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INTRODU CCION:

Entre las difefjentes fei;‘épéiiﬁc':‘é:sViitilizvédars:"paré élr
'Lon‘trol de 1a fertilidad en la~ mu]u‘” "1";1’5;;:@11'@_ 'é"i“h’pl'éah""é:S"ti*é:g’eh(jé ’
’> progesté.genos han deﬁxostrardo ser los de mayor eficacia
clinica, debido fundamentalmente a sus propiedades anti-ovulato-
r'iras. | L.os ,‘difel."‘entes esquer_n‘-as tei-apéuticas ensayados ponen de
manifie‘sto : que los ‘es’crégeno’s' éon los responsables cy.le"la inhibic‘ién

de la ‘ovulacidén observada en los numerosos casos estudiados..

“Lia’ administracién de estrdgenos durante varios dias’

normal Ab‘a;g,o“ _tx%iatam'j;é jtcj‘; .'cibmbinado de’zi,oi»etiiifx,d.cirgl} 4 mestranol.

(Abraham, ¥ C‘oi /(‘) La admimsrrfu 0’1 ce pV‘OQGSt 'genevs,‘ como
el aeetate de. c10r nddmona a pcquenab cxosxs no mhxbc 1a ijvul_:i'ciénf T

(L.ars«an-(lghn,. (,ol (3‘ ¥ sl se. supmnu di(‘ho fenomeno eon O*r'an-

des doszis de p‘"ugf tageno coms fué acn;ootrado por Jai‘fe, y Cox A
(4) con el uso de didrogesterona,
Trabajos previos han sugerido cue las hormonas este-

roides utilizados como antiovulatorios, interfieren a nivel ovarico,

.

”la‘acé‘j.én de lz gonadoiropina coridénica humana (Lunenfeld, y Col.
{5). Las obsérvaciones de Gual, y Col, (8) 1968 apoyan esta posi-
bilidad. Méas recientemente se ha demostrado que la utilizacidn de
0.5 mg. de acej:ato de clormadinona disminuye la produccidn de

progesterona plasmética, sugiriendo asi una accidn directa sobre el




cuex‘po luteo (Larson C,ohn y Col (3). :

Con ob;eto de preusqr algun efecto de upo mhx’m omor
Sébr’é' ’.l'g'?5@5i’nté‘5’is"dé‘ "pi‘*’oge’sterona, “sd ’real‘izaron’ experim‘eﬁtos e
‘in vfttro con cuerpo liteo humano y se estudié la influencia de mes?
,.‘tranolk' ¥ ;aéefato de clormadinona SOAb.t?e la biosintesis de progeste-
rcha, : 'Los éfbe'ctos:de la gonadotropina coriénica humana (HCG)
Asobr‘e 12‘1 utlllz cién de los precursores pt'ognenolona y el sulffxto de
o prvégnéﬁclona' fueron asi mismo :—inalizados'; |

MATERIAL Y _METODOS:

Todes los reactives fuemn de g ado.- n'xhnco. ) Losg"‘

ssolve_n‘ms fuaron redesz’ciladbs"amios dej‘sui,uso., Los estermdeu no

- Vradrantwc)s us ado c:dm.o vofcrpncm o 1ca~»~mdor'e=; fueron ob’comdos

de y t ex,’ S‘.A.» yar’ 'recr"is“ml'i,zamn' pl‘e\iiameme., : su pureza :Eue '

:“.""-‘f’?il()adri por anmﬂtocx’?hn en papel' *'emf)cando su punto de f‘uslon

n '~por‘1os a.‘né.l'isis'de uz vltmvmleh (UV) mfx'arm}a‘. L’a._]fa’,teg‘nef

nolon'a 4- “(J con actividad e ocmcd (a o ) de 5 7mC‘1/m

pregnenolena 7 3 (2.e.) 2.5 CL/]‘IJM fuer'on arlqmmdas de 1
chemical Centre, Amersharn, England., Su purlfmaucm po"'“

tografis en papel en el sistema Bush A, Bl sulfato de prégn

7 Z3H fué preparado de pregnenolona 7-3H, por el método de Calvin, :

’

¥ Col, {7y ¥ se purificd por cromatngrafis de particidn en colummna
de Celita 545 usando el sistema (T. Butanol, Isoctano NHgOH) vy por

cromatografia de papel en ¢l sistema Liewbart Schoeider. Se a.e.

final fué de 368 Ci/mM con la adicion de esteroide no radiactivo.




larla con esteroide

Su pureza radioquimica fué verificada al mezc

v

auténtico y analizar su movilidad cromatogrdfica en el sistema

“mencionado y por cristalizacién repetida hasta alcanzar una a.e.

