. (vol. final 100 ml).

Esta solucién debe ser preparada el dia en el que sera em-

pleada, manteniéndola a 4°C y no debe usarse después de cua
tro dias de su preparacidn.
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c) Liquido de centelleo

En un matraz aforado de 1000 ml adicionar 42 ml de perma-
fluor o liquifluor y 21 ml de etanol, mezclarlos perfecta
mente y aforar con tolueno a 1000 ml.

El liquido de centelleo preparado debe guardarse a tempe-
ratura ambiente, protegido de la luz y puede emplearse -
hasta seis meses después de su preparaciodn.

d) Sistema empleado para determinar la pureza de 6.7—3H-NET
por cromatografia en papel.

En un embudo de preparacién se mezclan vigorosamente 66.6
ml de éter de petréleo, 33.3 ml de benceno, 80 ml de meta
nol y 20 m] de agua destilada. La mezcla resultante se -
deja reposar para permitir que se separen dos fases.

La fase inferior se emplea como fase fija y la superior -
como movil.

3.4.4 DESCRIPCION DEL METODO ANALITICO.

El método elegido para la cuantificacidén de NET en suero
fué el de radioinmunoandlisis (RIA), el cual se basa en la medi-
cién de la actividad inmunoldégica de ésta hormona (18%).

El fundamento de esta técnica es:

Una muestra biolégica que contiene una cantidad desconoci
da de hormona no radiactiva (antigeno no marcado), se incuba con
una cantidad fija de hormona radiactiva (antigeno marcado) y con
una cantidad constante del antisuero especifico el cual contiene
una poblacion de anticuerpos polivalentes. La hormona no radiac
tiva (estdndard o muestra bioldégica) compite con la hormona ra-
diactiva por un nimero limitado de sitios de unidén del anticuer-
po, de tal manera que entre mayor sea la cantidad de hormona pre
sente en el estidndard o muestra de valor desconocido, menor seréa
la cantidad de hormona radiactiva que se uniréd al anticuerpo y -
visceversa, posteriormente la hormona unida al anticuerpo se se-
para de la hormora no unida o libre emplenado carbén activado re
cubierto con dextradn y se cuantifica el contenido de radioactivi
dad para calcular el porcentaje de unidén. La concentracién de la
hormona en la muestra bioldgica se determina construyendo una -
curva dosis-respuesta, como se muestra en el apéndice 1.

En esta técnica los parémetros a controlar son los siguientes:

1) Dilucidédn de trabajo del anticuerpo (AC), 2) Limites de
sensibilidad y linealidad de la curva dosis-respuesta, 3)
cantidad de hormona radiactiva, 4) tiempo y temperatura -
de incubacidén para la formacién del complejo antigéno-an-
ticuerpo, 5) tratamiento de las muestras antes de su cuan



tificacién, 6) preparacidén y evaluacidén de los pooles de
control de calidad. A continuacién se describiran las -
técnicas utilizadas para el control de estos paréametros.

En el apéndice 1. se describe de manera mas detallada el
fundamento y los parametros empleados en el RIA.

En la tabla 1 se muestra el nimero y las combinaciones -
utilizadas para la optimizacidén del método analitico.

3.4.4.1 DILUCION DE TRABAJO DEL ANTICUERPO.

La dilucibén de trabjo del anticuerpo se obtuvo a partir de
tres curvas, en las cuales diferentes diluciones del Ac se incu-
baron frente a: 1) una concentracién constante del antigeno ra-
diactivo (Ag*, 5000 cpm) en ausencia de antigeno no radiactivo -
(Ag°), 2) Ag* en presencia de Ag°® en una concentracidn constante
de 15 pg/200 ul, 3) Ag* en presencia de Ag°® en una concentracién
constante de '1000 pg/200 fl'

a) Preparacidén de las diluciones del anticuerpo.

Disolver lentamente 4 mg del Ac en 0.4 ml de agua desioni
zada, para obtener una dilucién inicial de 1:1000. A par
tir de esta solucién efectuar dobles diluciones utilizan-
do una solucién amortiguadora de PBS + gelatina para obte
ner las siguientes diluciones: 1:4000; 1:8000; 1:16000; -
1:32000; 1:64000; 1:128000 y 1:256000. Estas diluciones
deben prepararse el dia del ensayo y no deberan emplearse
después de cuatro dias de su preparaciodn. E

b) Preparacidén de las concentraciones del antigeno no radiac
tivo.

Preparar una solucién etanélica de NET conteniéndo 0.5 -
g/ml; tomar 1 alicuota de 0.1 ml y transferirla a un vial
de vidrio de 20 ml. Evaporar la alicuota hasta sequedad
en atmésfera de nitrégeno. Adicionar 10 ml de una so
lucién amortiguadora de PBS + gelatina e incubar a 40°C -
durante 40 minutos. Agitar en vortex por 1 minuto. A par
tir de esta solucidén preparar dos diluciones con soluciédn
amortiguadora de PBS + gelatina para obtener diluciones -
de 15 y de 1000 pg/200 fl'

c) Ensayo.

Como se especificd en el inciso 3.4.4.1 para determinar la
dilucion de trabajo del Ac, se prepararon tres curvas:
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TABLA 1. PARAMETROS Y CONDICIONES DE TRABAJO PROBADAS PARA LA OPTIMIZACION
DEL RADIOINMUNOANALISIS DE NORETINDRONA

TRATAMIENTO DE

Num. DE CT DE TIEMPO Y TEMP,

COMBINACION 6,7 H-NET DE INCUBACION LAS MUESTRAS
1 5,000 cpm 60°, 37°C + 307, 4°C Directo
2 5,000 cpm 607, 37°C + 30", 4°C Extraccion
3 5,000 cpm 18 hrs, 4°C Directo
4 5,000 cpm 18 hrs, 4°C Extraccion
5 10,000 cpm 607, 37°C + 307, 4°C Directo
6 10,000 cpm 60°, 37°C + 307, 4°C Extraccidn
7 10,000 cpm 18 hrs, 4°C Directo
8 10,000 cpm 18 hrs, 4°C Extraccidn
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Curva 1): a tubos de ensayo para RIA adicionar 100 ul de

cada dilucidén del Ac, 400 pl de solucidén reguladora de -
PBS + gelatina y 100 fl 3H-NET (5000 cpm). Agitar en Vor
tex.

Curva 2): a tubos de ensayo para RIA adicionar 1oodp1 de
cada una de las diluciones del Ac; 200 upl de Ag° en una -
concentracién de 15 pg/200 ul; 200 Pl dc solucidén amorti-
guadora de PBS + gelatina yPIOO‘Pl de 3H-NET (500 cpm). -
Agitar en vortex.

Curva 3): a tubos para RIA adicionar 1oodp1 de cada una de
las diluciones del Ac; 200 pl de Ag°® en uUna concentracién
de 1000 pg/200 ul; 200 pnl de solucidén amortiguadora de PBS
+ gelatina y 1 O;Pl BH/NET (5000 cpm). Agitar en vortex.

El procedimiento fue el mismo para las tres curvas: incu-
bar las muestras a 4°C por 18 hrs.; adicionar 500 ul de -
una solucidén de carbono-dextréan e incubar durante ‘15 min.
a 4°C; centrifugar a 3000 rpm por 15 min. a 4°C; decantar
el sobrenadante en viales de 20 ml y adicionar 5 ml de 11
quido de centelleo. Limpiar los viales con alcohol, agi-
tarlos con vortex 30 segundos y dejarlos reposar 6 horas

a temperatura ambiente, antes de medir la radiactividad -
presente e¢n un espectrofotéometro para emisiones beta.

La dilucidén de trabajo del Ac serad aquella que una al
antigeno (NET) en un 50% y presente una mayor discriminacién en-
tre la curva de NET no radiactiva (Ag®) conteniendo 15 y 1000 pg /
200 fl y la curva que contiene s6lo Ag radiactivo.

3.4.4.2 LIMITES DE SENSIBILIDAD Y LINEALIDAD DE LA CURVA DOSIS-
RESPUESTA.

Para determinar los limites de sensibilidad y linealidad
de la curva dosis-respuesta se tomé en cuenta los resultados de
trabajos anteriores, de aqui que sélo se haya trabajado con un -
s6lo intervalo, el cual fué de 0.78 a 5 ng/ml (100).

a) Preparacién de los estédndares de NET.

Preparar una solucidén de NET etanol absoluto que contenga
una concentracidn de O.5gpg/m1 (solucién A). Corroborar

esta concentracidén por edpectrofotometria de la siguiente
manera: Tomar una alicuota de la solucién A y leer su den
sidad é6ptica (D.0.) a una longitud de onda de 240 nm, em-
pleando como blanco etanol absoluto. Para conocer la con
centracién real, relacionar este valor de D.0O. con el coe
ficiente de extincién de NET: -
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conc. mg/ml = D.0. x P.M,

e
donde:
D.0. = densidad éptica de la solucién A de NET a A= 240 nm
P.M. = peso molecular de NET = 290.41 g/gmol.
&

coeficiente de extincidén de NET = 17378

Una vez verificada la concentracidén de la solucién A tomar
de ésta un alicuota de 1 ml, adicionar 9 ml de etanol absoluto y
agitar en vortex ( conc. 50 ng/ml), solucién B. Tomar una alicuo
ta de 1.2 ml de la solucidén B y evaporar la muestra a sequedad
con nitrégeno; resuspender ésta con 2 ml de suero; incubar la -
muestra a 37°C durante 60 minutos y agitar en vortex por un minu
to. A partir de este estdndard cuya concentracidén es de 30ng/ml
hacer dobles diluciones con suero para obtener las siguientes -
concentraciones: 0.46, 0.93, 1.87, 3.75, 7.5 y 15 ng/ml (0.078,
0.115, 0.31, 0.63, 1.25, 2.5 y 5 ng/ml concentraciones finales en
el RIA). Las soluciones de NET en etanol y refrigeracién son es
tables por 6 meses, mientras que las diluciones en suero sélo por
una semana. Por lo que éstas Gltimas pueden ser congeladas y em-
plearse hasta 6 meses después de su preparaciédn.

b) Determinacidén de linealidad y sensibilidad

Con el fin de determinar si la relacidén entre concentracidn
y LOGIT (ver apéndice 1) era lineal, ‘se elaboraron cinco
curvas de calibracidn en el intervalo de concentraciones

de 0.78 a 5 ng/ml, probando diferentes condiciones de tra
bajo, las cuales se mencionan en la tabla 1. -

Los diferentes ensayos se realizaron de acuerdo con los lineamientos que
se describen posteriormente en el inciso 3.4.5.

3.4.4.3 CANTIDAD DE RADIACTIVIDAD DEL ANTIGENO MARCADO (Ag*).

En el ensayo es de suma importancia determinar el namero
de cuentas totales (CT) y la pureza de la hormona ya que unha so-
bresaturacién de ésta, impediria un buen desplazamiento del anti
cuerpo y la unidén méaxima del mismo podria verse abatida.

a) Determinacidén de la pureza de 6, 7, 3H-—NET (Ag*).

Del vial original de 3H—NET con 55 Ci/mmol tomar una ali-
cuota de 60 pnl y transferirlos a un tubo cénico, la mues-

tra se evapora a sequedad en una atmésfera de nitrégeno.
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De una solucién patrén de NET frio (no radiactivo) con una
concentracién de 100 pg/ml tomar dos alicuotas de 0.5 ml cada una
y se transfieren a dds tubos cdénicos (uno por alicuota) y se eva
poran a sequedad en una atmésfera de nitrégeno.

Ambas muestras (3H—NET y NET frio) se resuspenden en 0.1
ml de etanol absoluto y se aplican con un capilar sobre papel -
cromatografico. Empleando un carril por muestra. Cada muestra
se aplica hasta cinco veces sobre el mismo .punto, secando cada a
plicacidén con nitrdgeno antes de realizar la siguiente aplicacién.

A los extremos de las muestras se aplica un colorante azul,
el cual se emplea como guia para ver el frente de la corrida.

Una vez aplicadas las muestras y el colorante, colocar el
papel dentro de la cémara por 18 horas con el propdsito de satu-
rar a éstas con la fase fija; después de este tiempo adicionar -
la fase m6évil, dejando correr el cromatograma hasta 5 cm antes
del frente del papel, retirar de la cémara el papel y secar a tem
peratura ambiente durante 12 horas aproximadamente.

Una vez seco el cromatograma, cortar la tira donde se co-
rrié el SH-NET y colocarlo en el radiocromatograma con el fin de
detectar la radiactividad presente en la muestra. Para revelar
la mancha de NET frio obtenida en el cromatograma emplear hidra-
zida del acido isonicotinico y secar sobre una parrilla ligera-
mente caliente. Colocar la tira de NET frio sobre el radiocroma
tograma obtenido para verificar que el pico de 3H-NET coincide
con la posicién de la mancha de NET frio.

b) Preparacién de las diluciones del antigeno radiactivo.

Del vial original conteniendo 55 Ci/mmol de 6, 7, 3H-NET
tomar una alicuota de 5 ul y evaporarla a sequedad en una
atmésfera de nitrégeno; ' adicionar 10 ml de solucién regu
ladora de PBS + gelatina y agitar en vortex; incubar la -
muestra durante 10 min. a 37°C y agitar en vortex por un
minuto, para obtener una muestra con 10000 cpm. Esta di
lucién debe corroborarse en un espectrofotémetro para emi
siones beta y no debe tener un error mayor al * 10%. Del
preparado anterior, tomar una alicuota de 5 ml, adicionar
5 ml de solucidén amortiguadora de PBS + gelatina y agitar
en vortex durante un minuto, para obtener una muestra con
5,000 cpm. Esta dilucidén debe corroborarse en un espec-
trofotémetro para emisiones beta y no debe presentar un -
errormayor a * 10%.

c) Ensayo.
Una vez preparadas las dos diluciones conteniendo 5000 y

10000 cpm de Ag radiactivo se probaron bajo diferentes -
condiciones de trabajo, las cuales se encuentran especifi

58



cadas en la tabla 1 de acuerdo con los lineamientos del -
inciso 3.4.5.

3.4.4.4 TIEMPO Y TEMPERATURA DE INCUBACION PARA LA FORMACION DEL
COMPLEJO ANTIGENO-ANTICUERPO.

Los tiempos y temperaturas que se probaron fueron los si-
guientes:

a) 60 min. a 37°C y posteriormente 30 min. a 4°C
b) 18 hrs. a 4°C.

De acuerdo con los lineamientos del inciso 3.4.5.

3.4.4.5 TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS ANTES DE SU CUANTIFICACION.

Con el fin de verificar cual método era mas adecuado para
la cuantificacidon de NET en suero se probaron dos condiciones de
trabajo, el método directo y el método de extracciodn.

a) Método directo.

A 0.1 ml de muestra,adicionar 0.4 ml de una solucién amor
tiguadora de PBS + gelatina, incubar a 60°C durante 30 mi
nutos. Tomar una alicuota de 0.2 ml para el ensayo des-
crito en la seccidén 3.4.5.

b) Método de extraccién.

