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CAPITULO I. INTRODUCCION

1.1 OBJETIVO

El objetivo del presente trabajo es lograr la optimizacion de un método analitico existente,
para la cuantificacion de enantato de estradiol y acetofénido de dihidroxiprogesterona en
materia prima, producto en proceso y producto terminado; para su utilizacién en control de
calidad, asi como en el analisis de muestras sometidas a estudios de estabilidad.

1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se cuenta con un método analitico del cual no se tiene evidencia de haber sido validado,
por lo que se planea una etapa de desarrollo en la cual se buscaran las condiciones
dptimas, con las cuales se obtengan los parametros cromatograficos adecuados para
proceder con la validacion. Se busca obtener un solo método analitico en el cual se puedan
cuantificar de manera confiable los dos principios activos presentes en la formulacion.

1.3 HIPOTESIS

Si se realiza una manipulacién adecuada de las diferentes condiciones cromatograficas que
se manejan durante la etapa de desarrollo de la metodologia, se obtendra un método
analitico que cumpla con los parametros de validaciéon establecidos en la regulacion

vigente.



CAPITULO Il. ANTECEDENTES
2.1 MONOGRAFIAS DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS 23

2.1.1 Acetofénido de dihidroxiprogesterona
Nombre quimico

[16a(R)]-16,17-[(1-Feniletilideno)bis(oxy)]pregn-4-en-3,20-diona;  acetal ciclico  con
acetofenona de la 16a,17a-dihidroxipregn-4-en-3,20-diona.

Férmula empirica

CagH3s04

Formula estructural :
CHy 7

Aspecto

Polvo cristalino blanco a practicamente blanco, o cristales incoloros a blancos o
ligeramente amarillos.

Solubilidad

Soluble en etanol, metanol y tetrahidrofurano. Practicamente insoluble en agua.
Ligeramente soluble en éter y cloroformo.

Identificacion

IR: Los picos principales presentes en el espectro de IR de la muestra problema dispersada
en KBr corresponden con los presentes en la sustancia de referencia, preparada en la
misma forma.

(ver Anexo |)

Intervalo de fusién:

De 150 a 156 °C



Rotacion especifica:

+50.4 a +55.7°

Extincion especifica:

347 a 383

Pérdida por secado:

No mas de 0.5 %

Contenido de acetofenona:
No mas de 0.005%
Valoracién:

98.0 a 102.8%

Métodos de analisis

Se encuentran informados en la literatura metodologias para su cuantificacion por medio de
HPLC (High Performance Liquid Chromatography, por sus siglas en inglés) y por GC (Gas
Chromatography)

Progestinas

El acetofénido de dihidroxiprogesterona se encuentra incluido en el grupo de las
progestinas, que incluyen a la hormona natural progesterona, derivados de la 17a-
acetoxiprogesterona de la serie de los pregnanos, derivados de la 19-nortestosterona
(estranos) y al norgestrel y compuestos relacionados de la serie de los gonanos;
compuestos con actividad similar a la progesterona, se encuentran referidos con diversos
nombres en la literatura, como progestinas, agentes progestacionales, progestagenos,
progestdgenos, gestagenos o gestogenos.

Perspectiva histérica

En 1933, Corner y Allen aislaron una hormona del cuerpo liteo de cerdas y la denominaron
progestina; al siguiente afio diversos grupos europeos aislaron el compuesto en forma
cristalina y la llamaron luteoesterona ignorando el nombre asignado previamente por los
anteriores descubridores. Esta diferencia en nomenclatura se resolvié en 1935 cuando Sir
Henry Dale convencié a ambos grupos de adoptar un nombre que incorporara elementos
de ambas denominaciones y se le asigné el nombre de progesterona.



Los estudios iniciales con la progesterona se vieron obstaculizados debido a que la
produccion a partir de fuentes animales era bastante dificil y tomaba demasiado tiempo y
los precios de la progesterona eran demasiado altos. Ademas la progesterona por si misma
no es activa al ser administrada por via oral debido a que sufre un extenso metabolismo
hepatico de primer paso, lo cual limita su utilidad farmacolégica.

Estas dificultades fueron vencidas por dos de los mayores avances en la quimica de los
esteroides; el primero de ellos fue la sintesis de progesterona, realizada por Marker, a partir
de la diosgenina en los afios 40, misma que fue un avance importante, ya que proveyo de
cantidades importantes de la hormona a un costo relativamente barato y eliminé la
contaminacion cruzada con compuestos que se copurificaban junto con ella de las fuentes
animales. El segundo avance quimico fue la sintesis de los compuestos 19-nor, a principios
de los afios 50, realizado por Djerassi que sintetizo la noretindrona en Syntex y Colton que
sintetizd el noretinodrel en Searle. Estos son indudablemente 2 de los avances mas
importantes en la quimica organica sintética del siglo XX, ya que llevaron al desarrollo de
anticonceptivos orales, mismos que tuvieron un gran impacto social.

Quimica

A diferencia del receptor de estrégenos, que requiere de la presencia del anillo fendlico A
para que se de la unidén de alta afinidad, el receptor para la progesterona favorece la
inversién de la estructura A*-3-ona del anillo A a la conformacién 1B8,2a. Otros receptores
de hormonas esteroides también unen esta estructura no fenodlica del anillo A, aunque la
conformacion optima difiere de la requerida para el receptor de progesterona. Por
consiguiente, las progestinas sintéticas (en especial los compuestos 19-nor) muestran
union limitada a los receptores para glucocorticoides, andrégenos y mineralocorticoides,
propiedad que explica algunas de sus actividades no progestacionales.

El espectro de actividades de estos compuestos es altamente dependiente de los grupos
sustituyentes especificos con los que cuente, especialmente del grupo que se encuentra en
la posicion 17 del anillo D, la presencia de metilo en C 19 y la presencia de etilo en C 13.
Existe otro conjunto de agentes similares a la progesterona y a su metabolito 17a-
hidroxiprogesterona, que es inactivo, pero algunos derivados del mismo presentan
actividad progestacional y pueden ser utilizados por via parenteral, debido a que sufren de
metabolismo hepatico de primer paso. Sin embargo, las sustituciones de 17-ésteres en la
posicién 6 del anillo B dan compuestos que resultan activos por via oral y presentan
actividad progestacional relativamente selectiva. Una segunda clase de compuestos son
los denominados 19-nor, sin embargo son menos selectivos que los derivados de la 17a-
hidroxiprogesterona y presentan variabilidad en el grado de actividad androgénica y en
menor proporcion cierta actividad estrogénica o antiestrogénica.

Sintesis y secrecién

La progesterona es secretada del cuerpo liteo durante la segunda mitad del ciclo
menstrual; en realidad la secrecién inicia justo antes de la ovulacién a partir del foliculo
destinado a liberar el o6vulo. La formacion de progesterona a partir de precursores



esteroides se da en el ovario, testiculo, corteza adrenal y placenta. La determinacién de la
tasa de secrecion de progesterona va de unos pocos miligramos al dia durante la fase
folicular del ciclo hasta 10 a 20 mg durante la fase luteal y por arriba de 100 mg durante las
ultimas etapas del embarazo. Tasas de 1 a 5§ mg/dia han sido determinadas en hombres y
son comparables a los valores obtenidos en mujeres durante la fase folicular.

Acciones fisiolégicas y farmacolégicas
a) Accién neuroendocrina:

La progesterona producida en la fase luteal del ciclo menstrual tiene diversos efectos
fisiolégicos; incrementa la tasa de liberacion de la LH (hormona luteinizante) a partir de la
pituitaria.

b) Acciones en el aparato reproductor:

La progesterona liberada durante la fase luteal del ciclo disminuye la proliferacion
endometrial debida al estrogeno. La baja abrupta en la liberacién de la progesterona a
partir del cuerpo liteo al final del ciclo es el punto determinante para el cese de la
menstruacién. Si la duracion de la fase luteal se prolonga artificialmente, se inducen
cambios en el estroma del endometrio similares a los producidos en la etapa temprana del
embarazo. Bajo circunstancias normales, el estrégeno antecede y acompafa a la
progesterona en su accién sobre el endometrio y es esencial en el desarrollo del periodo
menstrual normal. La progesterona también tiene efectos en las glandulas cervicales y la
secrecion abundante de estructuras similares a los estrogenos produce la secrecion de un
material escaso y viscoso. Como se menciond anteriormente entre los efectos de las
progestinas esta la disminucion de la penetracion del cérvix por los espermatozoides. La
maduraciéon del epitelio vaginal humano inducida por los estrogenos es modificada al
presentarse el embarazo por medio de la acciéon de la progesterona. La progesterona es
muy importante para el mantenimiento del embarazo; una de las principales acciones de
esta hormona es la supresion de la menstruacion y la contractilidad uterina.

c) Acciones en la glandula mamaria:

Durante el embarazo y en menor grado durante la fase luteal del ciclo, la progesterona
actda junto con los estrogenos en la proliferacion de los acinos presentes en las glandulas
mamarias, para el final del embarazo estos se llenan de secreciones y se aumenta
notablemente la vascularizacion de la glandula, solo después de que los niveles de
estrogenos y progesterona disminuyen al momento del parto, da inicio la lactancia. Durante
el ciclo menstrual normal, la actividad mitdtica del epitelio mamario es muy baja durante la
fase folicular y se incrementa en la fase luteal; este patron se debe a la progesterona, el
cual ejerce su efecto directamente en una sola ronda de actividad mitética en el epitelio
mamario. Este efecto es pasajero, sin embargo, al continuar la exposicion a la hormona se
detiene rapidamente el crecimiento de las células epiteliales. Esto contrasta con el
endometrio, donde la proliferacién se incrementa durante la fase folicular debido al
incremento en los niveles de estrégeno y es opuesto por la progesterona en la segunda
parte del ciclo. El control hormonal de la proliferacion celular es diferente en estos dos



tejidos y se debe tener en cuenta el efecto celular-especifico al momento de utilizarlos
como agentes terapéuticos.

d) Acciones en el SNC:

Si la temperatura corporal se mide cuidadosamente a lo largo de un ciclo menstrual normal,
se puede notar un incremento de aproximadamente 0.6 °C a la mitad del ciclo, lo cual
coincide con la ovulacién. El incremento de la temperatura persiste hasta el inicio del flujo
menstrual. Este incremento en la temperatura se debe a la progesterona, lo que puede ser
demostrado por medio de la administracién de la hormona. El mecanismo central de este
efecto es hasta ahora desconocido, pero se cree que puede estar involucrada una
alteracion en el centro hipotalamico de regulacién de temperatura. La progesterona también
incrementa la respuesta ventilatoria de los centros respiratorios al diéxido de carbono y
lleva a reducir la presion de oxigeno arterial y alveolar en la fase luteal del ciclo y durante el
embarazo. La progesterona también puede tener acciones depresivas e hipnéticas en el
SNC, ya que se ha informado somnolencia después de la administracién de la hormona;
este potencial efecto secundario puede ser disminuido si se administran las preparaciones
que contienen progesterona al momento de ir a dormir.

e) Acciones metabdlicas:

Las progestinas tienen numerosas acciones metabdlicas. La progesterona por si misma
incrementa los niveles basales de insulina y sus niveles después de la ingestion de
carbohidratos, pero en general no causa cambios en el nivel de tolerancia a la glucosa. Sin
embargo, la administracion de progestinas mas potentes, por largos periodos de tiempo,
puede disminuir la tolerancia a la glucosa. Las progestinas estimulan la actividad de la
lipoproteinlipasa y mejoran la deposicion de las grasas. Se ha informado que la
progesterona y sus andlogos incrementan las LDL (lipoproteinas de baja densidad) y no
causan efectos mayores en la reduccién de las HDL (lipoproteinas de alta densidad)
séricas. También puede disminuir los efectos de la aldosterona a nivel del tibulo renal y
causar una baja en la reabsorcion de sodio e incrementar la secrecion de
mineralocorticoides en la corteza suprarrenal.