‘constante,

La gonadotropina coridnica humana utilizada, fué una

preparacién comercial de los Laboratorios Organon,

- La deteccién de los esteroides no radiactivos usados g

como acarreadores o estandares en los cromatogramas, se hizo

siguiendo técnicas convencionales que incluyen reacciones de color .
sobre ‘papel. Los esteroides radiactivos fueron detectados

~‘estrechas de cromatogramas cortados en fragmentos dé 1!

© colocados en frascos de conteo con bajo contenido en 40

con § gyl cle una solucién dé 'éo}n’t’ektf ‘cb'.‘ﬁjpue»sm p’ol_i‘"_ 4“.g£.' :id"egf&,v -
Dipeniloxazol (PPQ)' y 100 -mgl de {é,;4*m_e»til_-'-feni‘lox‘a'zcl"il)‘\' bénééﬁé 5
(2CH3~-POPCP) por 11’51‘6 de’vté}"f‘?no ¥ ﬁon’cadoé en uh cenfei‘lador ‘lfciu»i—
do Packard ajw}.zstadké p‘arzis ai;élisis:vs’imulténeo‘kpairar 3y y 14,

LDS 'cé‘l,culés dé Ifecubper'aci'én para progesterona i’uéron

paleuladas por andlisis de absorcién de luz ultravioleta a 240 mu y

¢ pregaenolona por la reaccién de Oertel-Eik-Nes, en alicuotas
os acarreadores' purificades. Bl andlisls cuantitativo de los

eroides radiactivos se hizo en alicuctas por duplicado o triplicado
lag enales so evaporaron v disolvieron en 10 ml, de la solucién.

Tolueno PPG-2CiI3-POPOP, Los esteroides sulfoconjugados fueron

disueltos en 0.2 ml de matanol antes de agregar la solucidén de




conteo mencionada. - Los conteos fueron corregidos para radiacti-

vidad ambiental asi como pars fensmenos de “apagamiento”
‘ (Q{lénci'xing) mediante una "té'c’nicg de estandarizacién mternaem-
pleando tolueno {ritiado o »marycracrlo_: con 1»‘-?(’3, de ':xe COIIOCLda,

La identidad dc IOfé, fn.etabdli‘to‘s";‘adiacfi{/o&f‘»‘ fué eéfﬁﬁlee
cida por méfaodos'de dilué‘iéﬁ‘ ilsb’ycbc")pikc;a. mvezse~ qu( in,éluyéﬁ mbvilin
dé.ﬁ ‘, c;‘omatogr‘éfica idéntica a lavdef;l‘orsrfpbr ‘éatloxfés auténticos aéi
‘_‘cjo‘r‘t‘jo\ y»ﬁadio~homogerk\eidad‘ después de crristal';xzacidnes repetidés hasta
,oybterlxer ‘u‘ﬁa actividgd eépecfficzi constanfea 'Lakrgkdiactividad’ én« los
. cx‘xétale$ se expresa.en desmie,crvaciones por minuto, (DPM).IV, Las

actlvmades ‘enz mwmcas fupron c‘alc'uladaa de la a.e. final’ enco'ntradg"

en .,1os vcrisia] sy se e\presxa como mshm:cromolas de metabohto

.i‘c‘)rma“do[pof m llgw*amo de tPdeO.

T_lmo , E‘l cuerpo luieo humano usado Iuo ob‘cemdo porlaparatomla.?

de una pacmnie de "2 aﬁos de edad c‘on embamzo ectoploo d 6 se- .

'mfma‘s de eaac Despues do ellmmar la grasa cxrc.undante fu

Incubacicnes.~ Las rébm da.s de teJL(
en.i Fvaacos .Emlemn *ye | 7
(lc-'_;sul 'w» de pt‘ogﬁei .lonq
‘VIF:"noloxm '}- (" (1() b ’g)'on U
' lué 1;21%;'1},12;&‘;10, como »Com_,rol;»

ol fragco 2, "agregax‘on 1000 ot

de HCG disueltas en Krebs Ringer bicarbonato de‘ pH ¢4 Rl fras-




co- 3 contenia 1 mg de ac(‘ta‘c(» de clormadmond agreg do pJ.“CVJ.a"

mente y el frasco 4 contenfa 10’0' g de mestr'anol. El frasco 5

contenfalossubtratos 1ad1acuvos. No se égfeég”el, teji‘do‘.b ‘Elr’ :
;volunien, final de ,lasih'cubaciones‘_fué de 5 ml las incubaciones se -
r_ealizk‘arfbﬁn en’ un 'iﬁcﬁ.bardoi‘*r metzrxbc‘)l"irco; I)ufﬁoff a 37 OC usando ﬁna :
rlne};cla de 95% de Oy y 5% de CO9 como fase gaseosa. La reac-
¢idn 11_1.é suspendida al cabo de 3 horas con la adicidén de diclorome-
tano seguida por enfriamiento rapido en mez‘clé hielo FSeco’-aceth‘a.