A 0.1 ml de muestra,adicionar 0.3 ml de solucién amortigua
dora de PBS + gelatina, 0.1 ml de 6, 7, 3H-NET con 1000 -
cpm e incubar la muestra a 40°C por 30 min.; agitar en vor
tex durante 10 seg. Adicionar 5 ml de eter, agitar en vor
tex por un minuto y dejar reposar durante 10 minutos. Con
gelar la muestra sobre hielo seco/acetona; decantar el so
brenadante a otro tubo y evaporar hasta sequedad enun ba-
fio de temperatura regulada a 37°C. Resuspender la muestra
con 0.6 ml de solucién amortiguadora de PBS + gelatina, -
incubar a 60°C por 10 minutos y agitar en vortex durante
un minuto. Tomar una alicuota de 0.2 ml para el ensayo -
descrito en la seccidén 3.4.5 y otra de 0.1 ml para deter-
minar el porciento de recuperacién de extraccidn.

c) Determinacién del porciento de recuperacidén de extraccién.

Tomar 0.1 ml de la muestra previamente tratada con el mé-
todo de extraccidn (inciso b), afiadir 5 ml de liquido de
centelleo, agitar en vortex por 30 seg. y limpiar las pa-
redes ‘externas del vial con alcohol. Dejar reposar las -
muestras durante 6 a 12 hrs. a temperatura ambiente y obs
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curidad continua y determinar la radiactividad de cada -
muestra durante 4 min. en un espectrofotémetro de emisio-
nes beta. E1 ensayo s6lo seréd aceptado si las muestras pre
sentan un porcentaje de recuperacién mayor al 90%. Los cé&l
culos para determinar el % de recuperaciones se detallan
en el apéndice 1.

3.4.5 DESCRIPCION DEL ENSAYO PARA CUANTIFICAR NET EN SUERO POR
RIA.

Este ensayo se empled para probar los diferentes paréame -
tros de trabajo, descritos en lineas anteriores y enmarcados en
la tabla 1. Cuando se hace referencia a la cantidad de "muestra'",
ésta puede ser estandares de NET de la curva dosis-respuesta pre-
parados de acuerdo con el inciso 3.4.6 a) o muestra problema pre
viamente tratadas con el método directo o de extraccidn.

A 0.2 ml de muestra, adicionar 0.2 ml de solucidén amorti -
guadora de PBS + gelatina, 0.1 ml de anticuerpo (en la dilucién
que se haya elegido de31a curva de dilucidon del anticuerpo, inci-
so 3.4.5) y 0.1 ml de “"H-NET con 5000 6 10000 cpm.

Incubar durante 60 minutos a 37°C y posteriormente 30 min.
a 4°C o bien por 18 hrs. a 4°C. Adicionar 0.5 ml de una suspensidn
de carbono-dextran, incubar durante 15 minutos a 4°C y centrifugar
a 3000 rpm por 15 min. a 4°C. Decantar el sobrenadante en un vial de
vidrio y adicionar 5 ml del liquido de centelleo. Agitar en vortex
por 30 seg., limpiar el vial con alcohol e incubar a temperatura
ambiente y obscuridad durante 6 a 12 hrs. Medir la radiactividad
presente en un espectrofotémetro para emisiones beta.

En el ensayo deben incluirse las cuentas totales (CT), la

unién maxima (Bo) y la unidén no especifica (UNE). El concepto y
uso de estos pardmetros se presenta en el apéndice 1. Los resulta-
dos de los estadndares de NET se expresan como LOGIT (apéndice 1)
y se construye la curva dosis-respuesta graficando LOGIT contra log
concentracion de NET, a partir de la cual se interpolan los valo -
res de LOGIT de las muestras desconocidas para conocer sus res --—
pectivas concentraciones.

3.4.6 CONTROL DE CALIDAD DEL RIA DE NET.

Dado que en muchos casos la precisibén de la curva dosis-res-
puesta no es uniforme, y que la reproducibilidad puede verse afec-
tada por cambios en las condiciones del andlisis y/o en la composi
cién de los reactivos, es necesario incluir para la variacién in -
tra e interanalisis varias muestras con concentraciones conocidas
de hormona: Concentracién baja (A), concentracidén media (B) y con-
centracién alta (C), colocadas en tres posiciones diferentes de la
curva dosis - respuesta de NET. Generalmente la: muestras de control
de calidad existen comercialmente en le mercado, en este caso en
particular no es asi, por lo que primero fueron preparadas y evalua
dos en el laboratorio, antes de que estas muestras de control de
calidad fueran empleadas como tales.
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3.4.6 a) PREPARACION DE LAS MUESTRAS DE CONTROL DE CALIDAD.

A partir de una solucidén etandélica de NET con concentracién
igual a 2.5 ug/ml, tomar una alicuota de 1 ml y evaporarla a se -
quedad en una atmésfera de nitrdgeno. Adicionar 5 ml de suero e
incubar a 37°C por 10 min.; adicionar nuevamente 5 ml de suero e
incubar a 37°C por 10 min. Este procedimiento se repite hasta que
se hayan adicionado 25 ml de suero; para obtener una solucidén con
una concentracién de 100 ng/ml (concentracién alta (C)). Por Glti
mo, agitar en vortex por 1 min.

De la muestra (C) tomar una alicuota de 5 ml y transferirlos
a otro vial. Adicionar 15 ml de suero y agitar en vortex por 1
min., para obtener una solucidén con una concentracién de 25 ng/ml
(concentracién media (B)). De ésta tomar una alicuota de 2 ml, adi
cionar 18 ml de suero y agitar en vortex durante 1 min., obtenién-
dose asi la concentracidén baja (A) con una concentracién de 2.5
ng/ml.

Estas muestras pueden conservarse hasta 6 meses en congelacidn.
3.4.6 b) EVALUACION DE LAS MUESTRAS DE CONTROL DE CALIDAD.

La evaluacidén de las muestras de control de calidad se -
realiza de acuerdo a los lineamientos descritos en las secciones
3.4.4.5 b) y 3.4.5 determinidndose ademds la variacién intraanali-
sis (diferentes ensayos en el mismo dia) e interandlisis (dife -
rentes ensayos en diferentes dias).

Para conocer el valor real de las muestras, el valor obte-
nido de LOGIT de cada uno fué interpolado en la curva dosis-res -
puesta de LOGIT contra concentracidén de NET.

En el apéndice No. 1 se resume el protocolo a seguir para
la preparacién de la curva dosis-respuesta y el andlisis de 1las
muestras desconocidas tomando en consideracidén las condiciones de
trabajo seleccionadas.
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3.5 ESTUDIO DE BIOEQUIVALENCIA DE LAS DIFERENTES FORMULACIONES
DE NET EN VOLUNTARIOS SANOS.

3.5.1 FORMULACIONES.

Las formulaciones utilizadas en este estudio fueron:
a) Producto comercial. Tabletas a granel de Syntex, DianoéR)
conteniéndo 0.5 mg de NET.

b) Formulacién control. Anticonceptivo hormonal oral control.
Cada capsula contiene 0.35 mg de NET (NET: LACT).

c) Formulacién experimental. Anticonceptivo hormonal oral pro
puesto como formulacién de liberacidén sostenida. Cada cap
sula contiene 0.35 mg de NET y 1,4 mg de colesterol (NET:
COLEST).

3.5.2 POBLACION DE ESTUDIO.

En el estudio participaron 10 voluntarios clinicamente sa
nos, 5 de sexo femenino y 5 de sexo masculino, entre 20 y 30 afios
de edad, de 50 a 70 kg de peso y entre 1.55 y 1.75 mts. de esta-
tura. Las mujeres ademés presentaban un ciclo menstrual regular.
Ningin voluntario tenia antecedentes de enfermedades enddcrinas
¥y no habian estado sometidos a -tratamiento medicamentoso crédnico,
no presentaban padecimientos gastrointestinales ni enfermedad -
febril, las dos semanas previas al estudio, ninguno tenia antece
dentes de alcoholismo o adiccidén a drogas o a otros compuestos -
quimicos ni presentaban alguna enfermedad actual que requiriera
ser tratada con esteroides.

3.5.3 DISENO EXPERIMETNAL.

La administracidén de las formulaciones se realizd utilizando
un "Disefio de Bloques al Azar".

A cada voluntario se le administraron las formulaciones en
una dosis Unica por via oral con 100 ml de agua natural, después
de la toma de sangre basal (0 min.). En el caso del sexo femeni
no la dosis fué administrada el 5% dia del cliclo menstrual (con-
tando a partir del primer dia de sangrado). Para el sexo mascu-
lino la adminsitracidén se realizd sin una fecha especifica y en-
tre la administracidén de una y otra formulacidn transcurrié un -
periodo de cuando menos 2 semanas.

Se tomaron 8 ml de sangre venosa de una de las venas ante
cubital.
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.Para la formulacién comercial (Dianor) y el control (NET:
LACT), los tiempos de muestreo fueron: O min. (antes de la ad-
ministracién) y después de la dosis a la 0.5,1, 1.5, 2, 4, 8,12,
24 y 36 hrs.

Para la formulacién experimental (NET: COLEST) ademés de
los tiempos antes mencionados se tomaron muestras a las 48, 60,
y 72 hrs. después de la dosis; Todas las muestras fueron centri-
fugadas por 15 min. a 3000 rpm. y el suero separado se congeld a
-20°C hasta el momento de su andlisis por RIA. La cuantificacién
de NET en las muestras séricas se realizé cuando menos por dupli
cado. El dia del estudio todos los voluntarios se presentaron en
ayuno de 10 hrs. y cada uno de ellos fué instalado en una unidad
metabdélica en la que permanecieron las primeras 4 horas, durante
las cuales se tomaron las muestras de sangre venosa a través de
un catéter endovenoso.

Después de este tiempo (4 hrs.), se retird el catéter y -
se didé una dieta estidndar 1ligera, compuesta por un emparedado -
de jamén, una pieza de fruta, una gelatina y 200 ml de jugo de -
fruta. Después de 8 horas de iniciado el estudio la ingestidén de
alimentos fué "ad-libitum" evitando el exceso de grasa y picante.

A los voluntarios se les indicdé que deberian evitar hacer
ejercicio fisico intenso oprolongado, no podian ingerir bebidas
alcoholicas ni fumar, tomar café o productos que contenian cafei
na, en las 24 hrs. previas al estudio ni durante el mismo. -
Ademéas, dos semanas previas al estudio y durante el mismo deberian
evitarse el uso de farmacos que originaraq@nduccién enzimatica o
tuviesen interaccién con la Noretindrona.
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IV. RESULTADOS
4.1 DETERMINACION DE LA PUREZA DE NET UTILIZADA.

4,1.1 PUNTO DE FUSION.

El punto de fusidén obtenido fué de 203 a 205°C, el valor
reportado en la U.S.P. es de 202-208°C (45).

4,1.2 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA.

La cromatografia en capa fina utilizando acetato de etilo:
benceno como fase mévil presentd una sola mancha con un Rf de 0.8,
el cual corresponde coh el valor reportado por Nygren y Colab. -
(128).

4.1.3 ESPECTRO DE ABSORCION ULTRAVIOLETA.

El espectro de u.v. como lo muestra la figura 1, presentd
un méximo de absorcién a A= a 240 nm, el cual corresponde con lo
indicado por la U.S.P. (45).

4.1.4 ESPECTRO DE ABSORCION EN INFRAROJO.

En la figura 2 se presenta el espectro obtenido, el cual
es caracteristico para Noretindrona.
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4.2 DETERMINACION DE LA PUREZA DE NET DESPUES DEL PROCESO DE
FUNDICION.

Con el fin de garantizar que NET no se descomponia después
del proceso de fundicién y enfriamiento brusco en hielo seco/acetona
(secciones 3.2.3 y 3.2.4), se determindé su pureza por cromatogra
fia en capa fina y por espectrofotometria de absorcién -en luz ul
travioleta e infrarojo.

Al efectuar la cromatografia en capa fina utilizando el -
sistema acetato de etilo: benceno, se encontr6 que tanto el .pa-
trén de referencia (NET sin fundir) como la muestra (NET fundido)
presentaron una unica mancha con un Rf de 0.82.

En la figura 3 se presenta el espectro de u.v. en el cual
se observa que el méximo de absorcién, al igual que el de NET sin
fundir, fué a 240 nm.

Asimismo la muestra de NET fundida presentd un espectro =
de absorcién al infrarojo caracteristico para NET (figura 4).
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4.3 CONTROL QUIMICO DE LAS DIFERENTES FORMULACIONES DE NET.
4.3.1 METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR NET EN LAS FORMULACIONES.

4.3.1 a) CURVA PATRON DE NET EN ETANOL.

En la figura 5 se muestra la curva tipica promedio de No-
retindrona en etanol, obtenida al utilizar el método espectrofo-
tométrico.

En la tabla 2 se presentan los valores promedio (x) de den
sidad éptica de ocho repeticiones con sus respectivas desviacio-
nes estadndar (J) y sus coeficientes de variacién en porciento -
(c.v.).

4.3.1 b) CONTENIDO PROMEDIO DE NET EN LA FORMULACION EXPERIMENTAL.
NET: COLEST: LACT.

La preparacion de la meézcla de NET.-+ colesterol se acepté
después de repetirla cuatro veces, el contenido promedio de NET
obtenido en este paso intermedio (NET + COLEST) de la preparacién
de esta formulacibén se muestra en la tabla 3.

Después de la adicidén de la lactosa a la mezcla de NET +
COLEST, el contenido promedio de NET fué del 96% (tabla 3) y fi-
nalmente después de encapsular la mezcla de NET: COLEST: LACT -
(producto terminal) este contenido fué del 93.53% (tabla 3).

4.3.1 c) CONTENIDO PROMEDIO DE NET DE LA FORMULACION CONTROL.
NET: LACT.

Después de tres intentos en la preparacién de NET + Lacto
sa, se obtuvo un porciento de NET dentro de lo establecido por -
la U.S.P., el valor obtenido fué del 96.75% de la dosis deseada
(tabla 3) mientras que el contenido promedio de NET después de
encapsular esta muestra, fué del 93.85% (tabla 3).

4.3.1 d) CONTENIDO PROMEDIO DE NET EN EL PRODUCTO COMERCIAL.
DIANOR (R),

El contenido promedio de NET que se obtuvo después de 10 de-
terminaciones fué del 95.08%, en la tabla 3 se reporta este valor
promedio con su respectiva desviacidén estédndar (J) y coeficiente
de variacién en porciento (c.v.).
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TABLA 2. VALORES PROMEDIO DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS DE LA DETERMINACION
DE NORETINDRONA EN ETANOL ABSOLUTO (n=8)

Concentracién de Valores de D.0. A =240 nm
Noretindrona
1 —
(Mg/m1 ) X o CeVe
1.25 0.0807 0.0037 4.66 %
2.5 0.1568 0.0045 2.91 %
5 0.303 0.0138 4.57 %
10 0.590 0.0052 1.56 %
20 1.130 0.026 2.3 %
m = 0.05613
r = 0.9997
b = 0.01527



TABLA 3.

DEL DESARROLLO DE LAS MISMAS.

I. Formulacidén experimental, Net: colest: Lact

CONTENIDO DE NET EN LAS DIFERENTES FORMULACIONES, DURANTE Y AL TERMINO

Contenido promedio| Net: colest | Net: colest: lact Net=colest=1act
de Net (producto termi-
nal)
X 97.8 % 96 % 93.53 %
a 1.85 2.022 0.026
C.V. 1.9 % 2.10 % 7.2 %
n 6 6 10

II. Formulacidén control. Net=Lact

Contenido promedio
de Net

Net: lactosa

96.75 %

0.3535

0.305 %
6

Net: lactosa
(producto termi-
nal)
93.85 %
0.9429
0.5252
10

III. Producto comercial. Dianor

Contenido promedio Net
de Net
X 95.08 %
a 1.7149
C.V. 1.80 %
n 10 %
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4.3.2 VARIACION DE PESO DE LAS DIFERENTES FORMULACIONES DE NET.