Mecanismo de accion

Existe un solo tipo de gen receptor para progesteronas (PR) que produce dos isoformas del
mismo, PR-A y PR-B. El primero cuenta con 164 aminoacidos, y el segundo es una forma
perdida de la primera; esto ocurre al utilizarse dos promotores estrégeno-dependientes
diferentes en el gen PR. Ambos PR presentan un dominio modular, estructural comun a
todos los miembros de la subfamilia de receptores nucleares. El dominio de union al
ligando es idéntico en las dos isoformas, de manera que no existe diferencia en la unién
con el ligando como se ve en el receptor de estrogenos. En ausencia de ligando, el PR se
encuentra presente en el nucleo en forma de monémero inactivo unido a proteinas, al
unirse con la progesterona la unién con las proteinas se disocia y el receptor se fosforila y
forma homo y heterodimeros que se unen a los PRE (elementos de respuesta a la
progesterona) localizados en genes blanco. La activacién transcripcional ocurre primero por
accion de coactivadores o por la interaccion directa de factores generales de transcripcion.
El complejo coactivador del receptor favorece la interaccion con proteinas adicionales con
actividad de histona acetilasa, lo que causa la remodelacion de la cromatina e incrementa
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la accesibilidad para las proteinas transcripcionales incluyendo la RNA polimerasa Il. Los
antagonistas de la progesterona facilitan la dimerizacion del receptor y la union del DNA,
pero la conformacién de la union antagonista-PR es diferente de la que tiene la union
agonista-PR, lo cual favorece la interaccién del PR con sus correpresores que llaman a las
histonadesacetilasas; la desacetilacion de las histonas incrementa la interaccion del DNA
con los nucleosomas y da como resultado un promotor inaccesible al aparato general de
transcripcion.

Absorcién, distribucién y eliminacion.

La progesterona sufre de un rapido metabolismo de primer paso, lo que da una baja
biodisponibilidad por via oral, lo cual limitd la administracion de la hormona natural a la via
intramuscular en inyectables oleosos o a la administracién en supositorios vaginales, lo
cual impulsé el desarrollo de analogos para su uso oral. Sin embargo, la biodisponibilidad
absoluta de estas preparaciones es baja, aunque se obtienen niveles plasméticos eficaces.

Actualmente se encuentran disponibles numerosas progestinas para su administracion por
via oral e intramuscular, en implantes, que presentan un metabolismo hepéatico disminuido.

En plasma la progesterona se une a la albiumina. La union total de los compuestos
sintéticos a proteinas plasmaticas es de 90% o mas, la unién a diferentes proteinas
depende del compuesto en especifico.

La hormona es metabolizada primeramente en el higado a sus metabolitos hidroxilados y a
los conjugados con sulfato y acido glucurénico, los cuales son eliminados en la orina; las
progestinas sintéticas tienen vidas medias mucho mas largas, que van desde 7 hasta las
24 horas. El metabolismo de las progestinas sintéticas es primeramente hepatico y se
eliminan por via renal en forma de metabolitos conjugados polares diversos.

Usos terapéuticos

Los dos usos mas frecuentes de las progestinas son la anticoncepcion, ya sea solas o en
combinacién con estrégenos en anticonceptivos orales y en terapias de reemplazo
hormonal en mujeres postmenopausicas.

Las progestinas también se utilizan en el tratamiento de la amenorrea secundaria,
desordenes de sangrado uterino, tratamiento de soporte en la fase luteal como ayuda en
casos de infertilidad y parto prematuro. Existe el interés en su potencial en el tratamiento
del sindrome premenstrual. En general estos usos son una extensién de la funcion
fisiolégica normal de la progesterona en el control neuroendocrino de la funcion ovarica y el
endometrio. También se utilizan como tratamiento paliativo en ciertos casos de carcinoma
endometrial y como tratamiento secundario en cancer de seno.
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2.1.2 Enantato de estradiol

Nombre quimico
(17pheptanoato)-estra-1,3,5(10)-trien-3,17-diol
Férmula empirica

C25H3602

Férmula estructural

Aspecto

Polvo cristalino blanco a casi blanco.

Solubilidad

Altamente soluble en acetona, metanol, etanol, dioxano y otros disolventes organicos,
soluble en hidréxidos alcalinos, ligeramente soluble en aceites vegetales, éter y cloroformo.
Practicamente insoluble en agua.

Identificacién

IR: Los picos principales presentes en el espectro de IR de la muestra problema dispersada
en KBr corresponden con los presentes en la sustancia de referencia, preparada en la
misma forma

(Ver anexo |)

Intervalo de fusion:

De92a98°C

Rotacion especifica:

+38 a +43°
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Extincion especifica:

56 a 56

Contenido de agua por método de Karl Fischer:
No mas de 0.10 %

Contenido:

97.0a103.0%

Métodos de anélisis

Se encuentran informados en la literatura metodologias para su cuantificacion por medio de
HPLC (High Performance Liquid Chromatography, por sus siglas en inglés) y por GC (Gas
Chromatography)

Estradiol

Los estrogenos son hormonas enddgenas que producen diversas acciones fisiologicas. En
la mujer, estos incluyen efectos en el desarrollo, acciones neuroendocrinas que involucran
el control de la ovulacién, la preparacion ciclica del tracto reproductivo para la fertilizacion e
implantacion y acciones sobre el metabolismo de minerales, carbohidratos, proteinas y
lipidos. En los hombres tienen efectos sobre el sistema 6seo, la espermatogénesis y el
comportamiento.

También se encuentran disponibles antagonistas de los receptores para estrogeno y
progesterona, los cuales se utilizan principalmente para el tratamiento de cancer de mama
que responde a hormonas, de la infertilidad femenina y para provocar el aborto por
prescripcién médica.

En el medio ambiente se han encontrado diversos compuestos quimicos que mimetizan la
actividad de estas hormonas, asi como de sus antagonistas, por lo cual se estan realizando
investigaciones mas a fondo acerca de los efectos de estos agentes ambientales en los
seres humanos.

La actividad estrogénica es compartida por diversos compuestos esteroidales y no
esteroidales. Los estrégenos naturales mas potentes encontrados en los seres humanos

son el 17 f-estradiol seguido de la estrona y el estriol.
Perspectiva historica

Desde hace mucho tiempo han sido conocidos los efectos de la remocion de los ovarios en
diversas especies, como son la atrofia uterina y la pérdida de la funcién sexual. La
naturaleza hormonal del control ovarico en la funcién reproductiva femenina fue establecido
por Knauer en el afio de 1900, al encontrar que los transplantes de ovario previenen los
sintomas de la gonadectomia. Esta investigacion fue ampliada por Halban (1900), quien
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demostré que al transplantar estas glandulas en animales inmaduros, se producia el
desarrollo y la funcion sexual normal.

En 1923, Allen y Doisy desarrollaron un bioensayo sencillo para extractos de ovario,
basado en los cambios producidos en las células vaginales de la rata. Loewe (1925) fue el
primero en informar la presencia de hormonas sexuales femeninas en la sangre de
diversas especies y poco después, Frank y sus colaboradores (1925) detectaron un
principio activo en la sangre de cerdas en periodo de estro. Otro descubrimiento de gran
importancia fue el hecho por Loewe y Lange (1926) de la presencia de hormonas sexuales
femeninas en la orina de mujeres en periodo de menstruacion y que esta presencia variaba
de acuerdo a la fase del ciclo menstrual en que se encontraban. La excrecion de grandes
cantidades de estrégeno en la orina durante el embarazo fue informada por Zondek en

1928.

Este descubrimiento representé una ventaja para los quimicos, ya que poco después el
compuesto activo fue aislado en su forma cristalina (Butenandt, 1929; Doisy 1929,1930).
Pocos afios después la estructura quimica fue dilucidada.

Los resultados de estas primeras investigaciones indicaron que el ovario secretaba dos
sustancias. En al afio de 1897 Beard postuld que el cuerpo lateo tiene una funcién
importante durante el embarazo y Fraenkel (1903) demostré que la destruccion del cuerpo
ldteo en conejas embarazadas provocaba el aborto. Las contribuciones de Corner y Allen
(1929) establecieron la funcion hormonal del cuerpo liteo. Estos investigadores
demostraron que el aborto producto de la extirpacién del cuerpo liteo en conejas
embarazadas podia ser prevenido por medio de la inyeccion de extractos luteales.

A principios de los afios 60, los estudios de Jensen y sus colegas sugirieron la presencia de
receptores intracelulares para los estrégenos en ciertos tejidos blanco, este descubrimiento
es histéricamente importante debido a que fue la primera demostracién de la existencia de
una superfamilia de receptores tiroideos/esteroideos y permiti6 el acercamiento
experimental a la identificacion de otros receptores hormonales similares. Recientemente
se ha identificado un receptor para estrogenos identificado como receptor de estrégenos f
(ER B) para distinguirlo del primer receptor identificado descubierto identificado como

receptor de estrégenos a (ER o).
Quimica

Cada una de estas moléculas es un esteroide de 18 carbonos, que contiene una anillo
fendlico en posicion A (anillo aromatico con un grupo hidroxilo en el carbono 3) y un grupo
cetona o B-hidroxilo en la posicién 17 del anillo D.

El anillo A es la estructura mas importante para el enlace selectivo de alta afinidad con el
receptor de estrégenos. Muchas sustituciones de grupos alquilo en el anillo A afectan la
union con el receptor, sin embargo las sustituciones en los anillos C 6 D pueden ser
toleradas. Las sustituciones con grupos etinil en C17 incrementan la potencia por via oral
por medio de la inhibicién del metabolismo hepatico de primer paso. Se ha desarrollado un
modelo para la unién ligando estrégeno-receptor para el estudio de la relacidon estructura-
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actividad (Anstead 1997) y se ha informado la estructura cristalina de los complejos
estrégeno-receptor (Brzozowski, 1997).