EXTRACCION Y PURIFICACION:

“Antes de 1*1 extracmon Se agregaron a los medms de m-{

cmb'aciér_; de _cada f.r_aSc. 0 g de pregnenolona 330 g de progeste—

t;,extr ac,clon.

rona’ mg de »ulfa’co dc pregnqlolona. be lnzo una
- dicl o matano por" cemrifugaelon La fabe acuosa fue trans ferl—

vf’d'& aun tubo de cen’amtuga de 50 ‘ml- con tapon esme mlado. Bl tejido

: iresi_dual“ fue Suspendidoﬁen aguya, 'hom,ogenizado en un dispositivo de
"wdmo, pr)ﬁer f‘chh?em v flnalmeme cuﬂmiugauo '_E‘.{ agua sdbre'" .

naddnte mp mlec,mcia con el modlo de mcubacmn y <e 1x_ hxmeron 4

a8 é ; p‘or

. ';.e:‘{trac{:’iorxes c:'_o'nw ’diclbi*or’x_‘ietano,i,sepaz'zmdo ]._as 1 ‘centnif_ugaaf

La fraccidn orgdnica fue purificada por cromatografia

~en papel en el sigterma ligroin propilenglicol y los acarreadores




. lslades se purificaron por cromatografia de papel en sistema Bush

A. La fraccion acuosa no fué procesada. -

Casl #OC‘O el 14C ';l;cﬁba:dd‘ fué“?é;:tj,r}hafdo con el dicio'ro‘{
metano (94.1 a ‘986%) quedando solounapequoﬁa ‘cantidad en la
fraccién acuosa.. El 3}Ifueextrafdo de “_lléi./f:ira:ccién acuosabcdnviglv,:
n-Butanol 'I‘é'cupex“aﬁ(]o“‘ﬁ.g .8 a 7.‘3 Q%dela “cjantida&:, inéu{lya‘a‘da ylre:ﬁ. 105

experim entos 1 a 4.’ :,Soléiiﬁ‘én’cé 5 4%de13Hse fe_fcﬁbg'::é 'f.c]‘ejv,‘e'stak,

fraccién en el experimento 5. Las recuperaciones totales d

iso"'tqpoA variaron de 92,7 a ‘97.'1“%},

En las fracciones orgdnicas purificadas en el sistema
“de ligroin propilenglicol se detectaron tres zonas radiact

PR DI 2] Lt -
niendo tanto °H. como 14C denominandoseles A, By C.

. A ' ' i : : o P I T e
Lia.zona A.- Permanecio en el origen y no fue procesada mas,
Zona_B,~ Tenia movilidad idéntica a aquella del acarreador de =

pregnenolona’ (Rf= 0,28), - Este fue: alslado y repul

‘matografia de papel en sistema Bush A

apificado, por cristali

e {Tabla 1),

Este material radiactive tuvo movilidad crom atogréfica |

© similar a la del acarreador de progesterona (Rfz 0.51) fué puri-




ficado 'p"or"; 'cr'bhié’to'grafféﬂdei papel onelslstomaBushA detectafndose
una ar'ecl radiactiva que correspondi6 con la dJStl‘lbllCLOI’) del acar=-
reador' ‘de progesterona (Rfz0.58). Su identidad fué éét’gﬁl’ééid;{t‘df
demostraf su pureza radioguimica- (Tabla 2).