En la tabla 4 se presentan los valores promedio (x), la
desviacién estandar, (G) y el coeficiente de variacidn en porcien
to (% c.v.) obtenidos al determinar la variacién de peso de las cap
sulas vacias, las cépsulas llenas de la mezcla correspondiente -
(formulacién experimental o control) y de las tabletas en el caso
del producto comercial; asi -como el promedio de la mezcla de NET:
COLEST: LACT 6 NET: LACT obtenidos por céapsula.
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TABLA 4.

VARIACION DE PESO DE LAS DIFERENTES FORMULACIONES DE NET.

Formulacidn Formulacidn Producto
Experimental Control Comercial
(Net=colest=lact) ( Net= lact)| Dianor
Cépsulas X 0.04927 g 0.05004
vacias ) 0.0017 0.00097
CeVe 3.6 % 1.94 %
n 0 0
Capsulas X 0.10426 g 0.10499
Llenas T 0.0017 0.0009
CeVe 1.58 9% 0.95 %
n el 0
Tabletas X 0.1008 g
a 0.0017
CaVe 1.7 %
n 30
Peso prome| X tedrico  0.055 g 0.055 g
dio de la | _
mezcla por| X calculado 0.05499 g 0.05495 g

cépsula




4.4 OPTIMIZACION DEL METODO ANALITICO.

4.4.1 DILUCION DE TRABAJO DEL ANTICUERPO.

En la figura 6 se muestran las curvas promedio (n=5) del
log de la dilucidén del anticuerpo contra porciento de unidén de
6, 7 3H-NET utilizando a) Ag radiactivo (5000 cpm) en ausencia
de antigeno no radiactivo (-e-), b) Ag radiactivo en presencia
de Ag no radiactivo en una concentracién de 15 pg/200 ul (-8-)
y c¢) Ag radiactivo en presencia de Ag no radiactivo eﬁpuna con-
centracién de 1000 pg/ZOO/pl (-a-).

4.4.2 DETERMINACION DE LA PUREZA DE 6, 7 3H-NET.

En la figura 7 se muestra el pico obtenido del radiocro-
matograma de 6, 7 3H-NET en el cual se observa que éste coincide
con la mancha de NET frio obtenida de la cromatografia en papel.

4.4.3 VALIDACION DE LA CURVA DOSIS-RESPUESTA DE NORETINDRONA:EN
SUERO UTILIZANDO EL METODO DE RADIOINMUNOANALISIS.

Las condiciones de trabajo que se probaron para la valida
cién de la curva dosis-respuesta de NET en suero, fueron:

a) Cuentas totales (CT) del antigeno radiactivo (6, 7 SH-NET) :
5000 cpm y 10000 cpm.

b) Tiempo y temperatura de incubacidén para la formacidn del
complejo antigeno-anticuerpo, 60 min. a 37°C y posterior-
mente 30 min. a 4°C o bien 18 hrs. a 4°C.

c) Tratamiento de las muestras séricas antes de su cuantifi-
cacién por RIA: método directo y método de extraccidn.

En la tabla 1 se presentan las combinaciones probadas, y
en la tabla 5 se encuentran los resultados obtenidos de la concen
tracidén minima detectable, la pendiente (m), el coeficiente de -
correlacién (¥), el porciento de unién maxima (%Bo), el porciento
de unién no especifica (% UNE), la dosis al 50% (D 50%) y el por-
ciento de recuperaciones (cuando se empled el método de extrac-
cidén), de la curva dosis-respuesta de NET en suero utilizando el
método de RIA, para estas combinaciones.

De las combinaciones probadas se eligié la No. 4 por pre-
sentar los mejores resultados (seccién 5.3.2), por lo cual se -
procedié a de terminar la reproducibilidad de la dasis-respuesta de
NET con las condiciones de trabajo de la combinacién No. 4: -
5000 cpm como cuentas totales de 6,7 3H-NET, 18 hrs a 4°C como -
tiempo y temperatura de incubacidén para la formaeidén del complejo
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TABLA 5. PARAMETROS DE LA CURVA DOSIS-RESPUESTA DE NET EN SUERO UTILIZANDO EL METODO DE
RADIOINMUNOANALISIS DESPUES DE REALIZAR OCHO COMBINACIONES CON LAS DIFERENTES
CONDICIONES DE TRABAJO DE ACUERDO CON LA TABLA 1 (n=5)

Num,. de Combing Conc. minima

cién (De acuer— detectable

do con la tabla (ng/ml) m r Bo UNE D50% % de

1) (%) (%) (ng/ml) Recuperaciones
1 0.156 2.0 0.9< 57 2 0.215 -
2 0.078 —2.25 0.99 60 1 0.143 97
4 0.078 —2.28 0.995 63 1 0.16 94
6 0.078 -2,10 0.98 50 2 0.343 93
7 0. 156 -2.03 0.988 a0 3 0.415 -
8 0.078 —2.12 0.98 50 2 0.339 96

m = pendiente

r = coeficiente de correlacidn

b = interceptc

Bo= unién méxima

UNE= unién no especifica

D50%= dosis al 50%




antigeno-anticuerpo y el método de extraccidén como tratamiento -
previo de las muestras antes de su cuantificacién por RIA.

4.4.4 VALIDACION DE LA CURVA DOSIS-RESPUESTA LINEARIZADA DE NET.

Con el fin de validar el método se determinaron las varia
ciones del %Bo, %UNE, D50%, m, r y % de recuperacion

En la figura 8 se muestra la curva dosis-respuesta de NET
en suero resultante de 16 ensayos independientes, en la cual se
observa la linealidad del método endintervalo de concentraciones
de 0.078 a 5 ng/ml (las barras verticales indican la desviacién
estandard de cada punto), con una pendiente igual a -2.275 y un
coeficiente de correlacién de 0.9950.

En la figura 9 se presentan las variaciones obtenidas a -
lo largo de las 16 determinaciones independientes. Como media -
aritmética (x) mas-menos una y dos desviaciones estandares (%15,
t25) del porciento de unién méxima (%Bo), porciento de la unién
no especifica (%UNE) y dosis al 50 porciento (D 50%). Las varia
ciones en los valores de la pendiente (m), coeficiente de corre-
lacidén (r) y en el porciento de recuperaciones se presentan en -
la figura 10.

4.4.5 CONTROL DE CALIDAD DEL RADIOINMUNOANALISIS DE NET.

Se encontré que al utilizar la combinacidén No. 4 dela ta-
bla 1 (5000 cpm de CT, tiempo y temperatura de ineubacidén de 18
hrs. a 4°C y el método de extraccidén como tratamiento previo de
las muestras antes de su andlisis), la exactitud y precisidén con
respecto a la evaluacidén de 1las muestras de control de calidad de
NET fueron mayores.

Los resultados obtenidos con respecto a la variacién intra
andlisis, después de 10 determinaciones independientes y a la va
riacidén interandlisis después de 16 determinaciones, para la eva
luacidén de las muestras de control de calidad de NET, se muestran
en la tabla 6.

Para valorar la calidad del RIA de NET, a lo largo de 16
ensayos se cuantificaron estas muestras y se registro su variabili
dad a través de los mismos.

En la figura 11 se presenta la grafica representativa del
control de calidad del método de radioinmunoandlisis para la cuan
tificacién de NET en suero, en la cual se muestran las variaciones
a lo largo de las 16 determinaciones de las 3 muestras de control
de calidad de NET. Estas variaciones se reportan como la media
aritmética (x) mads-menos una y dos desviaciones esténdar (#*185,

+ 25).
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Logit de la respuesta
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0.078 0.156 0.312 0.625 1.25 25

Logaritmo de la concentracion de Net (ng/ml)

Figura 8 Curva dosis - respuesta linearizadade Noretindrona en
suero empleando el metodo de radicinmunoandlisis
(N=16).
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TABLA 6,

EVALUACION DE LAS MUESTRAS DE CONTROL DE CALIDAD DE

NORETINDRONA.

a) VARIACION INTRA-ANALISIS

Muestra A B C

Valor téorico 2/0.2 ml) 83.3 833 3333

X Valor calculado P9/0.2 m1) 86.98 862 3243

s 6.61 66.3 207.5

% CaVe 7.6 747 6.4 "/

n 10 10 10

Exactitud +4, 3B% +3.48 -2.70%
b) VARIACION INTERANALISIS

Muestra A B C

. . g

Valor téorico( ~/0.2ml) 83.3 833 3333

X Valor calculado (F/0.2 ml) 87.16 880 3467

S 5.9 53.43 314.68

% CaVe 6.7 6 9

n 16 16 16

Exactitud +4.63% +5.6% +4%

A = concentraci6n baja

B = concentracitn media

C = concentracidn alta

84




S8

Pendiente

2S o o o M

s & —— - = — - - - - - - ____/'_\__ ~ T — -
5 575 N ‘/-—. .
¢ —— S—— .

e e LN T T
2 e
Coeficiente de Correlacion
253 - -
I's o e e M L w2
. e e e o . ./‘ . N

0.995 —~. 4 AN 7
e LN DN N
-2s e e e e e e e e e e e e e —_—_— i
°/c Recuperacion
29 e e e o e e e e e L e e s
o\.
--——----————/ —————————————-———/A———&'—-—-
94.03 /\\ pa

Figura 10 Fluctuaciones obtenidas de la pendiente (m), el coeficiente de correlacion (r) y el por
ciento de recuperacion a lo largo de los 16 ensayos de RIA para la validacion de la
curva dosis respuesta linearizada de Noréetindrona.



98
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Figura 11 -

Control grafico de las muestras de control de calidad de radicinmunoandlisis de No-

retindrona.

A = Concentracion baja
B = Concentracion media
C = Concentracion alta



4.5 ESTUDIO DE BIOEQUIVALENCIA DE LAS DIFERENTES FORMULACIONES
FARMACEUTICAS DE NET EN VOLUNTARIO SANOS.

4.5.1 POBLACION DE ESTUDIO.

Al seleccionar los voluntarios se tomé la precaucidén de que
no existiera una gran variabilidad entre caracteristicas tales co
mo la edad, el peso y la estatura, asi como habitos alimenticios
y de ejercicio. En su mayoria (7 de 10) eran estudiantes.

En la tabla 7 se muestran las variables biolégicas de los
10 voluntarios, 5 de sexo femenino (F) y 5 de sexo masculino (M),
que fueron seleccionados para realizar el estudio de bioequivalen
cia de NET. De ésta puede observarse que las fluctuaciones en
edad (23 a 27 afios), peso (52 a 70 kg) y estatura (1.55 a 1.72 m)
son pequefias.

4.5.2 DISENO EXPERIMENTAL.

Como se habia mencionado en la seccién de Parte Experimen-
tal, el estudio de bioequivalencia se realizé utilizando un disefio
estadistico de "bloques al azar".

En el caso del sexo femenino las formulaciones se adminis-
traron entre el cuarto y sexto dia del ciclo menstrual.

Para el sexo masculino la administracidén de cada formula-
cidén se realizé en intervalo de 30 dias, entre cada una de ellas.

En la tabla 3 se muestra el disefio en bloques utilizadoc.
separandolos en dos grupos (sexo femenino y sexo masculino) y la
secuencia de administracidédn de las tres formulaciones farmacéuti
cas de NET. -

Para registrar las observaciones durante la administracién
del farmaco y el periodo de la toma de las muestras sanguineas,
se empled una hoja control por voluntario.

4.5.3 PERFILES DE NET EN SUERO CON RESPECTO AL TIEMPO.

En el apéndice 3 se presentan los valores individuales de
la concentracidén en suero de NET a cada tiempo de muestreo. En
estas tablas se ha incluido tanto la concentracién en suero obser
vada (C obs.), como la concentracién estimada (C est., valor ajus
tado al aplicar el método de los residuos (181)). En la tercera
columna se enlista el porciento de desviacién (% Desv.) el cual
representa la diferencia en porcentaje del valor de C obs. menos
la de C est.
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TABLA 7

VARIABLES BIOLOGICAS DE LOS VOLUNTARIOS QUE PARTICIPARON EN EL
ESTUDIO DE BIOEQUIVALENCIA DE NORETINDRONA

6 - FDB
7 - HOM
8 - GER
S5 - RIC
10 - SAM

70
60
65
68
52

Voluntario Sexo Edad Peso Estatura
(afios) | (ko) (m)
T - LYE F 26 52 1.56
2 - MC F 24 55 1.55
3 - MaL F 27 60 1.56
4 - CARM F 24 60 1461
F

5 - LTF 27 62 1455
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Tabla 8.

BLOQUES

BLOQUES

Distribucion de los voluntarios y las diferentes. formulaciones farma-

ceuticas empleando el disefio de bloques al azar utilizado
en el estudio de bioequivalencia.

TRATAMIENTOS

A =Producto comercial = Dianor

B =Formulacion control = Net = Lact
C =Formulacion experimental =Net: Colest : Lact

No. Volunfario Fersni)r(t?no 1° adm. | 2> adm. | 3° adm.
L LYE B C A
2. Mc A B c
3 Mol B A c
4 CARM A C B
5 LTF B C A
TRATAMIENTOS

No Voluntario Massiﬁlci)no P adm | 2 adm | 3 adm.
na FbB B A ¢
7| oM A B |
o »8 ) ﬂ_—éER | C B A
9 RIC B c A
10 SAM A B c

®
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En este mismo apéndice se presentan las graficas de la con
centracién estimada en suero de NET contra el tiempo para cada uno
de los voluntarios. Para lograr una mejor apreciacién de las mis
mas, en una sola gréafica se presentan los perfiles obtenidos de un
mismo voluntario después de la administracidén.de las tres formula
ciones farmacéuticas, por lo cual la formulacidén de NET: COLEST:
LACT, s6lo se graficé hasta las 36 horas.

Una vez obtenidos los perfiles séricos de NET contra tiempo,
se procedidé a determinar el modelo farmacocinético utilizando el
criterio de Akaike (AIC) (el cual se describe en el apéndice 2),
encontrandose que para todos los voluntarios y las tres formula-
ciones el modelo seleccionado fué modelo abierto de dos comparti-
mientos (MADC) excepto para la voluntaria No. 3-MAL, la cual pre-
sentd un modelo abierto de un compartimiento (MAUC).después de la
administracién del producto comercial, no asi para las formulacio
nes control y experimental, el cual también fué de dos comparti-
mientos.

En el apéndice 4 se muestran los parametros farmacocinéti-
cos calculados, de manera individual. Los valores de Cpméax, tmax
y t [NET] > 1 ng/ml se obtuvieron por observacién directa de las
graficas de concentracidén en suero de NET contra tiempo; el ABC®
se calculé utilizando el método de los trapezoides; ko fué obteni
da segin Zerbe y Colab. (182) y el resto de los pardmetros fueron
calculados empleando el método de los residuos (181) (apéndice 2).

En la tabla 9 se presentan los valores promedio de la con-
centraci6én observada (C obs)y estimada (C est) en funcidén del tiem
po, obtenidos en los cinco voluntarios del sexo femenino. También
se indica el porciento de desviacidén (% Desv.) y en la parte infe
rior de cada vaior de C est el error estandar correspondiente a
cada punto. Para el producto comercial se promediaron los valores
de cuatro voluntarias, ya que la voluntaria No. 3-MAL se descartd
por presentar grandes fluctuaciones en los valores de concentracidn
sérica. Dado a que estas variaciones no se presentaron al adminis
trac la formulacién controly la experimental, en estos casos, los
valores promedio fueron de las cinco voluntarias.