Uno de los estrégenos no esteroidales que fue sintetizado es el dietilestilbestrol o DES, que
tiene una estructura similar a la del estradiol, en conformacion trans. En diversos estudios
se descubrié que el DES es tan potente como el estradiol, activo por via oral y presenta
una vida media mas larga en el organismo; el DES ya no es ampliamente utilizado, pero es
importante histéricamente debido a que es un estrégeno barato, abundante, y activo por via
oral.

Los compuestos no esteroideos con actividad estrogénica o antiestrogénica (incluyendo a
las flavonas, isoflavonas y derivados del cumestano) se encuentran naturalmente en una
gran variedad de plantas y hongos. Un nimero importante de agentes sintéticos, como los
pesticidas (p,p-DDT), plastificantes (bisfenol A), y otros quimicos industriales (bifenilos
policlorados), también presentan actividad hormonal o antihormonal. Muchos de estos
compuestos contienen un anillo fendlico que mimetiza el anillo A de los esteroides. Aunque
la afinidad de estos “estrogenos ambientales” por el receptor de estrogenos es
relativamente baja su extenso numero, bioacumulacién en el tejido adiposo y la
persistencia de los mismos en el ambiente, aumenta su toxicidad potencial para los seres
humanos y la vida animal. Actualmente se encuentran disponibles en el mercado
preparaciones de venta libre y de prescripcion médica que contienen compuestos con
actividad estrogénica obtenidos a partir de plantas, como los fitoestrogenos (geniteina), de
los cuales se ha informado que tienen una selectividad relativa hacia los receptores ERB,
lo cual sigue en investigacion.

Sintesis y secrecién

Los estrégenos esteroidales se forman a partir de la androstenediona o la testosterona
como precursores inmediatos; la reaccion involucra la aromatizacién del anillo A, la cual es
catalizada en tres pasos por el complejo enzimatico monooxigenasa del citocromo P450
(aromatasa o CYP 19), que utiliza NADPH y oxigeno molecular como cosustratos. En el
primer paso de esta reaccién el carbono 19 (grupo metilo angular en C10 de los
precursores androgénicos) es hidroxilado, una segunda hidroxilacion resulta en la
eliminacién del grupo hidroximetil recién formado en C19 y una hidroxilacion final en C2
resulta en la formacion de un intermediario inestable que se rearregla para formar el anillo
fendlico A. La reaccién completa consume 3 moléculas de oxigeno y tres moléculas de
NADPH.

Los ovarios son la principal fuente de los estrégenos circulante en mujeres
premenopausicas. El producto secretado en mayor cantidad es el estradiol sintetizado en
las células granulosas a partir de precursores androgénicos provenientes de las células de
la teca. La actividad de la aromatasa es inducida por las gonadotropinas, las cuales actuan
via receptores en la membrana plasmatica para elevar las concentraciones intracelulares
de adenosina 3', 5-monofosfato (AMP ciclico), las gonadotropinas y el AMP ciclico
incrementan la actividad de la enzima de anclaje de cadena lateral del colesterol y facilitan
el transporte del colesterol (precursor de todos los esteroides) hacia el interior de la
mitocondria celular para sintetizar a los esteroides. El ovario contiene una forma de 17p-
hidroxiesteroide deshidrogenasa (tipo 1) que favorece la produccion de testosterona y
estradiol a partir de androstenediona y estrona, respectivamente. Sin embargo en el higado

15



otra forma de esta enzima (tipo 2) favorece la oxidacion del estradiol circulante a estrona y
estos tres esteroides son convertidos a estriol y posteriormente son excretados en la orina
junto con sus conjugados sulfato y glucurénido. En las mujeres postmenopausicas, la
principal fuente de estrogeno es el estroma del tejido adiposo y otras fuentes no ovéricas,
en las cuales es sintetizado a partir de dehidroepiandrosterona, secretada por la corteza
adrenal. En los hombres, los estrégenos son producidos en los testiculos, pero la
produccion extragonadal se debe a la aromatizacion del C 19 de los esteroides circulantes
como androstenediona y dehidroepiandrosterona, por lo tanto el nivel de estrogenos es
regulado en parte por la disponibilidad de precursores androgénicos.

Los efectos estrogénicos se atribuyen en su mayoria a las hormonas circulantes, pero las
producidas localmente también presentan acciones importantes. Por ejemplo, los
estrégenos pueden producirse a partir de andrégenos por medio de la accién de la
aromatasa o por la hidrélisis de los conjugados de estrégeno, asi la produccion local de
estrogenos juega un factor causal importante en el desarrollo de ciertas enfermedades
como el cancer de mama y la aparicion de tumores en el seno que contienen dichas

enzimas.

Los estrégenos también pueden producirse a partir de andrégenos via aromatasa presente
en el sistema nervioso central (SNC) y otros tejidos y ejercer efectos locales en el sitio de
produccion; en los testiculos, afectan la espermatogénesis y en el hueso tienen su mayor
influencia en la densidad mineral de los mismos.

Altas cantidades de estrogeno son sintetizadas en la placenta, que utiliza Ila
dehidroepiandrosterona fetal y su derivado 16a-hidroxilado para producir estrona y estriol,
respectivamente; durante el embarazo, la orina humana es una importante fuente de
abundantes estrogenos naturales.

Acciones fisiolégicas y farmacolégicas
a) Accion sobre el desarrollo:

Los estrégenos son responsables en su mayor parte de la aparicion de las caracteristicas
sexuales secundarias que ocurren durante la pubertad en la mujer. Por medio de accion
directa provocan el crecimiento y desarrollo de la vagina, utero y trompas de falopio. Acttan
de manera concertada junto con otras hormonas para provocar el crecimiento de los senos
por medio la promocién del crecimiento ductal, desarrollo del estroma y acumulacién de
grasa. También contribuyen a la formacién del cuerpo y el esqueleto de la mujer, de una
manera todavia no comprendida claramente, lo cual da como resultado el crecimiento de
los huesos que culmina con la fusién de las epifisis. Los estrogenos también promueven el
crecimiento del vello axilar y genital, asi como la pigmentacion de este y de los pezones y
areolas que ocurre en el primer trimestre del embarazo.

El desarrollo sexual en las mujeres se debe primeramente a la accién de los estrégenos,
los andrégenos juegan un papel secundario. La testosterona y la androstenediona se
encuentran normalmente en la sangre venosa ovarica, y contribuyen al inicio del desarrolio
de vello axilar y pubico durante la pubertad, asi como a la aparicion de acné debida al
crecimiento y las secreciones formadas en las glandulas sebaceas.
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Recientemente se ha encontrado que los estrégenos juegan un papel importante en el
desarrollo masculino, en los nifios la deficiencia de estrégenos no afecta la edad del inicio
de la pubertad, pero el inicio del crecimiento se ve disminuido, se retrasa la maduracién del
esqueleto y el cierre de las epifisis. La deficiencia de estrogenos en el hombre puede
producir hipergonadotropismo, macroorquidismo e incrementar los niveles de testosterona
y afectar el metabolismo de lipidos y la fertilidad en algunos individuos.

b) Control neuroendocrino del ciclo menstrual:

El ciclo menstrual en la mujer es controlado por medio de una cascada neuroendocrina que
involucra el hipotalamo, la glandula pituitaria y los ovarios. En el hipotalamo se regula la
liberacion periédica de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) a la circulacion
portal hipotalamico-pituitaria. La GnRH interactia con un receptor relacionado en los
gonadotropos y causa la liberacion de la hormona luteinizante (LH) y de la hormona foliculo
estimulante (FSH) de la pituitaria anterior. Las gonadotropinas (FSH y LH) son las
responsables del crecimiento y maduracién del foliculo de Graaf en el ovario y de la
produccion ovarica de estrégeno y progesterona, los cuales ejercen una regulacion tipo
feedback en la pituitaria y el hipotalamo.

Debido a que la liberacién de GnRH es intermitente, la liberacién en forma pulsatil de la LH
y la FSH esta determinada por el “reloj” neural antes mencionado, el cual esta referido al
generador hipotalamico pulsati de GnRH. La naturaleza de la liberacion hormonal
intermitente es esencial para el mantenimiento normal de la ovulacion en el ciclo menstrual,
desde la infusiéon constante de la GnRH hasta la liberacién de la LH y la GSH, un
decremento en la produccion de estradiol y progesterona y la amenorrea.

Cuando los ovarios son removidos o su funcién cesa, se da una sobreproduccion de FSH y
LH, las cuales son excretadas en la orina. La determinacion en plasma y orina de LH es
una prueba de laboratorio utilizada para evaluar la funcién de la pituitaria y demostrar la
efectividad de las dosis de reemplazo de estrégenos, por medio de la baja en la excrecion
de LH. Aunque los niveles de FSH declinan una vez que se inicia la terapia de reemplazo
hormonal, no regresan a sus niveles normales, debido a la produccion inhibida en el ovario.
Consecuentemente la determinacién de los niveles de FSH para monitorear la efectividad
de la terapia de reemplazo hormonal no tiene uso clinico.

c) Efectos en el tracto reproductivo:

Los cambios ciclicos en la produccion ovarica de estrégeno y progesterona regulan los
eventos correspondientes en las trompas de falopio, atero, cervix y vagina.
Fisiolégicamente, estos cambios preparan el Gtero para la implantacion del 6vulo si este es
fertilizado y la secuencia apropiada de eventos en estos tejidos es esencial para un
embarazo exitoso. Si el embarazo no ocurre, el endometrio es desechado, los cual es
visible externamente con la descarga menstrual.

El utero se encuentra compuesto por el endometrio y el miometrio. Estas capas de células,
las trompas de falopio, el cervix y la vagina presentan respuestas caracteristicas a los
estrégenos y progestinas. Los cambios tipicamente asociados con la menstruacién ocurren
en su mayoria en el endometrio, el cual es desechado durante la descarga menstrual.



Por convencion, la menstruacion es considerada el inicio del ciclo menstrual; durante la
fase folicular o proliferativa del ciclo, el estrogeno inicia la reconstrucciéon del endometrio
por medio de la proliferacién y diferenciacion: se hacen visibles numerosos procesos
mitoticos, el ancho de la capa se incrementa y ocurren cambios caracteristicos en las
glandulas y vasos sanguineos presentes en el tejido. Estos y subsecuentes efectos de los
estrogenos y la progesterona son mediados en gran medida por la regulacion esteroidal de
los factores de crecimiento peptidicos y sus receptores que ejercen acciones paracrinas y
autocrinas en el endometrio. Una respuesta importante a los estrogenos en el endometrio y
otros tejidos es la induccion del receptor de progesterona, lo cual habilita a las células para
responder a esta hormona durante la segunda mitad del ciclo.