Lia transformacién de pregnenolona 4-14Cap10gesterona
-asi co‘m“o la'con\fersién del sulfato de pregnenoléna‘ 7-3Hrlpregne-
’nolona ¥ proge&.’cerona se dan en la tabla 3. |

La l'wlones SH/14(‘ encontradas en cstos naetabolltés
; ap‘arécé‘n en la ziafisxpé; Tab,l& ‘3. | |
DISCUSION:

De los r‘esultacios obiemdo‘% s;e pued@ apr‘pcmr qtterrlcrli
Korm&mon de pro’gestr:roné aumonto a 83 2 o t{as‘i- a,l "d"obléfﬁ '_partirjkk
del sulfato_de p.regnenolonaﬁﬂ pm u,cmn de la HCG agrcgada en:~f"~'
: omparacmn con el es'p:nmmento umtrol No ‘sekobservo mngun »v ;

‘mc,x‘em ntc a pawtzr de la pregnenolona 14 (T Lbla 3)

'rc'{acmn ‘5;:1/1‘*(3 en "1 ‘wogeaterona

de. progestero- -

a“lai del experimento 11, = Sin embargo, la forms cion
. nd en los experimentos III IV no se ¢ncontré. aumentada a pesa de

. la presencia de HCG en los frascos de incubacidn, Ts’tos résultadng




sugxpren un efec,to m}ubxtox io cauaado por el acetato de clor'madmona

y el mestranol, respectwamente . Por el contramo se obser-vo una k
;disminucién en-Ja-sintesis-de f)roges‘cerona 'tanto*de"la -pregn-3H
como a partn* de la preonhnolond 4-14(: cuando se agregaron e

.4.47 X 10 6 M de acetato de clormadmﬂna ‘

A’ pesar de que la s"fntesis: de. prkg)gés‘éexfoﬁé a"";;gr't‘if de
s‘ubstr‘atoy sﬁlfﬁconjugado disxﬁinuyé a 48.4, m‘x,(M/n‘]g‘ en c-omparacxon
con la del e};per‘lmonto I (83 2 m aM/nw) rcmlto aun ‘mayor que la
'del contml N 5a que se obsorv'l acumulo notable de 3H en 1a preg—

L nenomna ('se"run puedr\ apwcaar do Bu r*eldcum *H/14C que resul-

‘ -’m de 52 pqrpcp permimble miemr que_la umxmmon en 1a. smtesxs_

‘:df-;'f.proge_sterrcna ,ommw a nu el de la en?ima 3/5*01 drs hLdroaenesa

43

‘2.1

H 010}21 3 : d e
: p,‘:,,lb’m ﬁna doﬁlm ;nfiu(ﬂncva 1nh3‘ntnm=1 que pued% e mr- localizada, no
SOTU en el 'ntex‘n‘a ‘33*01 clc,,,mdﬂogcnas gmo_ tz"?nbien'a nivel de la
Cgulfatasa,  La ,alt‘d de ncunnilacién de 3[{ 1 la pregnenolona apoya

fuertemente esta po giblidad,




La biosintesis de progesterona in vitro a partir de

acetato resulté incrementada en el cuerpo liteo bovino (Mason,

yCol (8) y Vernﬂ el humanoRice, y Célj. b"(9) porla ad1c16nde

HCG. La agtividacvi d’é Zbac—beciLz'ét’asé ha SldOCOIlSlder"lda cofh,q, ei
’fact;if l;iflﬂi.'tante en 1arrup{urraj d‘e“la‘ éadéhﬁr lateraldel cﬁolvébs‘tgfc}lk

gr)akr'éhla; formacién de prégnendloﬁa ?i‘ur~anté iaf“:’s‘fﬁtésis de proges;
: téfona {Ichii, y Col. (10). Sin émbarg‘o,‘ la 'secrecié‘n de proges-

terona a partir de pregnenolona después de su administracion

A

- in vivo por -accién de la HCG, ha sido demostrada en la perra,
sugiriendo asi que la hormona gonadotrépica puede actuar también

despue';s de*la ruptuza d rla_\i(\.jad‘en,a; lateral dalrcolesterol { De

“En la blosintesis de progesterona su sitio de

no ha sido precisado,

‘Lios resultados del presente estudio sefialan un incre-

. miento franco de la sintesis de progesterona a partir del sulfato de

" pregnenolona con la adicién de HCG; este aumsznto parece ser resul-

Aado de 1&;&&1&1‘;7&3‘2621 de 1o sulfatasa presente en el cuerpo liteo

factor importante en la biosintesis esteroidea y particularmente en
“la formacién de progesterona y por cuerpo Witeo humano, ya que el

“sulfato de pregnenolona y otros precursores sulfatados son disponibles




10.

a1 tcjldoovéucovlapxoduccmn “de hormona luteinizante se eleva -
considerablemente cmran‘te la ovulacién, a la cual sigue consecuen-
:temente la-presencia de un cuerpo Witeo funcionante,, ™
| Por otro lado, los resultados de los estudios g_ﬁ__ﬂjgg_g