En la figura 12 se presentan los perfiles promedio de la
concentracidén sérica de NET contra tiempo, de las tres formula-
ciones farmacéuticas estudiadas en las voluntarias del sexo feme
nino.

En la tabla 10 se enmarcan los valores promedio de la con
centracidén observada y estimada de NET en funcidén del tiempo ob-
tenidos de los voluntarios de sexo masculino (n=5). Asi como tam
bién el porciento de desviacidén obtenido de la diferencia de C obs
y C est, y el error estadndar correspondiente a cada valor de -
C est.
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TABLA

Tiempo
hres

0.5

1.5

12

24

36

48

60

72

9  DATOS PROMEDIO DE LA CONCENTRACION SERICA A LOS DIFERENTES TIEMPOS DE MUESTREO

DESPUES DE LA ADMINISTRACION DE UNA DOSIS ORAL DE 0.35 mg DE NORETINDRONA DE

TRES FORMAS FARMACEUTICAS A CINCO VOLUNTARIAS CLINICAMENTE SANAS DE SEXO FEME-

~ Net: Colest:Lact

NINO.
Dianor

Cob. Cest | % DesVv

1.4 1.0 |-28.57
+ 0.27

3.45 .05 |-11.59
+ 0.43

3.22 3.3 2.48
+ 0.45

2.96 3.10 4.72
+ 0.69 .

1.92 1.90 {-1.04
+ 0.29

0.992 0.95 }4.23
+ 0.20

0.633 0.76 20
+ 0.12

0.559 0.585 }4.6
+ 0.108

0.478 0.453 §-5.23
+ 0.06

C obs= Concentracién observada

., Net: Lact
Cob Cest | % Desv Cobs | Cest |y pesy
1.02 | 1.00 }-1.96 0.878| 0.88 | 0.22
. | +0.07 +0.15
1/68 | 2.10 25 1.151) 1.20 | 4.25
' 1 x0.27 +0.17
2128 | 2.40 | s.28 1.458] 1.45 |-0.61
| $0-40 + 0.15
2.43 | 2.25 |-7.40 1.706 | 1.55 |-9.14
1+0.22 +0.18
{50 | 1.30 |-13 1.524| 1.56 | 2.36
' +0.13 "]+ o0.33
0.88 | 0.88 | o 1.4462] 1.55 | 7.19
o fs0.12 +0.34
0.66 | 0.72 9 1.229 | 1.30 |5.27
1+0.07 . +0.19
I
0.516 | 0.54 4.6 0.85 0.90 | 5.88 |
+0.04 + 0.06
0.417 | 0.401 | -3.8 0.715 | 0.692 | -3.21
+0.08 +0.10
b.62a | 0.527]-15.6
©|+.0.07
0.554 | 0.402 | -27
; + 0.06
; +
0.44 0.307 | -30.2
+ 0.05

i
Cest = Concentracién estimada al aplicar el método de los residuos

% Desv = Diferencia porcentual entre Cob y Cest

En la parte inferior de cada valor de Cest se reporta + error estandar
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(ng/ml)

Cencentracion en suero de Net

12 18 24 0 36

(o) 3

Tiempo en Horas

Figura 12 Concentrocuon serica promedlo de Noretindrona contra tiem_
po, despues de la administr CSC|on de una dosts oral Unica de

0.35 mg de Net de Dianor--O- (n=4) Net :Lact -A- (n=5)
y Net: colesf Lact -f1- (n=5) en una poblacion feme-

nina.
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Los perfiles obtenidos de la concentracién estimada prome-
dio de NET en suero contra tiempo en el sexo masculino, para cada

una de las tres formulaciones farmacéuticas se muestran en la fi-
gura 3.

En la tabla 11 se muestran los paradmetros farmacocinéticos
promedio y los intervalos de confianza al 95% obtenidos después de
la administracién oral de las tres diferentes formas farmacéuticas
de NET. Estos valores promedio fueron calculados a partir de los
datos individuales que se encuentran en el apéndice 4.

93



TABLA 10 DATOS PROMEDIO DE LA CONCENTRACION SERICA CONTRA TIEMPO DESPUES DE LA ADMINISTRACION
DE UNA DOSIS ORAL DE 0.35 mg. DE NORENTINDRONA DE TRES FORMAS FARMACEUTICAS A CINCO
VOLUNTARIOS CLINICAMENTE SANOS DE SEXO MASCULINO.

Dianor Net: Lact Net:Colest :Lact
Tiempo Cobs Cest | % Desv Cobs | Cest | % Desv Cobs Cest | % Desv
hes
0.5 1.84 1.35 -26 1.000 | 0.905] -10.3 1.164 | 1.164] o
+0.55 *o.26 %0.3
1.0 3.167 3.3 4.19 1.703| 1.60 | -6.05 1.448 | 1.44 | -0.55
*0.74 0.22 *0.47
1.5 3.713 3.5 | -5.7 1.83 | 1.80 |-1.63 1.387 | 1.45 | a.s
10.56 +0.306 t0.55
2 2.769 3.4 | 22.7 1.52 | 1.60 | 5.26 1.442 | 1.44 |-0.13
*0.26 *0.27" $0.45
4 1.336 1.60 | 19.76 0.98 | 0.87 }11.2 1.322 | 1.35| 2.11
+0.11 + 0.21 t 0.10
8 0.75 0.:92 22 0.600| 0.60 0 1.188 | 1.20 | 1.01
* 0,08 *0.13 t0.10
12 0.51 0.514| 0.78 0.438| 0.449| 2.5 1.10 1.15 | 4.54
+ 0.095 +0.05 *0.2
24 0.39 0.383| 1.79 0.364| 0.345] -5.2 0.556 | 0.65 |16.9
+0.07 *0.05 | *o.06
36 0.284 0.286| 0.70 0.259| 0.265| 3.31 0.481 | 0.42 }12,7
+ 0.07 ' +0.03 *0.06
, .
48 : 0.416 | 0.317] -23.8
+0.086}
60 0.344 | 0.239}-30.5
+0.08
72 ! 0.28 0.181} -35.3
+0.08
Cobs= Concentracién observada . ;

Cest= Concentracién estimada al apliéér el método de los residuos.
%Desv.= Diferencia porcentual de Cest menos Cobs.
En la parte inferior de cada valor de Cest s€ reporta ¥ el error es;éhdarf
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Concentracion en suero de Net (ng/ml)

0.1 :

6 12 8 24 %0 36

Tiempo en Horas

Figura 13 Concentracion sérica promedio de Noretindrona contra
tiempo , después de la adn&inistmcion de una ddsis oral
unica (0.35 mg.) de Dianor~ (-O-) Net:Lact (2¢) y
Net :colest: Lact (-4-),a 5 voluntarios de sexo masculino.
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V. DISCUSION DE RESULTADOS.

5.1 DETERMINACION DE LA PUREZA DE NET ANTES Y DESPUES DEL PRO
CESO DE FUNDICION.

Para la elaboracién de una formulacién farmaceutica es de
suma importancia la pureza del principio activo a emplear. Para
NET esta fué verificada con la determinacién de su punto de fu-=
sién, el cual fué de 203° a 205°C, también se le determindé su Rf
por cromatografia en capa fina siendo éste igual a 0.80; En las
figuras 1 y 2 se muestran los espectros de absorcidén al u.v. e
I.R. respectivamente, en los cuales se puede observar que corres
ponden a NET. En base a todos estos resultados, se demuestra la
pureza de la NET utilizada.

Dado que para obtener las formulaciones de NET: COLEST: -
LACT y de NET: LACT la Noretindrona se fundié y enfrid bruscamen
te, se verificé que el farmaco no sufriera cambios estructurales.

E]l Rf calculado de una cromatografia en capa fina fué igual
al obtenido de NET sin fundir, de igual manera s6lo se obtuvo una
s6la mancha, lo que indica que NET no se descompone o degrada, =
después de este proceso. Por otro lado, tanto en el espectro de
u.v. (fig. 3) como en el de I.R. (fig. 4), no se detectaron dife
rencias conrespecto a los de la muestra de NET no fundido. Por
lo que los resultados obtenidos de los parédmetros antes menciona
dos indican que NET después de ser fundida y enfriada brusca
mente no se descompone y mantiene su grado de pureza.

Algunos estudios en animales han demostrado un aumento sig
nificativo en la potencia de hormonas esteroides cuando éstas son
administradas en formas de liberacién sostenida (147). La mayo-=
ria de estas son preparadas como implantes subcutédneos y emplean
polimeros o lipidos como vehiculo: la desventaja que presentan,
sobre todo éstos uUltimos es su baja reproducibilidad en la elabo
racién y por lo tanto en la respuesta farmacoldgica. Joseph y Co
lab. (146) ofrecen una alternativa a éste problema, que es la -
elaboracién de implantes de liberacidén sostenida a base de una -
mezcla eutectica del esteroide con esteroles. De acuerdo con los
reportes de estos autores, fué con el colesterol con el que obtu
vieron mejores resultados.

En base a estos antecedentes, se eligidé al colesterol para
la elaboracién de la formulacién experimental. La proporcidén em
pleada de colesterol: NET fué de 4:1, ya que ésta proporcionaba
una mezcla eutéctica.
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5.2 CONTROL QUIMICO DE LAS DIFERENTES FORMULACIONES FARMACEU-
TICAS DE NORETINDRONA.

Es de vital importancia contar con un control quimico ade
cuado en la elaboracién de una formulacidén farmacéutica.

Ademas es esencial -que éste se lleve a cabo tanto en el -
paso intermedio de la manufactura, como en el producto terminal.

En la figura 5 y en la tabla 2 se presentan los datos de
la validacién del método espectrofotométrico para cuantificar -
NET en las diferentes formulaciones; a pesar de que este no es el
reportado por la U.S.P. se puede observar que el método es sensi
ble, reproducible y por lo tanto confiable, ya que se logrdé una
muy buena linealidad (r= 0.9997) en un intervalo de concentracio
nes de 0.62 a 20 ug/ ml, con una pendiente de 0.05613 y un inter
cepto igual a 0.0152. Los valores del coeficiente de variacién
que se obtuvieron para cada una de las concentraciones de la cur
va patrén fueron menores del 5% lo cual indica una buena repeti-
bilidad del método.

De acuerdo con la U.S.P. cuando la cantidad del principio
activo en la formulacién farmacéutica es muy pequefia ({ 1 mg) se
debera efectuar la prueba de unifirmidad de contenido, esto es, -
cuantificar de manera individual la cantidad del principio acti-
vo presente en cada tableta o capsula.

Para el caso de la formulacién experimental (NET: COLEST:
LACT), los resultados de la determinacién del contenido de NET -
tanto en los pasos - intermedios de la elaboracién, como en el pro
ducto terminal (tabla 3) estuvieron dentro de los limites que es
tablece la U.S.P. (90% - 110%). -

En la tabla 4 se muestra la variacidén de peso de las céap-
sulas vacias y llenas, la cual, en ambos casos no presentd un -
coeficiente de variacién mayor al 4%.

El error que se obtuvo del peso promedio de la mezcla de
NET: COLEST: LACT por céapsula (tabla 4), fué pequeifio (-0.08%),
por lo que la desventaja y por lo tanto el error que representaba
realizar la encapsulacidén manualmente no fué significativo.

De acuerdo con el mismo protocolo con el cual se desarro-
116 la formulacién experimental (NET: COLEST: LACT), se prepard
una formulacién de NET con lactosa, sin colesterol (NET: LACT),
la cual se empled como formulacién control de la preparacidén que
se propone como de liberacién sostenida.

Al efectuar la prueba de contenido de NET en la formulacidn
control se encontrd que éste fué del 96.75% en el producto inter
medio y del 93.85% en el producto terminal (tabla 3), lo cual in
dica que el método de elaboracién fué bueno. La variacidén de pe
so de las cépsulas vacias y llenas no presentd un coeficiente de
variacién mayor al 3% (tabla 4), lo que refleja una alta unifor-
midad de las mismas.
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Al igual que la formulacidén experimental, la control pre-
senté un error muy pequefio (-0.90%) comparado con el valor teéri
co con respecto al peso promedio de la mezcla de NET: LACT por -
cdpsula (tabla 4).

Con respecto al producto comercial, Dianor(@ el contenido
promedio de NET obtenido fué del 95% (tabla 3) y la variacidn de
peso de las tabletas fué de % 0.8% (tabla 4).

La U.S.P. acepta para estos dos parametros una dispersidn
del 100% * 10%, por lo que tanto el producto comercial, como las
formulaciones experimental 'y control pasaron la prueba de control
quimico.

Es importante,mencionar‘gue la dosis de NET empleada para
la elaboracidén de las formulaciones experimental y control fué de
0.35 mg, que es la misma que contiéne el producto comercial ele-
gido.
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5.3 OPTIMIZACION DEL METODO ANALITICO.

Desde 1960, el radioinminoanalisis (RIA) ha sido una de las
técnicas mas importantes para cuantificar cantidades extremada-
mente pequefias (en rangos de pg), de diversos compuestos quimicos
(183). La cuantificacién de estrdgenos y progestinas sintéticas,
en fluidos bioldgicos utilizando este método, ha propiciado un
gran avance en los estudios de farmacologia clinica, ya que con
la determinacidén de éstos, es posible estudiar la seguridad, po-
tencia, eficiencia y farmacocinética, de los métodos orales de -
anticoncepcién (183).

5.3.1 DILUCION DE TRABAJO DEL ANTICUERPO.

Las caracteristicas que debe tener la dilucidén de trabajo
de Ac para ser elegida como tal son, 1) que presente un % U entre
el 40% y el 60%, 2) que logre una buena discriminacién entre una
curva de dilucién de Ac con:a) Ag radiactivo en ausencia de Ag
no radiactivo, b) Ag radiactivo en:presencia, de. Ag no radiactivo,
éste en la concentracién mas pequefia de la curva dosis-respuesta
y c¢) Ag radiactivo en presencia de Ag no radiactivo, este en la
concentracién mas grande de la curva dosis-respuesta y 3) que pre
sente un punto de inflexidén en la curva de dilucidén de Ac.

En la figura 6 se muestran las curvas de dilucién del an-
ticuerpo con Ag radiactivo en ausencia de Ag no radiactivo (-e-)
en presencia de Ag no radiactivo en una concentracién de 15 pg/
2004p1 (--) y de 1000 pg/200 pl (-A-), én las que se midid la
capacidad de interaccidén del Ac con el Ag como porciento de unién
(%V); por lo que un alto %V implicé un buen reconocimiento e in-
teraccidén y un valor bajo de %V una interaccién pobre.

De acuerdo con el perfil obtenido se encontrdé que las di-
luciones de 1:32000 y 1: 64000 son 6ptimas para trabajar, ya que
en ambas se presetan punto de inflexidén. De éstas se eligid la
de 1:64000 ya que el porcentaje de unidén al antigeno se encuentra
entre el 40 y el 60%, ademds de que con esta dilucidén el anti-
cuerpo presenta una mayor dicriminacidén entre la curva que sélo con-
tiene Ag radiactivo (-e-) y la que contienen tanto Ag radiactive
como no radiactivo (-m- y -a-).

Esta dilucidén de trabajo elegida, coincide con la reporta
da por Tovar, N.B. y Colab. (184), quien empled el mismo anticuer
po de NET.