En la fase secretoria del ciclo, los niveles de progesterona se incrementan marcadamente
debido a la secrecidn del cuerpo lateo, y los niveles de estrogenos continian elevados. La
progesterona limita el efecto proliferativo de los estrégenos en el endometrio por medio de
la estimulacion de la diferenciacién. Sus efectos principales incluyen la estimulacion de las
secreciones epiteliales importantes para la implantacion del blastocisto y el crecimiento
caracteristico de los vasos sanguineos del endometrio. La progesterona es importante en la
preparacion para la implantacion y para los cambios que tienen lugar en el Gtero en el sitio
de implantacion existe una estrecha “ventana de implantacién” que se extiende de los dias
19 6 20 hasta el dia 24 cuando las células epiteliales del endometrio son receptivas a la
implantacion del blastocisto. Debido a que el estatus endometrial es regulado por
estrégenos y progestinas, la eficacia de algunos anticonceptivos se debe a que la superficie
endometrial no es receptiva a la implantacion. Si el embarazo no ocurre la secrecion de LH
contintia y los niveles de estrégeno y progesterona no pueden ser mantenidos, lo cual da
como resultado el desecho del endometrio.

Si la implantacion ocurre, la gonadotropina coridnica humana (hCG) es producida
inicialmente por las células del trofoblasto y del blastocisto y mas tarde por la placenta, la
hCG interacciona con el cuerpo luteo para mantener la sintesis de hormonas esteroides en
las primeras etapas del embarazo. En las ultimas etapas la placenta se convierte el sitio de
mayor sintesis de estrogenos y progesterona.

En las trompas de falopio los estrogenos estimulan la proliferacion y diferenciacion,
mientras que la progesterona inhibe estos procesos. Los estrogenos también incrementan
la contractilidad muscular de las trompas, mientras que la progesterona la disminuye, lo
cual afecta el tiempo de transito del ovulo al utero. Los estrogenos incrementan el
contenido de agua en el moco cervical lo que facilita la penetracion del esperma por el
cervix y favorecen la contraccion ritmica del miometrio uterino, mientras que la
progesterona genera el efecto contrario. Estos efectos son fisiologicamente importantes y
contribuyen a algunos de los efectos anticonceptivos de los estrégenos y las progestinas.

d) Efectos metabdlicos:

Los estrégenos afectan varios tejidos y tienen diversas acciones en el metabolismo de
humanos y mamiferos. No en todos los casos esta claro si el efecto resulta de la accién
hormonal directa en el tejido en cuestién o es secundaria a la accion de la hormona en otro
sitio. De cualquier manera esta claro que muchos tejidos no reproductivos como el hueso,
higado, SNC y corazén, encuentran niveles bajos de receptores de estrogenos. Muchos de
los efectos metabolicos resultan directamente de la accién mediada por el receptor en los
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organos afectados. Los efectos que producen en el metabolismo de lipidos, minerales,
carbohidratos y proteinas son particularmente importantes para comprender su actividad
farmacologica.

Es ampliamente conocido que los estrégenos tienen un efecto positivo en la masa 6sea. El
hueso es continuamente remodelado en diversos sitios denominados unidades de
remodelacién de hueso por medio de la accién resortiva de los osteoclastos y la accion
formadora del hueso de los osteoblastos. El mantenimiento de la masa dsea total requiere
que la tasa de formacion sea igual que la tasa de resorcion, lo cual ocurre en la edad adulta
temprana (18-40 afios), después de esta etapa el proceso predominante es la resorcion.
Los osteoclastos y los osteoblastos contienen receptores ERs, ARs y PRs (Receptores
estrogénicos, androgénicos y de progesterona, respectivamente) funcionales. Los
estrogenos regulan directamente a los osteoblastos e incrementan la sintesis de colageno
tipo I, osteocalcina, osteopontina, osteonectina, fosfatasa alcalina y otros marcadores de la
diferenciacion de los osteoblastos. Sin embargo el mayor efecto de los estrégenos es la
disminucién del namero y la actividad de los osteoclastos. La mayor parte de la accion de
los estrégenos en los osteoclastos se da por medio de la alteracion de las sefiales de las
citocinas (autocrina y paracrina) hacia los osteoblastos. En los osteoblastos y en las células
del estroma los estrégenos disminuyen la produccion de las citocinas que estimulan a los
osteclastos (IL-1, IL-6 y factor de necrosis tumoral, TNF-o) e incrementan la produccion del
factor de crecimiento tipo insulina (IGF-1), la proteina osea morfogénica (BMP-6) y el factor
de transformacion del crecimiento (TGF-B) los cuales son anti-resortivos.

La accion directa de los estrogenos en los osteaclastos incrementa la tasa de apoptosis, lo
cual tiende a reducir su nimero y afectan el crecimiento éseo y el cierre de las epifisis en
ambos sexos. La importancia de los estrégenos en el hombre queda ilustrada en el caso de
un paciente que presenta ER completamente defectuosos y manifiesta osteoporosis,
epifisis no fusionadas, disminucién de la masa 6sea incrementada y edad ésea retardada;
ademas se ha observado que la osteoporosis idiopatica masculina esta asociada con la
expresion reducida de los receptores ER-o en osteocitos y osteoblastos.

Los estrogenos presentan diversos efectos en el metabolismo de lipidos; en general elevan
ligeramente los triglicéridos séricos y reducen un poco los niveles de colesterol sérico total.
Sin embargo sus acciones mas importantes son el incremento de los niveles de
lipoproteinas de alta densidad (HDL) y la disminucion de las lipoproteinas de baja densidad
(LDL) y de la lipoproteina (a) [Lp(a)]; esta tasa benéfica de HDL y LDL es un efecto
colateral importante que se presenta en las terapias con estrégenos en mujeres
postmenopausicas. La presencia de receptores para estrégenos en el higado sugiere que
los efectos benéficos de los estrégenos en el metabolismo de las lipoproteinas pueden
estar dados en parte por medio de la accién directa sobre la funcion hepatica. Otros sitios
de accién, sin embargo, no pueden ser excluidos; en adicion a estos efectos en los lipidos
séricos, los estrogenos alteran la composicion de la bilis por medio del incremento de la
secrecion de colesterol y disminuyendo la secrecién de acidos biliares. Esto conduce a
incrementar la saturacion de la bilis con colesterol.

Los estrégenos no parecen tener efectos mayores en el metabolismo de los carbohidratos y

presentan efecto en diversas proteinas séricas, particularmente en aquellas involucradas
en las cascadas de coagulacion y unién de hormonas; asi mismo afectan vias metabélicas
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relacionadas con el sistema cardiovascular, sus efectos sistémicos incluyen cambios en el
metabolismo de lipoproteinas y en la produccion hepatica de proteinas plasmaticas, causan
un pequefio incremento en los factores de coagulacién VIl y XlI y disminuyen los factores
anticoagulantes como las proteinas C, S y la antitrombina Ill. También se ven afectadas las
vias fibrinoliticas y en diversos estudios se ha encontrado disminuyen los niveles de la
proteina inhibidora del activador de plasminégeno (PAI-1); ambos efectos opuestos pueden
causar efectos adversos.

Mecanismo de accion

Ambos tipos de receptores de estrogenos son factores transcripcionales activados por
ligandos que pueden incrementar o disminuir la sintesis de RNAm a partir de los genes
blanco. Después de entrar a la célula por medio de difusién pasiva a través de la
membrana, la hormona se une a su receptor en el nicleo, que se encuentra en forma
monomérica, al unirse se da un cambio de conformacién que da como resultado un dimero,
el cual tiene una mayor afinidad para unirse al DNA.

El complejo ER/DNA relne una o mas proteinas coactivadoras en la region promotora, los
cuales tienen actividad de histona acetilasa y/o recurren a otras proteinas para activar el
complejo. La acetilacion de las histonas altera la estructura de la cromatina en la region
promotora, lo cual da lugar a una serie de eventos que llevan al ensamblaje del aparato de
transcripcion y al inicio de la misma.

Absorcidn, distribucién y eliminacioén.

Varios estrégenos se encuentran disponibles para administracion oral, parenteral,
transdérmica y tépica. Dada la naturaleza lipofilica de los estrégenos, su absorcion es
buena en general. Existe una gran variedad de preparaciones para su administracion por
via oral y ésteres del estradiol de base acuosa u oleosa para su administracién por via
intramuscular con una frecuencia mensual o trimestral; los parches transdérmicos se
cambian 1 6 2 veces por semana Y liberan estradiol o una combinacion de estradiol y
acetato de noretindrona, continuamente a través de la piel, también existen preparaciones
para su administracién vaginal.

La administracion oral es la mas utilizada para el estradiol, estrégenos conjugados, ésteres
de estrona, etinil estradiol y otros estrégenos. El estradiol por si mismo no se usa en este
tipo de administracién debido a que presenta un extenso metabolismo hepatico de primer
paso; las preparaciones de estradiol micronizado producen una mayor superficie de
contacto, gracias a lo cual presentan una mayor absorcion, pero deben utilizarse dosis altas
debido a que la biodisponibilidad absoluta se mantiene baja. El etinil estradiol se utiliza
frecuentemente por via oral, solo o en combinaciéon con progestinas; la sustitucion etinil en
la posicion C 17 inhibe el metabolismo hepatico de primer paso. La absorcién de estos
estrogenos en el tracto gastrointestinal es rapida y generalmente completa. Otras
preparaciones orales contienen estrogenos equinos conjugados, ésteres o mezclas
preparadas a partir de derivados de plantas; estos son hidrolizados por enzimas presentes
en el intestino que remueven los grupos sulfato cargados y permiten la absorcién de los
estrogenos a ftravés del epitelio intestinal. La estrona, presente en otro tipo de
preparaciones, es solubilizada como sulfato y estabilizada con piperazina. Dadas la
diferencias en el metabolismo, las potencias de las diversas preparaciones difieren
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también, por ejemplo, el etinil estradiol, es mucho mas potente que los estrogenos
conjugados.

Varios alimentos y derivados de plantas, se encuentran disponibles sin prescripcion
médica, y dan beneficios similares a los compuestos antes mencionados; estos
compuestos pueden contener flavonoides como la genisteina, cumestanos y lignanos, de
los cuales se ha informado que poseen actividad estrogénica en pruebas de laboratorio
aunque en general esta es menor a la del estradiol; sin embargo su eficacia a dosis
relevantes no ha sido comprobada en humanos, y muchos de estos productos contienen
otro tipo de compuestos como fitoestrégenos que pueden contribuir a tales efectos.