: mues‘c‘ranfqueel acefato de clormadinona y el mestranol disminu-
yerorri ld _antesis ‘de progesterona en el cuerpo liteo humano .de k
elstosr,, iAel‘ mestxfariél causd una ,mayof,r dismibucién avin a cbncen’crvé"—
cioﬁes‘ masbma&: (333 ;-;75'10,“7M)1’ rc':uando Se comp‘a‘rra boﬁaq@?lyia"_
del acetato _;;eé.,mqm ard‘iﬁ‘oﬁa.; :(»2:.74.‘7 X ,'1,‘0'51\/{) resultaxf;do',A a’sf un §

i»nhibi‘dor“imésxpétent‘e'- para la sintesis de pr-eoges‘éeroha» ,qué ‘elipx}oj—‘

1o bagolas cofxdiéribngs.f'enlsbeiyadas'.'  Acbte xespeczocabe f

o ueﬁaldr que‘,cv}trosr LStCLOIdL“‘s smtét{icos usados éot;_yo amio’vulattlbrfiosr: '

enelhum:mo taies (:5mf) el Lmostrenols el MK 665 produjerén‘x
mhlbzcmn ‘?‘?’i ‘1.# ;s;ihtesiré dé tmstosierona a partir de [n%oges’tero'na..?;j -

. iesticulo humanc in viire en concentraciones molares de 4,8 x 107'M

angre qua irrigar

. parenteral y aunqu
~ produceitn de progesierona es reducida por laadminisiracion de pe--
quefias dosis de progestagenos como el megestrol (Ostergard y
Starup (13) v los niveles sanguineos de progesterona disminuyen con .

" dosis comparables de acetato de clormadinona, Bstas observacio--




11,

"nes pueden ser explicados, basados en nuestros hallazgos, a la

inhibicién que ejercen los progestidgenos quizd a nivel de la

>3/i>-ol-deshidrogena,sa del-cuerpo-1iteo ;=
Nuestros resultados confirmah aquellosdeAakvaag ;(’1.'4)»
realizados en cuerpo lutno de puerco qué mdxcan una mhlblcmn
de 3/3 -0l - deb}ndrogonasa por accmn de clormadmona
Sin em,:mrgo ,\Lste 1a pombxlmad de que ocurré.n étras

~ 1niluencxas m@iabohcas no observadab v prev1stas en el presente

estudm es ncces mo 1nvest1gar otras areas de actlvxdad enzlmatlca

en el te]ido anahzado con ob]eto de precxsar :me]or el_ smo y 51g~

' R mflcacmn del efecto hormonal hasta_ ahora parcxalmente observado.




fr.A 231; A _1_:,

”PUREZAIUUXOQUHMOAIﬁJPRLGNhNOLONA
R S oa.e, dpm/mcr

CRISTALI- R G
ZACION | SOLVENTE |
No. : .

i | Metanol - | 5995 634 | 6021 320 | 7426 244 | 6721 757

)

vl 340 637 | 5580 202 | 7401 214 | 8270 733

0
[e>)
3
o
os)

640 | ag51 307 | 7484 236 | 6313 756 |/,

oo 6478 623 | 5954 310 7388 234 | 6201 675

iﬁA3¢?]  ) . ',8458' 630 5020 322 7522 213 | 8378 744 |

% Ultirnas aguas madres




A B L,A,, 2ij[7"

PUREZA RADIOQUIMICA Dh PROGLSTJ&RONA
dp*n/mcr gl

CRISTALI-

ZACION
No.

SOLVLNTL. 

v

e

AMF

14

Metanol 2666 1973 | 5998 2358 | 5583 2388

" 2670 1909 | 596

" 12550 1960 | 6126 2322 | 5116 2289

R | 5715 2313 | s022 2254

9681 1974 5860 2379 5304 2276

2628

2899

1185
1172
1171

1111

1182 |

* TUltimas aguas madres




T A fai;.A ,{3:

l‘ ORMACION D}“ PhOuﬁSTbRQNA Y PRLGNEVOLONA
POR CULRPQ LUTLO HUMANO (IN VITRO)
e m M (J\ 10- 3)/ mg de tejida

 PREGNENOLONA

A partir de:
SR Relacidén
_BH/ l4¢
en
cristales

b~Pzegn'3HPbegﬂ“14{' . Cmsf.ales - ‘

CHEZEE~mmAd

1  4o3 203.9 1.35 | - 68.8 | 10,02
i 83,2 2157 2,55 9.8 | 18.94

o | 48,4 141,0 2,67 69.7 | 32,00

A 401 1144 | 2.32 . 59.3 ) 8;53 1_ .
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