5.3.2 VALIDACION DE LA CURVA DOSIS-RESPUESTA DE NET EN SUERO.

La precisidén en la preparacién de la dilucidén del Ag no
radiactivo para la curva dosis-respuesta es fundamental para ob-
tener un alto grado de exactitud. Por lo tanto es recomendable
que después de pesar la cantidad deseada y antes de realizar
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las dobles diluciones; se confirme su concentracidén por otros
procedimientos fisicoquimicos, tales como la absorcién de luz -
ultravioleta (185). De aqui que cuando eran preparadas las solu
ciones de NET para la curva dosis-respuesta, siempre fué verifi-
cada la concentracién de la solucién patrén a partir de la cual
se realizaban las dobles diluciones, como se muestra en la sec-
cién 3.4.4.2. S6lo se utilizaron aquellas soluciones que no pre
sentaban un error mayor de ! 3%.

Es igualmente importante la pureza tanto de la hormona ra
diactiva como de la no radiactiva. En la figura 7 se muestra el
radiocromatograma obtenido de 3H-NET, el haber obtenido un solo
pico es indicativo de que la muestra estéd pura.

Con respecto al Ag no radiactivo su pureza fué comprobada
con sus espectros de absorcién en U.V e I.R. (Figs. 1 y 2).

En el RIA la curva dosis-respuesta representa la relacién
entre el grado de unién del Ag radiactivo y no radiactivo con el
Ac. Una de las alternativas para la expresidn gréafica de la cur
va dosis-respuesta es la transformacién LOGIT-LOG (185).

La validacién de la curva dosis-respuesta de NET se desa-
rrolld con la prueba de diferentes condiciones de trabajo; en la
tabla 1 se enmarcan las combinaciones que se utilizaron y en la
tabla 5 los resultados de las mismas. Es de suma importancia el
nimero de cuentas totales (CT) del Ag radiactivo empleadas en el
ensayo, ya que una sobresaturacién de éste, impediria un buen -
desplazamiento del anticuerpo y la unidén méxima del mismo podria
verse abatida. De aqui que se hayan probado 5,000 cpm y 10,000
cpm como CT de 6,7 3H-NET (antigeno radiactivo).

Con respecto al tiempo y temperatura de incubacién se ha
reportado que para el RIA de NET es necesario incubar la mezcla
del ensayo durante 60 min. a 37°C y posteriormente 30 min. a 4°C
para la formacidén del complejo antigeno-anticuerpo (184). Por
cuestiones practicas ademés de este tiempo y temperatura de incu
bacidén, la mezcla de reaccidén se incubdé a 4°C durante 18 hrs.

Los resultados obtenidos (tabla 5) muestran que cuando.se emplea

ron 5,000 cpm como CT de 3H-NET, se logrdé un mejor desplazamiento
del Ac y una unidén maxima superior que la obtenida con la combi-

nacién en que se emplearon como CT 10,000 cpm.

Con respecto al tiempo de temperatura de incubacién no se
encontraron diferencias significativas entre las opciones de 60
min. a 37°C y posteriormente 30 min. a 4°C y 18 hrs. a 4°C.

En cuanto al tratamiento previo de las muestras, al utili
zar el método directo se obtuvo una linealidad en el intervalo -
de concentraciones del 0.156 a 5 ng/ml con una pendiente promedio
de -2.03 y una correlacidén de 0.988. La unidén no especifica se
vié incrementada (3%) cuando se emplearon 10,000 cpm de 6,7 3H-NET,
lo mismo que la D50% (0.415 ng/ml), mientras que el % Bo se viéd

disminuido (40%)con respecto al método de extraccién.
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Cuando las muestras fueron pretratadas con el método de -
extraccidén se obtuvieron mejores resultados, ya que con éste la
linealidad obtenida de la curva dosis-respuesta de NET abarcé un
intervalo de concentraciones mayor al emplear tanto 5,000 como -
10,000 cpm de 6,7 3H-NET. Este intervalo fué de 0.078 a 5 ng/ml.
£l valor promedio de la pendiente fué de -2.25 cuando se emplea-
ron 5,000 cpm y cuando se incrementd el nimero de CT, ésta se vid
disminuida notoriamente (-2.03). La D50% promedio fué de 0.16 -
ng/ml con 5,000 cpm, mientras que con 10,000 cpm se elevd a 0.34
ng/ml. Lo que nos refleja que con 5,000 cpm de 6,7 3H-NET se ob
tiene un mejor desplazamiento del Ac, pues el valor de la pen-
diente estad mas cercano al tedérico (-2.3) y el método es mas sen
sible, ya que mientras menor sea el valor de D50% (sin descuidar
el resto de los parametros como % Bo y %UNE), menor seréd la can-
tidad de anticuerpo necesario para unir el 50% de Ag radiactivo.

Por lo cual el método de extraccidén permitidé purificar y
concentrar la muestra logrando una mayor especificidad y sensibi
lidad ya que los valores de %Bo, m, r, fueron mayores con respec-
to al método directo y los valores de % UNE y D50% fueron menores
(tabla 5). Asimismo la dosis minima detectable fué menor para -
el m. de extraccién (0.078 ng/ml) que para el m. directo (0.156
ng/ml).

De acuerdo con los resultados obtenidos se eligidé la com-
binacién No. 4: 5,000 cpm de 6,7 3H—NET, periodo y temperatura de
incubacidén igual a 18 hrs. a 4°C y el método de extraccidén como -
tratamiento de las muestras antes de su cuantificacién por RIA.
En el apéndice 1 se resume el protocolo empleado para la cuanti-
ficacién de NET en suero utilizando las condiciones de trabajo -
previamentec elegidas.

5.3.3 VALIDACION DE LA CURVA DOSIS-RESPUESTA LINEARIZADA DE NET

Una vez elegida la combinacién No. 4 se demostrd su repro
ducibilidad en base a un registro de las variaciones presentadas
en el %Bo, el %UNE, la D50%,1la pendiente, el coeficiente de corre
lacidén y el porciento de recuperaciones, a lo largo de 16 ensayos.

En la figura 8 se muestra la curva dosis-respuesta prome-
dio (n=16) en la cual se demuestra la linearidad de la misma en
un intervalo de concentraciones de 0.078 a 5 ng/ml, con una pen-
diente igual a -2.275 y un coeficiente de correlacién de 0.9950.

En las figuras 9 y 10 se presentan las variaciones inter-
andlisis de los distintos parédmetros empleados para la validacién
de la curva dosis-respuesta linearizada. En todos los paréametros
las dispersiones no fueron mayores a Y 2 desviaciones estandar
lo que nos permite concluir que el método es adecuado, pues de
acuerdo con los lineamientos de la OMS (Organizacidén Mundial de
la Salud) (180. 185) una curva dosis-respuesta linearizada se con
sidera valirdada cuando la dispersidén de los paréametros: %¥Bo, %UNE,
D50%, m y r no presentan una fluctuacién mayor a * 2 desviaciones
estidndar en cuando menos 10 ensayos independientes.
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En la figura 10 se reportan las variaciones para el por-
ciento de recuperacién en la que también sé observa que la dis-
persién no fue mayor a + 2 desviaciones esténdar.., lo cual es in
dicativo de que el método de extraccidén es reproducible.

El porciento de extraccidén méds bajo fué del 90% lo que refleja
que el método ademis de confiable es efectivo.

5.3.4 CONTROL DE CALIDAD DEL RADIOINMUNOANALISIS DE NET.

E1l control de calidad en el radioinmunoanadlisis permite
un andlisis critico de los resultados a corto y largo plazo. A
corto plazo permitiendo rechazar valores individuales o alin el -
andlisis completo y a largo plazo, permitiendo valorar la estabi
lidad, reproducibilidad, sensibilidad y exactitud del método
(185).

En la tabla 6 se presentan los resultados de las muestras
de control de calidad utilizadas,en la cual se puede observar que
el error obtenido entre el valor tedrico y el calculado fué menor
del 6% (valor minimo aceptado por la 0.M.S.). El coeficiente de
variacién intra e interandlisis de las tres muestras no fué mayor

del 10%* Ambos resultados reflejan que el procedimiento empleado
para la preparacidén de las muestras de control de calidad es con-
fiable y se corrobora la reproducibilidad del método analitico.

En la figura 11 se pueden apreciar los valores promedio +
1 y 2 desviaciones estindar de las tres muestras de control de ca
lidad empleadas. En las tres, las fluctuaciones a lo largo de 16
ensayos no fueron mayores a + 2 desviaciones estindar lo que es
fiel reflejo de que el método de radioinmunoanilisis presenta un

buen control de calidad; ya que cumple con las especificaciones
de la 0.M.S. (185).
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5.4 ESTUDIO DE BIOEQUIVALENCIA DE LAS DIFERENTES FORMULACIONES
DE NET EN VOLUNTARIOS SANOS.

La inclusion de voluntarios de sexo masculino en el estu-
dio de bioequivalencia de un producto de aplicacién en una pobla
cién femenina fué con el fin de estudiar también las diferencias
entre sexos.

En el caso de las voluntarios del sexo femenino era de su
ma importancia que la administracidén de lad diferentes formulacio
nes farmacéuticas fuese siempre entre el cuarto y el sexto dia -
del ciclo menstrual, ya que en este periodo, las hormonas endége
nas que participan en el ciclo, se encuentran en: el estado basal
y por ende no interfieren en la cinética de la Noretindrona (140).

La finalidad de incluir en el estudio de bioequivalencia
una formulac¢idén control, fué la de poder distinguir si las dife-
rencias ent!e el producto comercial y experimental se debian al
efecto del |colesterol presente en la formulacién o a la forma -
farmacéutica (cédpsula o tableta); ya que existia el antecedente
de Avendano|y Colab. (110 ) quien sugirié que era posible mantener
niveles constantes en sangre de un esteroide por tiempos més pro
longados cuando éste era administrado en una capsula. Sin embargo
también existen reportes en los cuales no se encontraron diferen
cias al administrarlo en cépsula o tableta (109-111).

En la tabla 11 se muestran los valores promedio con sus -
intervalos de confianza al 95% de los diferentes parametros far-
macocinéticos que se calcularon después de la administracién de
las diferen?es formulaciones farmacéuticas. Los valores de ka,cx
B, ABC, Cpmax y tmax obtenidos después de la administraciodn del
producto comercial y del control corresponden con los encontrados
en la liter§tura (89, 105, 132, 134, 135, 139). No asi para el -
caso de la formulacidn con colesterol, para la cual sélo los va-
lores deo,PB y tmdx concuerdan con los de la literatura mientras
que los de ABC y Cpmax difieren de los reportados.

Todas las formulaciones a excepcién de Dianor en la volun
taria No. 3|Mal (Fig. 16, apéndice 3), se ajustaron a un modelo
abierto de dos compartimientos (MADC), lo cual concuerda con lo
reportado por diferentes autores (89, 105, 132, 134, 135, 139).

Analizando las grificas individuales de la concentracién
en suero de|NET contra tiempo, se puede apreciar que tanto el -
producto comercial Dianor, como la formulacidén control NET: LACT
y la experimental NET: COLEST: LACT, presentan un incremento ra-
pido de la c¢oncentracién de NET en un periodo de 0 a 2.5 hrs. -
después de administrada la dosis.

En ambos sexos, después de que el producto comercial y el
control habian alcanzado una concentracién maxima, los niveles -
séricos disminuyeron, con un cambiqgde pendiente (caracteristica
de un MADC) hasta alcanzar concentraciones en €&l orden de 0.25 a
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SOT

TABLA 11 PARAMETROS FARMACINETICOS PROMEDIO E INTERVALOS DE CONFIANZA AL 95 %, OBTENIDOS EN VOLUNTARIOS CLINI—
CAMENTE SANOS, DESPUES DELA ADMINISTRACION DE UNA DOSIS ORAL UNICA DE 0.35 mg DE NORETINDRONA DE UN
PRODUCTO COMERCIAL (DIANOR® ), UNA FORMULACION CONTROL (NET:LACT) Y UNA EXPERIMENTAL (NET:COLEST:LACT)
DIANOR @ NET: LACT NET : COLEST : LACT
CONSTANTE
FEMENINO MASCULINO FEMENINO MASCULINO FEMENINO MASCULINO
FARMACOCINETICA
ba 1.6164 1.9392 1.3677 2.073
Lwnvs™) .
(1.16-2.06) (1.41-2.46) (0.74-1.98) | (1.31-2.83)
ke 0.0281 0.04717
an/hv\ (0.01-0.04) | (0.01-0.07)
ol 0.3351 0.5224 0.4434 0.4728 0.4693 0.32217
L es™) (0.22-0.48) | (0.39-0.64) (0.30-0.51) |0.17-0.76) (0.36-0.57) | (0.17-0.46)
0.0560 0.0605 0.0564 0.0569 0.0552 0.0533
Chest) (0.04-0.069) | (0.04-0.07) (0.04-0.07) |(0.05-0.06) (0.04-0.064){ (0.04-0.06)
+72 ho. 0.4446 0.3370 0.492 0.356
Liars) (0.31-0.57) | (0.27-0.47) (0.28-0.70) |(0.23-0.47)




continuacién de la tabla 11

®

901

DIANOR NET:LACT NET : COLEST : LACT
CONSTANTE FEMENINO MASCULINO FEMENINO MASCULINO FEMENINO MASCULINO
FARMACOCINETICA
172 & 2.06975 1.3614 1.7244 1.8298 1.5276 2.0382
Lha) (1.6-2.97) (1.07-1.64) (1.35-2.09) |(0.66-2.9) (1.09-1.95) (1.09-2.98)
/
47, 8 12.3271 11.67 12.6168 12.2548 12.3144 13.0758
Lhes\ (9.77-14.87) | (9.63-13.71) | (9.93-15.3) |(10.9-13.6) (10.1-14.4) |(12.0-14.15)
ASCT 34.5652 32.269 40.339 30.536 64.375 47.03
Lngy md™ e\ (16.9-52.5) (28.4-36.1) (34.3-46.3) | (20.5-40.5) (37.5-91.2) |(25.8-68.1)
Cpwndin 3.448 3.958 2.85 1.87 1.415 1.452
Cng/ml) (2.31-4.58) (3.06-4.85) (2.06-3.63) | (1.1-2.63) (1.08-1.74) |(0.75-2.15)
4 ma'y 1.60 1.3 1.6 1.4 2.4 1.5
(s (0.92-2.27) (0.74-1.85) (1.08-2.11) |(1.12-1.67) (1.28-3.51) |(0.85-2.14)
‘ngﬂmng/mn 6.0666 5.74 7.68 3.125 19.75 16.875
() (0.85-11.2) (3.93-7.54) (4.09-11.26)] (1.68-4.56) (11.45-30.0) |(11.08-22.66)




0.4 ng/ml después de 36 hrs. de la administracidén oral, con un -
tiempo de vida media de distribucidén de 1.3 a 2.06 hrs. y uno de
eliminacién de 11.6 a 12.3 hrs.

En cambio, el comportamiento de la formulacién de NET: CO
LEST: LACT fué diferente, ya que después de que alcanzé su Cpméax,
la concentracién de NET en suero permanecié constante durante un
periodo promedio de aproximadamente 10 hrs. (Figs. 12 y 13); tiem
po después del cual la concentracién del farmaco disminuydé con un
comportamiento igual al presentado por las otras dos formulacio-
nes, con un t 4 oA : de 1.52 a 2.03 hrs. y un t % ®de 13 hrs. La
concentracién en suero de NET, después de 36 hrs. de la adminis-
tracidén de la formulacidén de NET: COLEST: LACT, se encontrd entre
0.42 a 0.7 ng/ml.