La administracion de estradiol, via parches transdérmicos provee de una liberacién lenta y
sostenida de la hormona, distribucién sistémica y niveles sanguineos mas constantes que
los obtenidos a partir de dosis orales; ademas, la ruta transdérmica no libera grandes
cantidades de la hormona al higado, via circulacion portal, como después de una
administracion oral, lo cual explica por que las dos rutas son asociadas con diferentes
efectos sobre el perfil de las lipoproteinas.

Otras preparaciones se encuentran disponibles para su administracion intramuscular,
cuando los esteres de estradiol se disuelven en vehiculos oleosos y se inyectan, presentan
una buena absorcién; los ésteres alquilicos y arilicos del estradiol se hacen menos polares,
correspondientemente la tasa de absorcion de las preparaciones oleosas disminuye
progresivamente y la duracién del efecto se ve prolongada. Una sola dosis de valerato o
cipionato de estradiol puede ser absorbida durante varias semanas después de su
inyeccion intramuscular. Las suspensiones que contienen estrona o una combinacion de
ésteres también son administradas por esta via. Las preparaciones de estradiol y
estrogenos conjugados se encuentran disponibles para su administracion vaginal y tienen
actividad local principalmente aunque no se pueden descartar sus efectos a nivel sistémico,
debido a la absorcion significativa que tiene lugar en el area.

El estradiol, etinil estradiol y otros compuestos existen en la sangre extensamente unidos a
proteinas plasmaticas. El estradiol y otros estrégenos que se encuentran naturalmente en
la sangre se unen a la globulina de unién a esteroides sexuales (SSGB, por sus siglas en
inglés) y en menor grado a la albamina sérica. En contraste el etinil estradiol se une en su
mayor parte a la albumina pero no a la SSGB; debido a su tamafio y a su naturaleza
lipofilica, los estrégenos no unidos a proteinas rapidamente abandonan el espacio
plasmético para distribuirse a otros compartimentos.

Ocurren variaciones en el metabolismo del estradiol de acuerdo a la etapa del ciclo
menstrual en que se encuentre y la situacion pre o postmenopausica individual. En general
la hormona sufre rapida transformacién hepatica, con una vida media plasmatica medida en
minutos; el estradiol se convierte primeramente por la accion de la 17p-
hidroxiesteroideshidrogenasa a estrona, la cual sufre una conversién por medio de una
16a-hidroxilacién y 17-cetorreducion a estriol, el cual es el principal metabolito excretado
en la orina, también se excretan una gran variedad de metabolitos conjugados con sulfato y
acido glucurénico. Menores cantidades de estrona y estradiol se oxidan a 2-
hidroxicatecoles por el CYP3A en el higado y por el CYP1A en tejidos extrahepéticos o a 4-
hidroxicatecoles por el CYP1B1 en sitios extrahepaticos cuando los 2-hidroxicatecoles se
han formado en gran cantidad. Los 2- y 4-hidroxicatecoles son inactivados por las enzimas
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COMT (catecol-O-metil transferasas), sin embargo pequefias cantidades son convertidas,
por medio del reacciones catalizadas por el citocromo P450 o la peroxidasa, a quinonas o
semiquinonas capaces de formar aductos con el DNA o generar especies con oxigenos
reactivos (via ciclo redox) que provocan la oxidacion de las bases del DNA.

Los estrégenos sufren de recirculacién enterohepética por la siguiente via:

1. Conjugacién en el higado con sulfatos y acido glucurénico.
2. Secrecion biliar de los conjugados al intestino
3. Hidrdlisis en el intestino seguida de reabsorcion.

Las determinaciones de estradiol en plasma y orina se utilizan para diversos propésitos. En
el ciclo menstrual normal, la media diaria de excrecién de estrégenos y sus metabolitos a la
mitad del ciclo tiene un maximo de 25 a 100 ug; el segundo aumento durante la fase luteal
es mas prolongado, pero la tasa maxima de excrecion es pequeiia (10 a 80 ug por dia).
Después de la menopausia el promedio de excrecion de estrogenos en mujeres normales
es de aproximadamente 5 a 10 pg diarios y la sintesis de estrogenos ocurre principalmente
a partir de precursores androgénicos en tejidos no ovaricos. Los valores normales en el
hombre son de 2 a 25 ug por dia, cantidades similares se encuentran en la orina femenina
durante la primera semana del ciclo menstrual. En los nifios no se encuentran cantidades
detectables de estr6genos en la orina. Durante el primer trimestre del embarazo, la
placenta se convierte en la principal fuente de estrégenos urinarios, la cual continua en
aumento hasta lograr niveles de 30 mg por dia al término del embarazo. En el pasado las
determinaciones seriadas de estrogeno en el embarazo se utilizaban para evaluar la
funcién fetal y placentaria, en la actualidad, con el advenimiento de los monitores fetales
esta practica ha caido en desuso.

Usos terapéuticos

Los estrédgenos se utilizan principalmente con dos propositos, en la terapia de reemplazo
hormonal en mujeres postmenopdausicas y como componente de formulaciones
anticonceptivas.

En el primer caso tienen efecto para la prevencion de la osteoporosis, antes de que la
pérdida de masa dsea suceda, lo cual se ve ayudado por una ingesta adecuada de calcio y
vitamina D, ademas de ejercicio. También ejercen sus efectos benéficos en el sistema
vasomotor, evitando los bochornos y los escalofrios.

Efectos adversos

Los estrogenos resultan altamente eficaces para sus propésitos terapéuticos. La decision
acerca de su uso ha sido ampliamente discutida en base al andlisis de la relacion riesgo-
beneficio para cada paciente.

Historicamente, la mayor preocupacion acerca del uso de estrogenos tiene que ver con el
cancer, enfermedad tromboembolica, cambios en el metabolismo de lipidos vy
carbohidratos, hipertension, enfermedades de la vesicula biliar, nausea, migrafia, cambios
de humor y otros efectos secundarios en menor grado.

22



Es importante considerar que en las preparaciones utilizadas como anticonceptivos la dosis
de estrégenos es mayor que en las utilizadas para terapias de reemplazo hormonal y
debido a que los efectos adversos son dependientes de la dosis no es adecuado extrapolar
los resultados obtenidos en los estudios realizados con preparaciones anticonceptivas y
que ciertos efectos que fueron atribuidos originalmente a los estrégenos se deben al
componente progestinico.

En varias especies de mamiferos, la administracion de estrogenos es seguida por el
desarrollo de ciertos tumores, desde estudios realizados en 1936 por Lacassagne, es
conaocido que pueden inducir tumores en el tejido mamario, utero, testiculos, hueso, rifion y
otros tejidos; en reportes posteriores se encontré que el uso de estrégenos durante el
embarazo incrementa la incidencia de anormalidades genitales no malignas en fetos de
ambos sexos. Recientes estudios han demostrado que el componente progestinico tiene
mas relacién con el cancer de mama que los estrégenos.

Los estrogenos orales incrementan hasta tres veces el riesgo de tromboembolismo venoso
en mujeres con historia de enfermedad cardiovascular y no incrementa el riesgo de
hipertension.

La nausea y el vdmito es la reaccion inicial a la terapia con estrégenos en algunas mujeres,
pero estos efectos desaparecen con el tiempo y se ven minimizados por medio de la
ingesta junto con los alimentos o antes de dormir. Las molestias en los senos y el edema
mejoran al disminuir la dosis. Un efecto mas grave es que en ciertas mujeres la
administracion de estrégenos puede causar migrafia severa y pueden reactivar o exacerbar
la endometriosis.
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2.2 CROMATOGRAFIA DE LiQUIDOS DE ALTA RESOLUCION (CLAR,

HPLC) (3,5,6,7,8,9, 10, 11, 13, 19, 20)

La forma mas moderna de cromatografia liquida en columna es la denominada de alta
resolucion o de alta presiéon (CLAR por sus siglas en espafiol, HPLC en inglés), es un area
de la quimica analitica cuyo crecimiento ha sido muy rapido y tiene un gran potencial dentro
del andlisis farmacéutico. Es una técnica que permite la separacion, aislamiento y
cuantificacion de los diferentes componentes de una mezcla. Dicha separacion se
fundamenta en la distribucién entre dos fases: una estacionaria sélida y una fase movil
liquida, en donde cada uno de los componentes de la mezcla es retenido selectivamente
por la fase estacionaria. La separacion puede darse por medio de procesos de particion,
adsorcién o intercambio idnico, dependiendo del tipo de fase estacionaria utilizada

Esta técnica presenta muchas ventajas con respecto a otros métodos entre las cuales se
encuentran las siguientes:

* Permite la separacion, identificacién y cuantificaciéon de varios compuestos a la vez.

e Se pueden separar compuestos dentro de un amplio rango de masas moleculares (de
54 a 450,000 g/mol)

e Las cantidades que pueden ser detectadas varian desde picogramos y nanogramos
hasta miligramos, (de acuerdo a la escala de trabajo: analitica, semipreparativa o
preparativa).

* No es necesario que los analitos de interés sean volatiles o someter las muestras a un
proceso de derivatizacion.

* Las muestras se disuelven en un disolvente adecuado y la mayoria de las separaciones
se llevan a cabo a temperatura ambiente.

s Se pueden analizar compuestos con un amplio rango de polaridades en una misma
corrida.

¢ Los compuestos termolabiles pueden ser analizados sin riesgo de descomposicion.

El tiempo de corrida en la mayoria de los analisis es menor a 30 minutos

Clasificacion de los tipos de HPLC

Existen diversas maneras de clasificar a la cromatografia liquida en columna. Con base en
la naturaleza de la fase estacionaria y en el proceso de separacién, se pueden especificar
tres tipos. -

La cromatografia de adsorcion, en donde la fase estacionaria es un adsorbente (como gel
de silice o cualquier empaque con silice) y la separacion se basa en repetido pasos de
adsorcién-desorcion.

La cromatografia de intercambio i6nico, donde la fase estacionaria tiene una superficie
cargada i6nicamente con iones de carga opuesta a los presentes en la muestra. Esta
tecnica se utiliza casi exclusivamente para muestras idnicas o con capacidad de ionizacion.
El componente con mayor carga en la muestra, se atraera a la superficie idnica y asi,
tardard méas tiempo en eluir. La fase moévil es una soluciéon amortiguadora, donde se usa el
pH y la fuerza i6nica para controlar el tiempo de elucion.
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La cromatografia de exclusion por tamarfio de particula utiliza una columna empacada con
material de tamarfio de poro controlado clasificado de acuerdo a su tamafio, y la muestra
simplemente se filtra de acuerdo con su tamafio molecular. Las moléculas més grandes
pasan rapidamente a través de la columna; las moléculas mas pequefias penetran dentro
los poros de las particulas del empaque y eluyen después. Principalmente por las razones
historicas, esta técnica también se llama filtracién de gel aunque actualmente la fase
estacionaria no se restringe a la utilizacion de geles.