De acuerdo con los reportes en la literatura (186) se eli
gi6é 1 ng/ml como concentracidén minima efectiva de anticoncepciédn,
si se observan en las graficas de concentracién en suero de NET
con respecto al tiempo, este valor aparece marcado con una linea
para facilitar el andlisis de los resultados.

En ambos sexos se encontraron concentraciones en suero su
periores a 1 ng/ml (t[Net])l ng/ml) por tiempos més prolongados
al administrar la preparacidén con colesterol que cuando se admi-=
nistré el Dianor o la formulacién control.

Los valores de Cpmax alcanzados después de administrar el
Dianor y NET: LACT en el sexo femenino, fueron notablemente mayo
res que el alcanzado por NET: COLEST: LACT. Para el caso del -
sexo masculino el Cpmax después de la administracion de Dianor -
también fué mayor que el alcanzado por NET: COLEST: LACT, pero -
éste no fué diferente al obtenido con la preparacidén de NET: LACT.

El tiempo para alcanzar la concentracién plasmatica méaxi-
ma (tméx) fué muy semejante para las tres formulaciones (1 a 2 -
hrs), a excepcién de dos voluntarios 1-LYE y 7-HOM (Figs. 14 y 20
respectivamente del apéndice 3), cuyo tméx fué de 4 y 7 hrs. res
pectivamente, después de la administracién de la formulacidén de
NET: COLEST:: LACT.

Con respecto al ABCT obtenida, ésta fué menor para el Dia
nor y la preparacién control, que para la formulacién de NET: -
COLEST: LACT en ambos sexos. Estas diferencias se presentaron en
8 de los 10 voluntarios, cuatro del sexo femenino y cuatro del -
masculino.

La voluntaria No. 3-MAL (Fig. 16, apéndice 3), después de
la adminsitracidén del producto comercial presentdé un Cpmax de -
2.94 ng/ml, a las 2 hrs. después del cual la concentracién del
farmaco disminuyé; pero 12 hrs. posteriores a la administracién
de la formulacién se presenté un notable incremento de la concen
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tracién sérica de NET alcanzando una concentracién de 9.2 ng/ml
y atn después de 36 hrs. de la administracién del farmaco la con
centracién de NET era muy alta (2.4 ng/ml). Estos valores, coig
cidieron con algunas molestias como mareo, las cuales probable-
mente se hayan debido a una recirculacién enterohepatica de NET.
En base a estos resultados se consider6 que esta voluntaria no -
era un buen candidato para el uso de éste tipo de anticonceptivo.

La formulacidén de NET: COLEST: LACT en el voluntario 7-HOM
(Fig. 20, apéndice 3 ) presentdé una liberacién sostenida, pero -
los niveles séricos de NET nunca fueron mayores a la concentra-
cién minima efectiva de anticoncepcién (1 ng/ml).

En el caso del voluntario 9<«RIC (Fig. 22, apéndice 3 .) no
se encontraron diferencias en los perfiles séricos de NET después
de la administracidén de las diferentes formulaciones farmacéuti-
cas.

Con el fin de determinar si existian diferencias estdisti
camente significativas entre formulaciones de un mismo sexo se -
empledé el andlisis de varianza de dos vias y la prueba de anili-
sis de rangos miltiples de Newman-Keuls. Para determinar las di
ferencias entre sexos después de la administracién de cada una -
de las formulaciones se empledé la prueba t de Student.

En el apéndice 2 se encuentran las férmulas utilizadas en
las diferentes pruebas estadisticas empleadas.

En la tabla 12 se puede apreciar que para el sexo femeni-
no el producto comercial Dianor y el experimental NET: COLEST: -
LACT, son BIOINEQUIVALENTES asi como también lo fueron el contapl
NET: LACT: y el experimental ya que sus valores de Cpmax y ABCo
fueron estadisticamente diferentes, mientras que el producto co-
mercial y el control fueron biequivalentes. Con respecto al sexo
masculino, s6lo el Cpmax de Dianor fué estadisticamente diferente
al de NET: COLEST: LACT y al de NET: LACT.

Con lo relacionado al tiempo de permanencia en suero de -
concentraciones mayores a 1 ng/ml, en ambos sexos fué estadisti-
camente mayor para la formulacidén con colesterol que para el pro
ducto comercial o el control.

En la tabla 13 se presentan las diferencias encontradas -
entre sexos, que .fueron estadisticamente significativas: el Cpmax
después de la administracién de la formulacién de NET: LACT, 1la
vida media de distgibucién (t %X), después de la administracién
de Dianor y el ABCo cuando se dié NET: LACT fueron mayores en el
sexo femenino. La velocidad de distribucién (X) después de la -
administracién de Dianor, fué mayor en el sexo masculino.
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TABLA 12, PRUEBA DE RANGOS MULTIPLES DE NEWMAN-KEULS PARA COMPARAR
LOS PARAMETROS FARMACOCINETICOS ENTRE FORMULACIONES DE
UN MISMO SEXO%*.

Pardmetro Sexo Comparaciones Nivel de Signifi-
Farmacocinético cancia
ABCS, Femenino Dianor = Net: LACT &
Dianor # Net: COLEST A = 0.01
Net:Lact # Net: COLEST X = 0.1
Cpmax Femenino Dianor = Net: LACT -
Dianor = Net: COLEST of = 0.01
Net:Lact £ Net: COLEST of = 0.01
t (Net)d1 ng/ml| Femenino Dianor= Net: LACT -
Dianor # Net: COLEST A = 0.01
Net:Lact £ Net: COLEST = = 0.05
Cpmax Masculino Dianor £ Net: LACT A = 0.01
Dianor # Net: COLEST X = 0.01
Net:Lact = Net: COLEST -
t [Net] 31 ng/ml |Masculino Dianor = Net: LACT -
Dianor £ Net: COLEST A = 0.01
Net:Lact £ Net: COLEST A = 0.01

« ).
* Unicamente se reportan los parametros farmacocineticos que pre-
sentaron diferencias estadisticamente significativas.
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TABLA 13. PRUEBA DE t DE STUDENT PARA COMPARAR LOS PARAMETROS
FARMACOCINETICOS ENTRE SEXOS DE UNA MISMA FORMULACION#*

Parametro Formulacidn Nivel de
Farmacocinético Significancia
X Dianor P4 0.05
td o Dianor P<£ 0.05
Cpmax Net = Lact P £0.05
- |
ABC, Net = Lact P ¢ 0.05

* Unicamente se reportan los pardmetros farmacocinéticos
que presentaron diferencias estadisticamente significa-

tivas.
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Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que en
el sexo femenino el comportamiento farmacocinético de la formula
cién control fué semejante al presentado por el producto comer-
cial y diferente a la formulacién de NET: COLEST: LACT. Se espe-
raba que esto mismo sucediera en el sexo masculino y sin embargo
no fué asi, por lo cual habria que ampliar este estudio para de-
terminar si la presencia de la lactosa en la formulacibén esta -
propiciando estas diferencias en el sexo masculino. Okerholm y
Colab. (132) observaron en un estudio de biodisponibilidad de NET
en voluntarios sanos que los niveles plasmaticos de NET fueron -
mayores en las mujeres que en los hombre, lo cual concuerda con
lo encontrado en este trabajo, sin embargo esto ocurrié unicamen
te después de la formulacidén de NET: LACT.

El hecho de que en este trabajo se haya obtenido una libe
racién sostenida después de administrar la formulacibén de NET: -
COLEST: LACT y no asi con la de NET: LACT, nos sugiere que es el
colesterol presente en la formulacién quien esta propiciando es-
ta diferencia.

El valor del ABCT que se obtuvo después de la administra-
cioén de la formulacidén con colesterol fué un 86% para el sexo fe-
menino, y en un 46% para el masculino, mayor con respecto al pro-
ducto comercial. Esto nos sugiere que con la formulacidén experi-+
mental, la biodisponibilidad de NET fué mejorada,.lo que pudiera
deberse a que NET se absorbié por otra via diferente a la gastro-
intestinal, como la linfatica, o bien que fué evitado el efecto
de primer paso. Nutall, I.D. y Colab. (112, 113) reportan que la
biodisponibilidad de NET de una formulacidén preparada en base a
NET y polietilenglicol, se vié incrementada con respecto a un pro
ducto de referencia, sugiriendo los mismos postulados que se men=<
cionan en lineas anteriores.

Si bien se logr6é un sistema de liberacién diferente con la
formulacién experimental (NET: COLEST: LACT), la liberacidén soste
nida de NET solo se logrd por unas cuantas horas, por lo que este
preparado, también tendrd que administrarse diariamente para ase-
gurar una alta eficiencia de anticoncepcién. Por lo que la venta
ja que presenta esta “nueva" formulacidén no s6lo es la cinética -
de liberacidén, sino también que fué :posible minimizar la sobredo-
sis (Cpméx NET: COLEST: LACT{ Cpméx Dianor®)) y la biodisponibi-
lidad de NET se vié incrementada. (ABC%® NET: COLEST: LACT ) ABCY®
Dianor ‘®)),

Esto nos concederia la oportunidad de ofrecer una alterna-

tiva del control de la fertilidad, con ventajas sobre las formula
ciones orales actualmente disponibles.

111



VI. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVA.
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VI. CONCLUSIONES

Al efectuar la prueba de contenido quimico, se encontré -
que las tres formulaciones farmacéuticas empleadas en el estudio
de bioequivalencia se encontraban dentro de los limites especifi
cados por la U.S.P. XXI (100 * 10%); ya que el contenido de NET
en cada una de ellas fué mayor al 95%, la variacién de peso de -
las céipsulas vacias y llenas asi como de las tabletas no fué su-
perior al 2% y el error obtenido con respecto al peso promedio -
por cépsula de la mezcla de NET: LACT o NET: COLEST: LACT no fué
mayor al 1%.

El método analitico utilizado para la cuantificacién de -
NET en suero fué lineal y reproducible en el rango de concentra-
ciones de 0.078 a 5 ng/ml. Los mejores resultados se obtuvieron
cuando se empledé una dilucidén del anticuerpo de 1:64,000; 5,000
cpm de 6,7 3H-NET como cuentas totales; un periodo de temperatu-
ra de incubacidén de 18 hrs a 4°C para la formacidén del complejo
antigeno-anticuerpo y una extraccidén previa de las muestras con
éter etilico.

Al utilizar estas condiciones, las variaciones de la unidn
maxima (Bo), la unién no especifica (UNE), la dosis al 50% (D50%),
la pendiente (m) y el coeficiente de correlacién (r), no fueron
mayores a * 2 desviaciones esténdar.

La inclusidén de las muestras de control de calidad en el RIA
permitieron determinar que el método analitico fué repetible y «
confiable ya que al determinar la variacidén intra e interanilisis
de las mismas, los coeficientes de variacidén fueron menores al -
9% asﬂhismo las fluctuaciones no fueron mayores a t 2 desviacio-
nes estéandar. '

Al analizar los datos de la concentracidén sérica contra -
tiempo se encontré que la Noretindrona se ajusta a un modelo abier
to de dos compartimientos.

El perfil sérico de la formulacidén control no mostré dife
rencias con respecto al producto comercial, salvo con lo. concer-
niente al Cpmédx en el sexo masculino, el cual fué mayor para Dia
nor que para NET: LACT.

En ambos sexos la formulacidén de NET: COLEST presentdé Cpméax
menores a las observadas para el Dianor, cuyos valores estuvieron
muy por encima del indice terapéutico (0.5 - 1 ng/ml).

En el sexo femenino se obtuvo un valor promedio mayor del

ABC?® después de la administracidén de la formulacidén con coleste-
rol, que la obtenida con el Dianor.
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Se encontraron niveles séricos de NET a concentraciones -
superiores a 1 ng/ml durante periodos més prolongados de tiempo,
después de la administracidén de la formulacién de NET: COLEST: -
LACT que cuando se dié el producto comercial, (Dianor(R)).

Estos resultados sugieren que la formulacidén con coleste-
rol presenta un patrén de lbieracidén sostenida.

Al efectuar los andlisis estadisticos se encontrdé que el
producto comercial Dianor y la formulacidén experimental NET: CO-
LEST: LACT, son bioinequivalentes en una poblacién femenina. No
se observaron grandes diferencias entre sexos a excepcidén del -
Cpmax y ABC después de la administracién de NET: LACT y en la -
constante de velocidad de distribucién R) y t % of después de que
se administré el Dianor®,
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PERSPECTIVA

La formulacién experimental (NET: COLEST: LACT) administra
da por via oral presentd un patrdén de liberacidén sostenida. Esta
propiedad permite proponer una nueva forma farmacéutica para los
anticonceptivos orales del tipo combinado (estrégeno con proges-
tina) de tal manera que se pueda reducir la dosis administrada -
sin comprometer la efectividad, pero aumentando la seguridad para
las usuarias que emplean este tipo de método para el control de
la fertilidad.
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VII. APENDICES
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APENDICE 1

DESCRIPCION DE LOS PARAMETROS EMPLEADOS EN EL METODO DE RADIOINMUNOANALISIS
PARA LA CUANTIFICACION DE NORETINDRONA EN SUERO.
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En el inciso 3.4.4de la Parte Experimental se describe el
fundamento del radioinmunoanédlisis (RIA). Cuando una muestra bio
légica, la cual contiene una cantidad desconocida de hormona no
radiactiva (antigeno frio, no radiactivo o no marcado) se incuba
en presencia de una cantidad conocida de hormona radiactiva (an-
tigeno radiactivo o marcado) y una cantidad constante del anti-
cuerpo especifico; compite con él antigeno marcado por un nimero
limitado de sitios de unidén del anticuerpo. Por lo que los reque

rimentos del RIA son:

®* Anticuerpo especifico (Ac®)

*

Antigeno radiactivo o marcado (Ag*)

o

Antigeno no radiactivo o no marcado (Ag°)

(estdndares, muestras biolégicas a ser cuantificadas).

La reaccidén basica del RIA es:

Ag* (conc. cte).

Ag* Ac®
+ Ac® (conc. cte) —_— +
Ag°® (muestra Ag® Ac?
desconocida)
¥y su fundamento es:
(o) (o]
% ¥o b«
o ’*.o . . b')’
tiempo y temp. importantes ¥  separar por
'F‘ para la formacion del I o) o abmnﬁhca1&ﬁﬁm->:
camplejo Ag-Ac (o} dextran
e ©
°

*go* + ‘08%
fraccién libre, la

cual es descartada fraccion unida,a la cual

se le cuantifica su radiactividad
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Cuando la proporcién del Ag°® es menor con respecto a la del
Ag*, entonces la cantidad de radiactividad detectada es mayor -
(pues Ag* desplaza a Ag°®) y esto nos indica que nuestra muestra
biolégica contiene concentraciones pequefias del Ag®, y viceversa
si la proporcidén del Ag° es mayor, entonces se cuantifica menos
radiactividad, pues éste desplaza al Ag* y se presenta una forma

cién mayor del complejo Ag® - Ac"

Dentro del mismo ensayo donde se analizan las muestras bio
l6gicas desconocidas, se incluyen tres parametros, los cuales nos
sirven de referencia para determinar si el Ag* y el Ac® se encuen

tran en las proporciones adecuadas. Estos son:

Cuentas totales. (CT). Es la cantidad de radiactividad to
tal que se tiene en el sistema, éstas son incluidas hasta el fi-
nal del ensayo, es decir no se incuban ni en la presencia de Ag°®

ni del Ac®°.

Porciento de uniédn no especifica. (%UNE). El1 Ag* se incuba
en buffer en ausencia de Ac® y Ag°®. Teéricamente al no existir
Ac®, el Ag* permanece como fraccién libre y todo es absorbido por
el dextrdn y por lo tanto no se cuantificaria nada de radiactivi-
dad. La cantidad de radiactividad que permanece en el sobrenadan
te se le conoce como UNE y es la unidn no especifica del Ag* (prin
cipalmente unién a las paredes de vidrio del tubo). Esta no debe

ser mayor al 2%.
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La radiactividad es cuantificada en un espectrofotémetro
para emisiones beta, los resultados se obtienen én cpm (cuentas
por minuto), éstas se deben convertir en porciento de unién y

luego a LOGIT para poder realizar la interpretacidén de los datos.

Calculos:

%Bo = x cpm Bo - x cpm UNE
x 100

x cpm CT - x cpm UNE

% UNE

x cpm UNE
_— x 100
x com CT

% y (por ciento

de unién de 1la x cpmY - x cpm UNE

muestra problemay) x 100
x cpm CT - x com UNE

LOGITY = 1n Y

100-Y

donde Y = 100 (% Y- %UNE)

% Bo - %UNE

Una vez que se han convertido los valores a LOGIT, se gra-
fica la curva patrén de LOGIT contra Log de la dosis, obteniendo
una curva patrén como la que se muestra en la grafica No. 3. De
ésta se obtiene un parédmetro més, al interpolar el valor de LOGIT
= 0, se obtiene una concentracién conocida como Dosis al 50% (D50

%), ésta es la cantidad de Ac* necesaria para unir el 50% de la
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radiactividad presente. Entre mis pequefio sea este valor, més -

sensible es el método.

Cuando se tiene :la curva dosis-respuesta (LOGIT contra Log
dosis) es posible itnerpolar los valores de LOGIT de las muestras

problema y estimar la concentracién de las mismas.

Cadlculo del % de Recuperaciones.

En el método de extraccién (inciso 2.5 c) de la seccidn de
metodologia), se incluye la adicién de 1000 cpm del Ag* con-.la fi
nalidad de conocer la cantidad de muestra que se tiene después de
la extraccidén con éter. Cuando ésta es menor del 80% se debe me-
jorar el método de extraccidén, cuando estéd entre el 80% y 89% los
valores deben ser corregidos y cuando es mayor al 90% los valores

pueden ser reportados como tal (sin correccién).

Cadlculos para determinal el % de Recuperacidén y la correcidn de

los valores.

De acuerdo con la descripcidn del método de extraccidén se-
gin el inciso 3.4.9 b) de la parte experimental:

0.6 ml - 1000 cpm

0.1 ml - a

a = 166.66 cpm

0.6 ml= volumen en que se resuspende la muestra después de su ex-

traccién.y evaporacidén o sequedad.
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1000 cpm = CT de las recuperaciones (valor calculado).
0.1 ml = alfcuota para determinar el % Recuperaciones.

a = cpm que debe haber en la alicuota de 0.1 ml.

166.66 cpm - 100%

b cpm % Recup.

b cpm.= cantidad de la radiactividad registrada de la muestra X.

% Recup. X = % de Recuperacidén de la muestra X.

x ng/ml - % Recuperacion de x.

x* ng/ml - 100 % Recuperacion.

x ng/ml= Concentracidén obtenida de la muestra x al interpolar la

grafica de LOGIT contra Log de la dosis.

xl ng/ml = Concentracidén corregida de la muestra x.
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PROTOCOLO EMPLEADO PARA LA CUANTIFICACION DE NET EN SUERO, UTILI-

ZANDO EL METODO DE RADIOINMUNOANALISIS.

a) Requerimientos
- 3H—NET

- 3H—NET ~ 5000 cpm (para el ensayo)

134

1000 cpm (para determinar el % recuperacion).

]

- Ac: dilucidn 1:64,000 (preparado el dia del ensayo)

- NET: en concentraciones finales de 5-0.078 nglml (para 1la
curva dosis-respuesta)

- Solucidén de carbén-dextrén (preparado el dia del ensayo)

~

— Solucién amortiguadora PBS + gelatina pH 7.2

- Eter

- Muestras séricas
b) Extraccidén de las muestras

0.1 ml de muestra
+
0.3 ml defsolucién PBS + gelatina pH 7.2
+
0.1 ml SH-NET * 1000 cpm

\

incubar a 402C durante 30 min.
agitar en vortex
—+
5 ml de eter

t

agitar en vortex durante 1 min.

}

dejar separar las fases por 10 min.

¢

congelar en hielo seco/acetona y decantar en otro tubo

\

evaporar a sequedad a 37°C en un bafio de temperatura regulada
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|

resuspender la muestra en 0.6 ml desolucién PBS + gelatina pH

\

incubar a 60°C durante 10 min.

\

agitar en vortex por 1 min.

t

tomar una alicuota de 0.2 ml para el ensayo y
otra de 0.1 ml para determinar el % de recuperacion.
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c) Ensayo.

mlestand. 6 ml soln. amort. ml Ac ml SH-NET
ml muestra PBS + gel pH 7.2 1:64000 = 5000 cpm

CT - - - 0.1
BO - 004 001 001
UNE - 0.5 - 0.1
Estandar 0.2 0.2 0.1 0.1
Muestra 0.2 0.2 0.1 0.1

agitar en vortex

t

incubar a 4°C durante 18 hrs.

'

adicionar a cada tubo 0.5 ml de una solucién de carbén-dextréan.

\

incubar a 4°C durante 15 min.

-+

centrifugar a 3000 rpm por 15 min. a 4°C,.

\

decantar el sobrenadante en viales de vidrio.

1

adicionar 5 ml de liquido de centelleo.

\

agitar los viales en vortex por 15 seg. y limpiar las paredes con
alcohol

t

incubar a temperatura ambiente y obscuridad durante 6 a 12 hrs.

\

cuantificar el contenido de radiactividad en un contador
Tri Carb Packard, durante 2 min.
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d) Determinacién del % de Recuperaciones.

0.1 ml de muestra extraida con eter y resuspendida con solucidén
PBS + gelatina pH 7.2

i

transferir esta alicuota a un vial de vidrio

+.

5 ml de liquido de centelleo

{

agitar durante 15 seg. y limpiar las paredes del vial con alcohol

{

incubar a temperatura ambiente y obscuridad continua por 6 - 12 h.

{

cuantificar el contenido de radiactividad de un espectrofotdémetro
para emisiones beta..
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APENDICE 2

FORMULAS EMPLEADAS PARA EL CALCULO DE LOS PARAMETROS FARMACOCINE-

TICOS Y ANALISIS ESTADISTICO UTILIZADO.
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1) Método para calcular Ko.

La constante de velocidad de liberacién (Ko), fué calculada de
acuerdo con Zerbe y Colab. (182) y Robinson y Colab. (189).

ko = (

cpt) (P) (Vss)

Q
el

ct

H

concentracidén en el tiempo en el que el farmaco ha
terminado de liberarse constantemente.

Constante de velocidad de eliminacidn

Vss = Volumen de distribucién en el estade estacionario.
t = Tiempo en el cual el fdrmaco ya no presenta una libe
racién constante.
Vss = k12 + k21
V1
k21
donde:
k12 = Constante de velocidad del compartimiento central al
periferico.
k2l = Constante de velocidad del compartimiento periférico
al central.
V1 = Volumen de distribucidén en el compartimiento central
Ky, = A Pka+ Bot ka + Cat
A (ka -R) + B (Ka -f)
k12=oa+(%—k21-ke1
kel = @

21
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ka FD

1

A (ka-o.) + B (ka —@ )

donde:

A = Intercepto al eje Y cuando se aplica el método de los
residuos para calcular o\

B = Intercepto al eje Y cuando se aplica el método de
minimos cuadrados para calcular @

C = Intercepto al eje Y cuando se aplica el método de
los residuos para calcular ka

o = Constante de velocidad de distribucién

@ = Constante de velocidad de eliminacién

ka = Constante de velocidad de absorcién

F = Fraccién de la dosis D absorbida. Como en este tra

bajo no se tiene el valor de referencia de una admi-
nistracidén intravenosa, se utilizdé el valor reportado
por los trabajos de Back y Colab. (89, 101, 105) quien
reporta una biodisponibilidad de NET del 64%, después
de la administracién de 0.35 mg por via oral.
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Representacién del modelo abierto de dos compartimientos, adminis
tracién oral para un farmaco que presenta una liberacién sostenida,

segin Robinson y Colab. (189).

Adm. ko Aj ka Ac k12 A
—i 00
oral W\ .Yag 1 2
k21

B

Ael

Ai = Sitio de absorcién de la formulacién oral
Acy, = Farmaco en el compartimiento central 6 1
A, = Farmaco en el compartimiento periférico 6 2
Ael = Farmaco eliminado.
Cp = Ko k21 + ka FD (k21 - ) . ot
o
1 (ka - ) (B-ot)
(k,, -®)
21 _
| . §¢
(ka -B) (ot -B)
(ky, - ka) . -kat

- ka) (%- ka)
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2. Método utilizado para elegir el modelo farmacocinético.

La seleccién del modelo farmacocinético se llevé a cabo aplican
do el criterio de informacién de Akaike (AIC):

AIC = N 1n SC + 2P

donde:

N = Nimero de datos.

T = Nimero de parametros.
SC = Suma de cuadrados.

SC = (Cobs - Cest)2

donde:

Cobs = Concentracidén en suero observada.
Cest = Concentracidén en suero estimada.

. El1 modelo que presentaba el menor valor de AIC era el selec
cionado.
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3. Métodos empleados para las pruebas estadisticas

a) Para determinar los limites de confianza al 95% se empled la

=]
1

siguiente férmula:

+
Y - t 0.05, n-1 (s/¥m)

donde:

Y Media muestral

t 0.05, n-1 = valor de t de tablas a una probabilidad P = 0.05

y grados de libertad gl = n -1

Nimero de datos

/2]
1]

Desviacidén estéandard

b) Para contrastar los parémetros farcocinéticos entre sexos de

una misma formulacidén se utilizdé la prueba de

1 2
N 2
1, 2
M
donde:
X = Media muestreal
s = Desviacidén esténdard
n = Namero de datos
gl =n, + n_, - 2

1 2

t de Student:

Para contrastar los parametros farmacocinéticos entre formu-
laciones del mismo sexo, se realizdé el andlisis de varianza
correspondiente a un disefio de bloqueo al azar (187) y la
prueba de rangos miltiples de Newman-Keuls, también conocida
como prueba de Student — Newman-Keuls (SNK) (188).
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Prueba de SNK

SCE.
n = Namero de datos en cada grupo.

CM = Media de los cuadrados

Si el valor de q calculado en igual o mayor que el valor cri

tico de a_, c.p entonces se rechaza la hipdtesis nula Ho:/JA=}aB
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APENDICE 3

TABLAS DE DATOS Y GRAFICAS INDIVIDUALES DE CONCENTRACION SERICA A
LOS DIFERENTES TIEMPOS DE MUESTREO DESPUES DE LA ADMINISTRACION DE
UNA DOSIS ORAL UNICA (0.35mg) DE TRES FORMAS FARMACEUTICAS DE NO-
RETINDRONA: PRODUCTO COMERCIAL (DIANOR®), FORMULACION CONTROL -
(NET: LACT) Y FORMULACION EXPERIMENTAL (NET: COLEST: LACT) A 10 -

VOLUNTARIOS CLINICAMENTE SANOS (5 DEL SEXO FEMENINO Y 5 DEL MASCU

LINO.
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TABLA 15 VOLUNTARIO 1- LYE

SIX(Y FEMENTND VOLURTS I-UYE
TIANCE NET! LAC NETUIZOLEST I LACT
CLHD. PLAREATIOA CONC+ PLASMATICA CONCA P2 RE=ATITA

{51} {ng ml) ngfeiV”
OELEST ¥ IRV tops LEST R DESY CORE  CEST 3 pECM
o5 i LuE -5 0% 0k 0B @ 0
-5
1 o RZL A L7615 43 TR B
15 L7 ke -0 Do nE o -am 2000 2008 9
2 ST A 148 08B % S U 12 L3} OLI 0
4 2R LAMS BBk 109 1878 o5 280 D4 R
8 1,42 L L) -0 RT L -k
12 LA L8 B8 B9 1908 T 147 ¢
% R G5 S -l L0 LS 2

3 a7 -1 0865 0.2 48 058 hSEE -

48 RO S S |

6 6,75 -
72 0,95 RIT &

C. OBS

= concentracién observada
C. EST = concentracién estimada alaplicar el método de los residuos
% DESV = diferencia porcentudl de C.obs menos C. est.
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(ng/ml)

Concentracidn en suero de Net

0.1

Figura 14.

m—

I i ) I 1 U

12 I8 24 30 36

Tiempo en Horas

Voluntario 1-LYE ; Sexo femenino

Dianor ® O
Net: Lact AN
Net: colest: Lact [

136



TABLA 16 VOLUNTARIO 2- ME

2

T o TEER FERNT ULUNT 2-KC
HIANOR NET? LAST NESTIOLESTILACT
| CONT, FLASHATIA CONC, P ASMATICA CONC.FLACHAT IR
TiEE" “ing/ml) {ng/ml) g/l
hre) SOEE LERT ¥ DIESV CORS  CEST ¥ DESV CORR  CEST % IEQW
Y e aam -0 0,82 0B5 L 0,45 0.8 € |
1 IR . R 4y 20 -5 5.9 0.9
iR .48 2,5 -4.71 Db R 125 1m0
2 (RS I I Y - 2,01 28 303 133 L33 0
¢ LIS LI 03 1,3 130 -0.% 128 128 0
8 687 0gE 6,38 673 0,71 -2.74 LS LE 9
17 R R T 0,48 04 S8 006 08T d6d
74 LATF O Guds 0,41 0,47 4 DR R TS
L3 LIEORIE A 0385 OB -9.08 pE 03 E
4 % R A
& N RS
7 LR R LR T

C OBS concehtracién observada
C EST

% DESV =

concehtraciéh estimada al aplicar el método

diferencia porcentual de C EST menos C OBS

de los residuos
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104

(ng/ml)

Concentracion en suero de Net

0.1

Figura 15

N 1 1
12 18 24 30

Tiempo en Horas

Voluntario 2-MC ; Sexo femenino

Dianor & O
Net: Lact AN
Net:colest: Lact
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TABLA 17 VOLUNTARIO 3- MAL

SN FFHENTHE VOLIMT! 3-HAL
1AM NET! LACT RI3TIINLERTILALT

(iRl PLASHATICA CONT. P ASMATICA vl AQMATIIA

‘ng/wld E T AR
fhez) U CESY 7 IEsY CORS (EST 7 IEV cops

0.3 1A nuE 5 CC I T
’ -

L 24 LEE 133 25 1% 18 TSHES YR

1A 2001 9.3 I L7 0

? ot S K- B (2 221 LMo LS L -1
A A NS S IS LS Lm0 L2E LI 0
3 LT DO - N N LEOLIE

iz RE - - 04 045 62 051 0ERE 75
24 T - - LI B3 AR 0.5 R3C -3
I - 028 028 -2 RO

!
v
A
—_—
r-

Vel
N - f<iric) b 4
&0 iy G.A%3 TR
an R B e Latad N
S Pk Si=m T -t

C OBS

= concentracién observada
C EST = concentracién estimada al aplicar el método de los residuos
%DESV = diferencia porcentual de CEST menos C OBS
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(ng/ml)