La cromatografia de adsorcién se subdivide en dos tipos, de acuerdo a la polaridad relativa
de las dos fases: normal y reversa.

En la cromatografia de fase normal, la fase estacionaria es de naturaleza fuertemente
polar (por ejemplo, gel de silice), y la fase movil es no polar (como hexano o
tetrahidrofurano) por lo que se retienen méas los analitos polares en la superficie de la
columna que los componentes menos polares.

En la cromatografia de fase reversa sucede lo contrario, la fase estacionaria es de
naturaleza no polar (hidrofébica) mientras que la fase moévil es un liquido polar, como
mezclas de agua y metanol o acetonitrilo. En este caso los analitos menos polares son los
que presentan mayor tiempo de retencion.

Casi el 90% de todas las aplicaciones cromatograficas quedan comprendidas en la
clasificacién anterior. La polaridad del eluente juega el papel mas importante en todos los
tipos de HPLC.

Existen dos tipos de elucién: isocratica y por gradiente. En el primer tipo la composicién del
eluente es constante y se bombea a través de la columna durante todo el tiempo que dura
el andlisis. En el segundo caso la composiciéon del eluente se va cambiando durante el
tiempo que dura la corrida.

Caracteristicas principales de la HPLC

Dentro de las caracteristicas principales de la HPLC se tiene el uso de columnas de acero
de diametro pequefio (2-5 mm), reutilizables, empacadas con particulas de diametro muy
pequefio (3, 5 y 10 mm), desarrollo constante de nuevas substancias para su uso como
fases estacionarias, trabajo a alta presion y flujo controlado de la fase movil, introduccion
de cantidades precisas de muestra sin necesidad de utilizar grandes cantidades, tiempo de
analisis rapido y alta resolucion.

Inicialmente, se seleccioné a la presién como la caracteristica principal de la HPLC. Esto
era, sin embargo, un término que parece indicar que la mejora en el desempefio se debe
principalmente a la presion alta que manejan los sistemas. Sin embargo, esto no es
completamente verdadero. De hecho, esta mejora es el resultado de muchos factores:
particulas muy pequeiias de estrecho rango de distribuciéon y tamafio del poro uniforme,
inyectores que manejan volimenes pequefios de manera exacta, y buenos sistemas de
bombeo. Naturalmente, se necesita presion para permitir el flujo de la fase movil; por otra
parte, la presion es un factor negativo que no contribuye a la mejora en separacién. Gracias
a esto, actualmente es mas comun referirse a la técnica como cromatografia liquida de alta
resolucion.
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Mecanismo de retencién

En general, la HPLC es un proceso de adsorcion dinamico. Las moléculas del analito, al
moverse a través del empaque poroso, tienden a interactuar con los sitios de adsorcién
presentes en la superficie. Dependiendo del tipo de HPLC, pueden incluirse diferentes tipos
de fuerzas de adsorcion en el proceso de la retencion: hidroéfobo (no especifico) es el tipo
principal de interaccion que se da en las separaciones en fase reversa, dipolo-dipolo (polar)
interacciones dominantes en la fase normal, interacciones ibnicas, que son las
responsables de la retencion en la cromatografia de intercambio ibnico. Todas estas
interacciones son competitivas, las moléculas del analito estan compitiendo con las
moléculas del eluente por los sitios de adsorcién.

Terminologia y conceptos en HPLC

Parametros de retencién

La manera mas facil de conocer la retencion es medir el tiempo entre el momento de la
inyeccion y el maximo de la respuesta detectada para el compuesto correspondiente. Este
parametro normalmente se denominé tiempo de retencién (Tr) y es inversamente
proporcional a la velocidad de flujo de eluente.

El producto del tiempo de retencion y la velocidad de flujo, se le denomina volumen de
retencion (Vg), que es un parametro de retencion global y representa el volumen de eluente
que atraviesa la columna mientras eluye un componente en particular.

El Vg puede dividirse en dos partes: el volumen de retencion reducido, que es el volumen
de eluente que atraves6 la columna mientras el componente estaba en contacto con la
superficie de la fase estacionaria y el volumen muerto que es el volumen de eluente que
atraveso la columna mientras el componente estaba siendo llevado a la columna junto con
la fase liquida.

El volumen muerto (Vo) es igual al volumen de la fase liquida en la columna, y sera el
mismo para cualquier componente que eluya en esta columna.

El volumen de retencion es independiente de los parametros de flujo para la corrida en
particular, pero depende de los parametros geométricos de la columna. El Vr sera diferente
para el mismo compuesto en columnas diferentes empacadas con el mismo tipo de
adsorbente.

El parametro de retencion mas universal y fundamental es la proporcion existente entre el
volumen de retencién y el volumen del muerto (k).
Esta proporcién se encuentra representada por la siguiente ecuacion:

k'—'VRfVQ

Histéricamente, un parametro de retencion ligeramente diferente conocido como factor de
capacidad, (k') y fue introducido y ampliamente aceptado en la practica.
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El factor de capacidad es adimensional e independiente de cualquier parametro geométrico
de la columna o del sistema de HPLC. Podria considerarse que es una caracteristica
termodinamica del sistema especifico adsorbente-compuesto-eluente. Se encuentra
descrito por la siguiente ecuacion:

k'=(Vr=Vo)/ Vo

Eficiencia

La eficiencia de una columna se puede determinar por medio del numero de platos
tedricos, que no solo evalian la eficiencia de la columna, sino del sistema cromatografico
en su totalidad.

Después de una inyeccion el ancho del pico correspondiente puede incrementarse durante
su movimiento a través de la columna, cuanto mayor sea este incremento, disminuye la
posibilidad de separar una mayor cantidad de componentes en un tiempo determinado.

El ancho del pico es dependiente de varios parametros como la longitud de la columna, la
velocidad de flujo y el tamaiio de particula. La velocidad de flujo es el Gnico pardmetro que
puede cambiarse en la corrida para continuar probando en la misma columna. Por lo cual
se considera mejor utilizar un valor relativo para expresar eficiencia de la columna.

En la practica se usa normalmente el valor N, el cual se ha vuelto una expresiéon aceptada
de la eficiencia de la columna. La razon para su utilizacion se relaciona al hecho que no es
la desviacion estandar, sino su cuadrado, la varianza, la medida basica de la distribucion
normal. El valor N se asigna al nimero de platos tedricos. El término de plato teérico viene
de la analogia con la teoria de la destilacion. En la practica, es mas conveniente medir el
ancho del pico a la altura media.

El nimero de platos tedricos depende de la longitud de la columna: a mayor longitud, N es
mayor. Por consiguiente, se ha introducido el término de altura de platos para determinar
que tan eficazmente se ha empacado la columna. A menor altura y mayor nimero de
platos, mas eficaz se considera una columna cromatografica.

Selectividad y Resolucion

La selectividad es la proporcion existente entre los factores de capacidad de dos picos y
representa el poder de separacion de un adsorbente especifico a la mezcla en particular de
estos componentes.

Este parametro es independiente de la eficiencia de la columna, y s6lo depende de la
naturaleza de los componentes de la mezcla, tipo y composicion del eluente y a las
caracteristicas quimicas del adsorbente. En general, si la selectividad de dos componentes
es igual a 1, no hay ninguna manera de separarlos mejorando la eficiencia de la columna.

La resoluciéon es el parametro que describe el poder de separacion de un sistema
cromatografico completo a los componentes particulares de una mezcla. Por convencion, la
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resolucion (R) se expresa como la proporcion de la distancia entre dos maximos del pico al
valor medio del ancho del pico a la linea base.

Si nosotros aproximamos los picos a triangulos simétricos, tenemos que si R es igual o
mayor a 1 los componentes estan completamente separados. Si R es menor a 1, entonces

se traslapan los componentes.
Ecuacién de Van Deemter

Ahora se reconoce que existen tres procesos principales por medio de los cuales se ve
afectada la separacién de los componentes de una mezcla al momento de eluir a través de
una columna, las cuales son: trayectorias muiltiples de un analito a través del empaque de
la columna, la difusion molecular y el efecto de transferencia de masa entre las fases.

En 1956 J.J. Van Deemter introdujo la ecuacion que combiné las tres fuentes y las
representd como la dependencia de la altura de los platos tedricos (HETP) y la velocidad
lineal en la fase movil. Originalmente, se introdujo para la cromatografia de gases, pero se
observd que los mismos procesos fisicos ocurren en HPLC, por lo cual esta ecuacion

puede ser utilizada.
A continuacion se describen brevemente los tres factores antes mencionados:

1) Trayectoria muiltiple: La velocidad de la fase moévil en la columna puede variar
significativamente debido al didametro de la columna y puede depender de la forma y
porosidad de la particula y de la estructura de la capa entera

El ensanchamiento de los picos es causado por las diiferentes velocidades de flujo a través
de la columna, el cual puede reducirse, incrementando la eficiencia, por medio de la
reduccién del diametro de la particula, lo que implica el aumento de la presion en la
columna.

2) Difusién molecular del analito: Se sabe que las moléculas se dispersan o mezclan
debido a la difusion. La difusién longitudinal, a lo largo del eje de la columna, lleva al
ensanchamiento de los picos. Tenemos que a mayor velocidad del eluente, menor es el
efecto de la difusién en el ensanchamiento del pico. La difusion molecular en la fase liquida
es aproximadamente cinco ordenes de magnitud menor que en fase gaseosa, este efecto
es casi despreciable en las proporciones normales de flujo en HPLC.

3) Transferencia de masa: Hay dos acercamientos bdasicos para la descripcion
termodinamica de los fenédmenos de retencién en HPLC, uno es basado en la teoria de
particion y otro en la adsorcion.

La particion es un cambio de concentracion en el sistema debido a la distribucion de los
componentes entre dos o mas fases y la adsorcion es el cambio de concentracién en el
sistema en la interfase, debida a las fuerzas de la superficie.

La fase es una materia uniforme en su composicion quimica y estado fisico; en HPLC se
tienen dos fases principales: la fase movil (eluente) que es un disolvente liquido o mezcla
de disolventes que se mueven a través de la columna cromatografica llevando el analito y
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la fase estacionaria (adsorbente) que es un solido que consiste en particulas porosas
rigidas, normalmente con base de silice, con propiedades de superficie especificas
(quimica de la superficie).

Se considera que las particulas del adsorbente son insolubles y no son permeables en el
eluente y que sélo introducen fuerzas de superficie en el sistema.

La descripcion usual de la cromatografia liquida considera la existencia de una fase liquida
separada que esta en contacto con la superficie del adsorbente. Las fases quimicamente
modificadas normalmente son consideradas de esta manera. La fase mas utilizada es la
compuesta por octadecilsilano. El concepto principal es que las moléculas del analito
pueden penetrar entre estas cadenas alquilicas. Este proceso se considera
termodinamicamente como la disolucién de las moléculas del analito en la fase alquilica de
la superficie.