Concentracion en suero de Net

104

Ol

Figura 16

1 T T T 1

I8 24 30 36

[ 2%
o

Tiempo en Horas

Voluntario 3-MdL ; Sexo femenino

Dianor © O
Net : Lact AN
Net: colest: Lact O
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TABLA 18 VOLUNTARIA 4 - CARM
SEYC FENFRIND VOLONT? BCARH |
TIANDR NET! LACT NESTiCOLESTILACT
CONC, PLASHATICA CONC, FI AZHATICA LOKT, PLAGHATICA
T {ng/nl} (ng/al) fag/e)*
L) COR:  CEST ¥ pEoy OB CEST ¥ hESV CORS  CEST & hESV
0.5 S S S L7 TR -0 147 147 0
1 L5 440 -1 TS (- SR L7255 178 9
1.5 P v T g® o 2am m 1isae L 0
? T80 13 17, 283 -6:2 1,92 15 10,5
A 307 19m <578 16 181 15 122 L o
8 0,97 0,977 0 1415 1,28t 1,726 171 -nBe
1 SESS DA 14 08 083 0 171 L7085 -0
24 5D I -7 0,55 0,56 1.8 0.8t 0,81 0
i T % Y A 0,48 D& -7 T S ST
48 0.47 04T -t
0 0.44 0,24 -t
G40 0u8h 0,353
C OBS = concentracién observada
C EST = concentracién estimadd a4l aplicar el métodode los residuos
%DESV = diferéencia porcentudl de CEST mehos COBS
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(ng /ml)

Concentracidn en suero de Net

Figura 17

36

Tiempo en Horas

Voluntario 4-CARM;Sexo femenino

Dionor® O
Net: Lact AN

Net: colest: Lact
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TABLA 19 VOLUNTARIO 5 - LTF

SEXD! FEMENIND VoLINTY S-LTF

SIANGR NET? LALCT NESTICOLESTILACT
CORT. FLATHATICA CONC, FI ASMATICA CONCLFL RERATITA
TIEREr (ng /gl (ng/al) lgafeit

Thred CRFE PEET 1 IESY CORE (EST % NESV [Op&  CEST % DERY

ol {179 (NS =L 1.:4 0.3 -7 ¢80 a.80 0

34 1 -4, T TS o V" bbb Lib

1E 2.3 2,65 15,2 J:.As 1,42 10 1,222 1122 0
1,97 2,05 E 1.62 1,80 -1.09 1,38 1378 -2.9s
A4 47 L5 1,22 1,08 -4,06 102 1L0s 2.9
08t D.hé ¢.75 13 1.0744 .07 ¢

12 R R O T AT 0.5 0,5 7.7 0.8029 1,00 24E
4 5,20 -17 0.475 042 2.3 0.730% 0,747 5,4F
14 o7 ol -5 0.52 €22 -38 (T O L A
0 G000 G032 -
7 L. 50 0,25 -%2

C OBS
C EST
%DESV

concentracién observada

concentracién estimada al aplicar el método de los residuos

diferencia porcentual de C EST menos C OBS
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(ng/ml)

Concentracidn en suero de Net

0.1

Figura 18

[e)} 0

T 1 !
12 I8 24

Tiempo en Horas

Voluntario 5-LTF ; Sexo femenino

Dianor® o
Net: Lact AN

Net:colest: Lact O

30 36

144



TABLA-"20 VOLUNTARIO 6 - FDB

SEX! MASCILIND UCLUNTD 6-FIR
HO LIRS NET! LACT NESTICOLESTILACT
CONC. PLESHATICA CONC, Py ASHATICA CONC, Fi ASMATICA
N fnamlt {ng/ml} (me/mid*

'.,1 COEs CEST R CORS CEST 1 DESV CORS  CEST % IEQV

0,709 0,04 LY 0,49 0.37 -24 06909 G828 0

Ay

1.24% 3.4939  175.9 - i -28 1.5404  1.5404 0
*

51 4,20 -29.4 1.3 1,50 10 15420 154K 0

3567 T8¢ 56 L1970 L {7 1,458 .25t 0
1,407 -0,27 087 0,85 -0.3 1,528 1,528 0
G AL -2% 5EL26 0.3 -3 00606 1,30 0.2
8275 G780 W7 0,27 0,2 L7 L6242 1,08 4233
LAMT 0T 4453 6.8 62 <14 0,4380 0,478 10,17
BT son 0147 G5 27 0.4412 0,379 -17.42

0.2740 0,308 00

>
-
~3
—
L N
'
1

<>
-
cr~
e
v
|
]

C OBS
C EST
%DESV

concentracién observada

concentracién estimada al aplicar el método de los residiuos

diferencia porcentual de C EST menos C OBS
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(ng/ml)

de Net

/

Concentracion en suero

10

A i1 1

0.l

S M) 1 24 30 1)

Tiempo en Horas

Figura 19 Voluntario 6-FDB : Séxo mdsculino

Dianor ® o
Net : Lact AN
Net: colest: Lact [
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TABLA 21  VOLUNTARIO 7 - HoM

SEXa! MAGCILTR UOLUNT! 7-HOM - ,

DIANCR ' NETY LAST NESTLCOLESTILACT

COUC, FLASHATICA CONC s b1 ASHATICA CONC. F1 ASHATICA

TIEH'G ing g1} + ng/aly {eg/ul)*

{hrs! CRECEST RNESV o OB ST RBEN ehés  CEST ¥ iR

0.5 X o 'l 0d 04395 0,08 I Y TR W TR

1 e 08 | "154 11509 -0.01 sl 053 0

1.5 LI 35 14 3 .'1.3097 L4z -dod 078 078 0

2 2.3 278 T I i 2.3 0.822 0832 9

4 1A 108 -7 s B A8 095 05 0
8 9.642 0L BB Lo 0 3 10,8672 1,00 15,3
12 0.6 047 24 B X T R R Y Dbe1E 0.80 209
2 R I :, 02 028 ¢ 0,350 0.5f 3
3 PSRN % S S Y . 02 b2k b 0,37 ;' 0,45 2

42 . 0,370 7. 0,3¢ %
£ 0o 02 -
72 0.2800. 0,235 -17

C 0BS = concehtracién obserVada
C EST
%DESV

concentfacidn estimada al aplicar el método de 1os residuos
diferehcia porcentuhl "de C EST fienos C 0BS
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(ng /ml)

Concentracidn en suero de Net

0.1

O

6 12 18 24 0 36

Tiempo en Horas

Figura 20  Voluntario 7-HDM ; Sexo masculino

Dianor ® O
Net: Lact PaN

Net:colest: Lact &
148



TABLA 22 VOLUNTARIO 8 - GER

SEX[: MASCULNG UL UMT? &-GER

TTANOR NET! LACT NESTLZOLESTILALT
OO0, FLATHATINA CONC, PLASMATICA CORT.FY BSHATICA
Tizeen fng/ul) {ng/nl) twg /el )"
theed TR rEeT o ISy (RS CEST % MERY PORS CEST ¥ DESY
0. ST LTI 001 161 PR ) LOET 1 -6
1 LT 50750 -7 2 s =23 222 207 -9
3,448 410 12.4 g.tcz 2,35 -lue 1,86 1,90 3.2
2 2 3407 1 208 0.25 0 DR -1,%4
4 1588 1S 2,39 219 0.9 19 1,129 140 22,9
X 124 0,990 .73 -2 1,455 La4ss 0
8875 0,52 Sid 0,462 W 17,4 13 LI 0
"4 0,683 -4 0,40 041 2,5 0,75 L84 134
LES 0,3 0,30 <12 0,200 0,57 -15,5
8 0.48%  0.a3 -T39

72

C OBS
C EST
%DESV

concentracién observada

concentracién estimada al aplicar el método de lms-residuos

diferencia porcentual de C EST menos C OBS
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Concentracion en suero de Net (ng /ml)

o.

m—

Figura 21

T T ]
12 18 24

Tiempo en Horas

Voluntario 8-GER ; Sexo masculino

Dianor O
Net : Lact A
Net : colest: Lact
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TABLA

23

VOLUNTARIO

9

RIC

T GEXOE WAL TR VLI aCRE
TTANCT NETS LACT NE3TICOLESTILACT

COND, PLASHATINE CONC. Fi ASMATICA CONT,FLASMATICA
TIEHRN tne/pit {ng/nl) agfel)*
CORE CEST % LE5Y CORE  CEST X IESV CRE [E°T % ESY
0t 0.5016 0,80 20 0,792 0,60 24 {555 - (595 0
| L5 LB T | cz 115 144 TV S
1.e 2,087 S 1 1308 LI -0, 0711 656 256
2 LRI s -1, 0008t 545 1,70 25 -2
A4 AT LI 1447 6,57 0,635 G.87 I S T
8 24 G 5.4 5259 0T 904 0.400 0.7 75
12 L DB 4 0.500  0.515 1,19 8,258 (.40 74
24 ISTSE SN TN N k! 0,385 0,371 -143 RSSL B3NS -k
3 LT LT -10,09 0,27 6272 1.1 0565 0,23 -5
a8 .22 12 -
60 0,288 012 -E
72 - - .

C 0BS
C EST
%DESV

concentracién observada

concentracidn estimada al aplicar el método delos resduos

diferencia porcentual de

C EST menos C OBS

151



(ng/ml)

Concentracion en suero de Net

0.1

| ¥ 1 1 !

12 18 24 30 36

(2 0y

Tiempo en Horas

Figura 22  Voluntario 9-RIC ; Sexo masculino

-Dianor® O
Net: Lact AN

Net: colest: Lact [
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TABLA

i

24

i

VOLUNTARIO 10 -'SAM

L )

NAQCU LIND

VoL 1Q—Sﬁhr'

%DESY

+

diferéncia porcehtUai de C EST hménos COBS

i

YIANOR NETY [ACT WEst cb:ssr LACT
CONG. FLESHATICA CONC FLASMATICA CORT B ASKRTIEA
TigHen ing/al tng/ml) s
thre? eope  cfeY y ey cok¢ cest ¥ bEsy e, CEST ¥ pesv
(& 2.8108 30 87 L e 08 nLMS :Jmi 0
| 399 3.5 42&6‘? 248 24T 0. £ P (AR P N %
15 nese L2 -al) .1 22 Y MRS W7 LB nE -
2 2,02 1.6705 =706 ; % O A Tk e -3
4/ FEZH R 151 TS T (7B V¥ b 1% 1862 1663 0
8 GRIT 0T 148 % 3 08 134 1,355 LI o
12 0,477 1 0,682 43,92 i 043 0 b9 3.M§' e 0
2 ')zzsi 0519 85,45 !E 0.5 0478 -11.48 maﬁék 0.80 3.4
. RIST: !cxwz £2.3 i anx 0l b0t 0.5, 0.5 0
43 | ; 0.478 044 .35
60 f % GG 0IE -3
72 | 0EM 025 -T2
|
! ,
i |
L
C OBS = concegtraciéh obSefLada
C EST = concentracién estimada 41 aplicar el método de 1os residuos
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Concentracion en suero de Net (ng/ml)
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Figura 23

1

12 18 24 30
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. ® O
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Net: Lact AN
Net : colest: Lact
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APENDICE 4

PARAMETROS FARMACOCINETICOS INDIVIDUALES CALCULADOS DESPUES DE LA
ADMINISTRACION ORAL DE UNA DOSIS UNICA DE 35mg DE DIANOR , NET:
LACT Y NET: COLEST: LACT A 5 VOLUNTARIOS DEL SEXO FEMENINO Y 5 DEL

SEX0 MASCULINO.
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961

@

DIANOR NET : LACT NET:COLEST:LACT
CONSTANTE
FARMACOCINETICA FEMENINO MASCULINO FEMENINO MASCULINO FEMENINO MASCULINO
1.239 2.25 1.677 2.40
b 1.886 1.483 1.73 2.96
hes- 1.247 1.904 2.264 1.93
1.680 2.47 1.034 1.515
2.036 1.589 1.03 1.563
0.0204 0.0624
b 0.040 0.065
0.105 0.028
ng / he 0.0213 0.2713
0.0313 0.0329
0.4426 0.535 0.399 0.244 0.5384 0.6468
oA 0.24 0.472 0.560 0.740 0.326 0.24
‘ - - 0.6928 0.398 0.442 0.4589 0.365
hes” 0.34 0.4363 0.366 0.690 0.538 0.429
0.406 0.476 0.344 0.247 0.485 0.254
0.0643 0.0595 0.0476 0.0582 0.0644 0.0575
S 0.0483 0.0782 0.0573 0.0489 0.0483 0.0483
b st (0.4672) 0.0566 0.0494 0.0595 0.0495 0.0552
= 0.0621 0.0547 0.0759 0.0607 0.0621 0.0539
0.0494 0.0536 0.0522 0.0593 0.0613 0.0529




®

DIANOR NET:LACT NET : COLEST : LACT
COBSTANTE
FEMENINO MASCULINO FEMENINO MASCULINO FEMENINO MASCULINO
FARMAmCINETICA
- 0.5591 0.308 0.4132 0.2887
1% ka 0.368 0.467 0.400 0..233
s 0.505 0.364 0.3060 0.359
0.412 0.435 0.6728 0.4432
0.344 0.2805 0.670 0.457
1.647 1.295 1.737 2.840 1.2871 1.0714
/2 o« 2.887 1.468 1.237 0.936 2.185 2.887
s - 1.000 1.741 1.567 1.516 1.898
2.038 1.588 1.893 1.003 1.288 1.615
1.707 1.456 2.014 2.803 1.427 2.720
10.777 11.647 14.058 11.907 10.760 12.052
13.347 8.861 12.094 14.171 14.347 14.347
s (1.489) 12.244 14.029 12.096 14.00 12.554
11.159 12.669 9.130 11.416 11.139 13.100
14.028 12.729 13.393 11.686 11.306 13.326
33.19 30.086 43.56 23.32 83.39 34 .62
ABCS 41.82 30.28 40.08 22.00 43.54 45.00
20.94 57.17 41.71 34.35 74.47 62.28
ngend ™ hr 45.501 34.58 44.145 31.51 70.57 27.00
30.00 34.13 32.20 41.50 60.00 66.25

LST



®

DIANOR NET : LACT NET : COLEST : LACT
CONSTANTE
CARMACSCINETICA FEMENINO MASCULINO FEMENINO MASCULINO FEMENINO MASCULINO
c , 4.70 4.20 3.50 1.50 2.81 1.52
p ma- 2.50 3.85 3.0 1.50 1.33 1.00
g /ml. 2.94 5.07 2.95 2.35 1.28 2.02
4.10 3.05 3.00 1.30 1.72 1.25
3.00 3.50 1.80 2.70 1.32 2.5
2.0 1.5 ) i ) )
£ waax 2.0 1.0 ) )
" 2.0 1.0 ) ) )
S
1.0 2.0 i .5 i )
1.0 1.0 i .5 2.0 1.5
16 4.4 10 3.8 28.2 13.5
1Unet)> inglal| 6.8 4.5 5.7 2.2 . -
— 8 5.5 a 20.5
e 7.7 5.9 9.5 2.5 20.8 5
3.7 5.9 5.6 7.6 13 19.5

8G1
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