Instrumentacion

La instrumentacion basica de un sistema HPLC incluye los siguientes elementos: bomba,
inyector, columna, detector y un sistema de recoleccion de datos, interconectados entre si.
La parte principal del sistema es la columna donde se lleva a cabo la separacion. El
proceso cromatografico inicia con la inyeccion del soluto a la columna, la separacién de los
componentes ocurre al bombear la fase mévil a través de la misma, eventualmente cada
componente eluye de la columna dejando una sefal caracteristica que es registrada como
una banda o pico por el sistema de recoleccion de datos. La respuesta del detector a cada
componente se muestra por lo general en la pantalla de una computadora, obteniéndose un
grafico conocido como cromatograma. Para colectar, analizar y almacenar los datos
obtenidos se utilizan computadoras, integradores y otro tipo de procesadores de datos.

Se utilizan reservorios de fase movil, y filtracion que son importantes sin formar parte del
instrumento en si. El tipo mas comun de reservorios para disolventes y fases méviles son
los envases de vidrio, en el mercado se encuentran disponibles recipientes con tapas
especiales que evitan la evaporacion y contaminacién del contenido. Los filtros y tuberia de
teflén son los mas utilizados para la conexién hacia la bomba. La eliminacién de los gases
presentes en los disolventes se puede realizar por medio de desgasificadores integrados al

equipo.
Bombas

Se considera que la bomba es uno de los componentes mas importantes en un sistema de
HPLC, tiene que proporcionar un flujo constante y continuo del eluente a través del
inyector, la columna y el detector. Las dos clasificaciones basicas son las de presion
constante y de flujo constante. El primero s6lo se usa para columna de condensacion y el
segundo tipo es el mas ampliamente utilizado en todas las aplicaciones de HPLC comunes.

Se necesitan bombas de alta presion para forzar a los disolventes a pasar por la tuberia y
la columna, entre mas pequefio sea el tamafio de particula de la fase estacionaria se
requiere de una presion mayor. La estabilidad del flujo es una de las caracteristicas a
considerar en el sistema de bombeo. Tasas de flujo muy estables ayudan a la mejor
realizacion del analisis.
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Una caracteristica en las bombas disponibles actualmente es el control electrénico externo,
lo cual es muy importante para la automatizacién de los sistemas y para la utilizacion de
gradientes.

Las bombas modernas cuentan con las siguientes caracteristicas: intervalo de flujo de 0.01
a 10 mL/min, baja variabilidad en el flujo no mas de 1%, intervalo de trabajo de 1 a 5000

psi.

s Bombas de presién constante

Las ventajas primarias de este tipo de bombas son su simplicidad y el hecho de
proporcionar una linea base muy estable. Las mas sencillas son normalmente baratas,
faciles de operar y de mantener. Entre sus desventajas se encuentra el hecho de que la
proporcion de flujo debe supervisarse cuidadosa y constantemente, ya que las
proporciones de flujo varian si la viscosidad del disolvente cambia debido a la temperatura
o cambio en la composicion.

Estos cambios en proporcion de flujo pueden influir en los analisis cualitativos, debido a
que la identificacion del componente se basa principalmente en la comparacion de tiempos
de retencion. Si éstos cambian como resultado del cambio en la proporcion del flujo, sobre
todo durante el andlisis de mezclas complejas, la identificacion se torna dificil. En analisis
cuantitativos, los detectores mas comunes (UV e indice de refraccién) son sensibles a la
concentracion y los cambios en la proporcion de flujo afectan el tiempo en el cual la
muestra pasa a través de la celda del detector, lo que implica cambios en el area bajo la
curva.

* Bombas de flujo constante

Los sistemas de flujo constante generalmente son de dos tipos basicos: pistdn reciprocante
y desplazamiento positivo (jeringa). La ventaja basica de ambos sistemas es su habilidad
de reproducir el volumen de elucién y area de los picos, sin tener en cuenta cambios de
viscosidad.

Bombas de pistén dual: Una manera mas eficaz de proporcionar un flujo constante y casi
libre de pulsos es el uso de bombas reciprocantes de cabezal dual; las cuales cuentan con
dos camaras que son manejadas por el mismo motor a través de una leva comin; dando
como resultado, que los dos perfiles de flujo no se solapan, reduciendo las pulsaciones de
la bomba significativamente. Puesto que el perfil del aceleracion desaceleracion es no
lineal, los tipos mas eficaces de estas bombas tienen levas que permiten obtener el
traslape mejor de las curvas de presién y obtener flujo constante.

Las ventajas de esta bomba son el depésito de disolvente ilimitado que permite el uso
desatendido a largo plazo, el cambio rapido y la facilidad de limpieza. Sin embargo, a
menos que se hayan tenido cuidados especiales al momento de su fabricacion, estas
bombas pueden tener varias desventajas, debido a que cada cabeza tiene dos valvulas
check, la confiabilidad de la bomba depende de la limpieza de la fase mévil y la capacidad
de sellado continuo de las cuatro valvulas check en cada ciclo.
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Las mejoras recientes a este sistema de bombeo incluyen: un software que se usa para
lograr el maximo traslape de golpes de la bomba, lo que produce pulsaciones virtualmente
indetectables, lineas inlet/outlet para permitir el vaciado completo cuando se cambian
disolventes o si el aire es inadvertidamente arrastrado a través de la bomba, se utilizan
valvulas check de volumen pequefio para permitir a las bombas funcionar confiablemente a
proporciones de flujo tan bajo como 0.001 mL/min. Esto tiene el beneficio agregado de
proporcionar reproducibilidad excelente sobre todo cuando se trabaja con concentraciones
sumamente bajas, los componentes requeridos para su mantenimiento se encuentran
facilmente accesibles, tienen un intervalo de flujo amplio (0.01 a 10 mL/min) sin cambio de

componentes.

Las valvulas de la bomba reciprocante son la parte mas débil del sistema ya que pueden
contaminarse facilmente o taparse, lo que lleva al mal funcionamiento de la bomba. La
mayoria de los instrumentos recientes utilizan pistones duales mejorados que tienen dos o
tres valvulas check.

Bombas tipo jeringa: Las bombas tipo jeringa generalmente consisten en un cilindro que
contiene la fase movil que es expelida por un pistdn. El piston avanza por medio de un
motor para proporcionar flujo libre de pulsos.

Las bombas de jeringa tienen varias ventajas. La capacidad de presion es bastante alta
(hasta 78,000 psi) y el mantenimiento es poco frecuente ya que no hay ninguna valvula

check que proporcione fluctuaciones.
Las desventajas del sistema son las posibilidades limitadas para la utilizacion de gradientes

y la capacidad de depdsito limitada.

Pueden combinarse dos de estas bombas facilmente y manejarse a través de un sistema
electrénico que proporciona fase mévil mixta y funcionamiento programado, o se pueden
sincronizar para que una bomba pueda recambiarse mientras la otra esta operando para
obtener una elucién continua.

Gradientes.

En muchos de los tipos de la cromatografia de liquidos moderna, se pone de manifiesto el
hecho de que el sistema mas practico para la entrega de fase movil es el que puede
combinar varios liquidos en proporciones diferentes de acuerdo a las necesidades del
analisis. Lo cual es de gran utilidad en el proceso de seleccionar la mezcla 6ptima
requerida para la separacion.

Desde el punto de vista de la instrumentacion los dos métodos primarios para realizar este
tipo de mezcla son conocidos como mezcla a alta presion y mezcla a baja presion.

En los sistemas de mezclado a alta presion, se usan bombas individuales para
proporcionar cada disolvente. Cada una de las bombas se conecta a una camara de
mezclado. En este caso, los dos flujos se mezclan y se dirigen al inyector y a la columna.
En otras palabras, el mezclado es llevado a cabo por las bombas.

Entre las ventajas de estos sistemas estan la habilidad de lograr un control preciso y la
repetibilidad en las mezclas de la fase movil, respuesta rapida a los cambios en la
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concentracion y la habilidad de utilizar cada bomba separadamente si se requieren
sistemas isocraticos separados.

Dentro de las desventajas se encuentra el hecho de que ni siquiera las camaras de
mezclado especiales proporcionan un mezclado completo, la exactitud de la mezcla se

encuentra dentro del 0-10%.

En los sistemas de mezclado a baja presién, la proporcion de flujo global es controlada por
una sola bomba. En general, se usan dos tipos de sistemas de mezclado: en un primer
caso, proporcionado por medio de valvulas, que entregan los disolventes individualmente;
cada valvula se abre durante un periodo apropiado de tiempo. Por lo general, las valvulas
entregan los disolventes individuales a una camara de mezclado, que entonces alimenta la

mezcla a la bomba.
Problemas durante el proceso de bombeo

Los problemas mas comunes encontrados son la desgasificacién de los disolventes, la
corrosién y la compresibilidad.

En cuanto a la desgasificacién ya se ha mencionado que cuando la fase mévil contiene gas
excesivo, la parte disuelta gracias a la presion, pueden salir de la solucién a la salida de la
columna o en el detector, produciendo picos extrafios producto de burbujas microscépicas
que cambian la naturaleza del flujo, lo que lo hace heterogéneo, esto puede ocurrir
gradualmente provocando la acumulacion de burbujas, mismas que se pueden introducir en
el detector. El problema principal se encuentra en el oxigeno del aire disuelto en
disolventes polares, particularmente el agua,

La desgasificacion puede lograrse por uno de los métodos siguientes o su combinacion:
sometiendo el liquido al vacio, por calentamiento, por medio de bafios de ultrasonido, o
burbujeando una corriente de helio. Los mejores resultados se obtienen aplicando vacio a
cada disolvente aproximadamente 5 min. y purga subsecuente con helio.

En cuanto a los problemas de corrosion actualmente se construyen instrumentos con acero
inoxidable tipo 316 que presenta mejor resistencia a la corrosion. Es inerte a todas las
bases, los liquidos organicos y la mayoria de los acidos no halogenados a valores de pH
menores a 2.0. Sin embargo, es sumamente vulnerable a los acidos halogenados, incluso a
concentraciones de 0.01 N.

Inyectores

La introduccién de la muestra al sistema se puede lograr de varias maneras. El método
mas simple es usar una valvula de inyeccion. En sistemas de HPLC mas sofisticados, se
han incorporado dispositivos automaticos donde la introducciéon de la muestra se hace con
la ayuda de automuestreadores y microprocesadores.

En HPLC, pueden inyectarse muestras liquidas directamente y las muestras solidas solo
necesitan ser disueltas en un disolvente apropiado. El disolvente puede no ser la fase
mdévil, pero frecuentemente se utiliza para evitar interferencias en el detector o en la
columna. Siempre es mejor eliminar las particulas de la muestra por medio de filtracion, o
centrifugando para evitar el taponamiento de los dispositivos de inyeccién o las columnas.
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La cantidad de muestra puede variar ampliamente. La disponibilidad de detectores muy
sensibles frecuentemente permite el uso de cantidades de muestra muy pequefias.

Los inyectores para los sistemas de HPLC deben dar la posibilidad de inyectar la muestra
dentro de un intervalo de volumen de 0.1 a 100 puL con buena reproducibilidad y presién
aceptable. También deben proporcionar un minimo incremento en el ancho de los picos y
evitar posibles perturbaciones de flujo.

¢ Inyector de reodina

Debido a sus caracteristicas se pueden introducir muestras de manera reproducible en las
columnas presurizadas sin la interrupcién significante del flujo, incluso a temperaturas
elevadas.

Una jeringa especialmente disefiada puede usarse para inyectar un volumen pequefio (<10
uL) aunque en este caso la precision en la introduccion de la muestra es dependiente en la
precision de la jeringa.

El movimiento del rotor de la valvula en el sentido de las agujas del reloj pone la muestra
en el flujo de la fase movil, con la inyeccion subsecuente de la muestra hacia la columna a
través de una baja de volumen. Otro tipo de inyectores que manejan valvulas utilizan una
cavidad interior que consiste en una ranura anular en una vara corrediza que se empuja en
el sentido del flujo.

e Inyectores automaticos

Comercialmente se cuenta con dispositivos automaticos que permiten el analisis de un gran
numero de muestras sin la intervenciéon constante de un analista.

La mayoria de los automuestreadores tiene un piston que inyecta por medio de una bomba
que succiona un volumen preestablecido y lo transfiere por medio de una valvula de seis
puertos normal. Los mas simples utilizan un dispositivo especial con una aguja que empuja
y cambia de sitio la muestra a través de una valvula. La mayoria ofrece la ventaja de poder
ser controlados por medio de microprocesadores.

Columnas

Las columnas mas comunes son de 10, 15 y 25 cm de longitud y de diametro sumamente
pequero (3, 5 o0 10 mm). El diametro interior de las columnas normalmente es 4 0 4.6 mm,
sin embargo, si es necesaria la recoleccion de las sustancias puras (fase preparativa),
puede requerirse de columnas de diametro mayor.

Las columnas utilizadas en HPLC se encuentran empacadas con la fase estacionaria
elegida de acuerdo al tipo de analisis que se va a realizar.

La silice porosa es el material mas ampliamente utilizado en HPLC. Su composicion
quimica podria expresarse como Si0O,.H,0
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La formacion de la silice porosa consiste de varios pasos:

. Formacion de soles de silice. Un sol es basicamente un tipo de emulsion de
particulas de silice coloidales de tamario de 1 a 100 nm formados por policondensacion
de silicatos disueltos a pH ~ 8. Estas particulas son esféricas, no porosas y amorfas.

. Formacion de hidrogeles. Las particulas de silice dispersas en el sol tienden a
agregarse para formar una estructura tridimensional de particulas unidas juntas. Este
proceso lleva a la formacion de una masa gelatinosa, denominada hidrogel de silice.

. Secado del hidrogel (formacion de xerogeles). Lavando el hidrogel de silice se
elimina el agua por medio de un tratamiento con calor para formar un xerogel, que es
una silice rigida y porosa cuya superficie interior no es lisa debido a la formacién de
enlaces cruzados entre las particulas de silice pequefias no porosas. Los tratamientos
hidrotérmicos especiales son necesarios para la cementacion de particulas de silice por
un proceso de disolucion-deposicion. La molienda de los xerogeles de silice es la
manera mas usual de producir particulas irregulares. El cribado subsecuente permite
separar particulas del cierto tamafio y distribuciéon. La practica ha mostrado que las
columnas con particulas irregulares tienen una eficacia mas baja que las columnas con
particulas esféricas, estas Gltimas son sin embargo normalmente mas caras.

Se han introducido varios procedimientos diferentes de fabricar las particulas de silice
esféricas. Los principios basicos son la emulsificacion de soles de silice en un liquido del
inmiscible y la conversion de gotas en hidrogeles de silice. El tamafio de la gota puede ser
controlado por la viscosidad del sol.

Caracteristicas de las particulas

La columna de HPLC normalmente contiene particulas pequefias del adsorbente, de forma
preferentemente esférica.

Tamario y distribucién de las particulas:

El tamario de la particula es determinado por su geometria. Para las particulas esféricas,
es su diametro. Para las particulas de superficie irregular es el didmetro de la esfera
equivalente que tiene el mismo volumen que la particula. Siempre se obtienen particulas de
silice con una distribucién de tamafio de particula especifico. La mayoria de los materiales
utilizados en HPLC tiene una distribucion de tamario de particula de tipo gaussiano y la
desviacion estandar representa la amplitud del intervalo de distribucién.

En la practica, se puede lograr una distribucién de tamario de particula mas uniforme en la
columna lo que incrementa su eficacia. La presencia de particulas muy pequefias (menos
de 1 pm), puede tapar los frits de la columna subiendo la presion excesivamente.

Distribucién, forma y tamario de poro:

Uno de los parametros mas importantes del adsorbente es el tamario y la distribucion del
poro. El area del adsorbente es un factor que afecta directamente la retencion del analito.
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El tamario del poro define la habilidad de las moléculas del analito para penetrar dentro de
la particula y actuar reciprocamente con su superficie interna. La superficie en que la
interaccion molecular ocurre principalmente en la superficie interna de la particula.

La forma del poro es esencialmente desconocida, pero podria aproximarse a uno de los
siguientes modelos de poro basicos: los poros cilindricos (redondos en seccién cruzada),
poros de cuello de botella (cuello estrecho y cuerpo ancho) y de abertura con platos
paralelos.

La decision acerca de que modelo normalmente esta sujeta al tipo de adsorbente particular
basado en los calculos del volumen del poro y area de la superficie y en su comparacion
con valores obtenidos experimentalmente.

La distribuciéon de tamano de poro es un parametro secundario que podria ser medido por
adsorcion-desorcion de un gas a baja temperatura. Para HPLC lo mas importante es la
ausencia de poros de diametro menor a 50 A.

La superficie del adsorbente es el factor que mas influye en la retencién. La geometria de la
superficie define la accesibilidad de los sitios de adsorcion.

La forma de superficie de la silice es basicamente desconocida. El Unico método que
permite la medida directa de la forma de la superficie es la microscopia de fuerza atomica
(AFM) que se basa en el examen de la superficie con una sonda especial. La AFM sdlo
puede emplearse para la medida de la superficie exterior.

En cuanto a la forma de la superficie de la silice, se asume que la geometria de la
superficie interna de las particulas del adsorbente es lisa, sobre todo después del
tratamiento hidrotérmico del xerogel de silice.

Un conocimiento exacto del area superficial del adsorbente es muy importante, debido a
que la retencion es proporcional a la misma.

El método mas popular para determinar el area superficial es el de adsorciéon de nitrégeno
a baja temperatura. A esta temperatura la mayor parte del adsorbente no muestra ninguna
interaccion especifica, y la adsorcion de las moléculas de nitrogeno puede ser aproximada
por el modelo de monocapa. Una molécula de nitrégeno normalmente ocupa 16.2 A en la
superficie polar, Asi, si se conoce la cantidad de moléculas y el area superficial de una
molécula, podemos calcular el area total de la superficie del adsorbente.

Estas medidas dan el valor del area superficial total del adsorbente. Las moléculas de los
diferentes analitos son normalmente mas grandes que las moléculas de nitrégeno, y no
podrian poder penetrar todos los poros, asi que el area de la superficie eficaz que participa
en la retencion es realmente menor que el area de la superficie total.

La modificacion quimica de la superficie del adsorbente también tiene una influencia en el
area de la misma y en el volumen del poro. Este efecto es muy significativo, la silica gel
tiene un area de superficie original de 350 m%g, después de la modificacién quimica con
octadecilsilano se reduce su superficie a 170 m*/g. Este efecto depende fuertemente de la
densidad de la capa y de la longitud de las cadenas enlazadas.
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Quimica de la superficie

La retencién de los solutos en cromatografia de adsorcidn es afectada por la composicion
del eluente y principalmente por la naturaleza quimica de la superficie de la silice. La
sintesis y estabilidad de superficie también son dependientes de la quimica de la superficie
de la silice, tipos de silanoles en la superficie y su reactividad.

Hay cinco tipos diferentes de sitios de adsorcién en la superficie de la silice totalmente
hidroxilada:

1. Silanol libre

—>i—OH

2. Silanol agrupado fisicamente con el agua del adsorbente
- ﬂ\H_..-

4. Uniones de siloxano

5. Grupos de silanol germinales
i

6. Grupos de silanol con uniones de puentes de hidrégeno

Los grupos silanol son débilmente acidos. La concentracion maxima de grupos silanol en la
sgperﬁcie de la silice porosaesde 8a 9 |Jmolz‘n"|2 o alrededor de 5 grupos hidroxilo por 100
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La mayoria de las propiedades cromatograficas de la superficie de la silice se relaciona a
las interacciones con grupos silanol, aunque el siloxano y el hidrégeno también pueden
contribuir a la actividad de la supefficie.

La adsorcion fisica normalmente tiene lugar a través de fuerzas de repulsion y atraccion
con la superficie: interacciones hidrofébicas, fuerzas de dispersién de London, atracciones
dipolo inducido, Interacciones dipolares, campo eléctrico de la superficie del adsorbente y
traslado de cargas entre las moléculas del analito y el adsorbente (efecto de resonancia).

Es importante mencionar que en HPLC las interacciones superficiales son siempre
competitivas. La superficie del adsorbente esta en contacto permanente con el eluente. Las
moléculas de este actuan reciprocamente con los sitios de adsorcion de la superficie segan
su estructura, polaridad y capacidad de ionizacion. Las moléculas del analito se adsorben
hacia la silice sélo si su interaccién es mas fuerte que la de las moléculas del eluente.

La maodificacion quimica de la superficie de silice incluye a todos los procesos que llevan a
un cambio en la composicion quimica de la superficie. Pueden distinguirse dos tipos
basicos de modificacién quimica: el tratamiento fisico (térmico o hidrotérmico) que lleva al
cambio en la concentracién y proporcién del silanol y el siloxano que se agrupan en la
superficie y el tratamiento quimico que utiliza ligandos organicos que modifican
significativamente las propiedades de adsorcion de la silice.

Existe una gran variedad de especies quimicas que pueden unirse a la superficie de la
silice. El mas utilizado es el grupo alquilo R, que puede llevar substituyentes de diversos
grupos funcionales como hidroxilo, fenol, amina, carbonilo, nitrilo etc.

La parte R del grupo funcional puede unirse a los atomos de la silice de la superficie de las
maneras siguientes:

. Si-R: el grupo R se une directamente a los atomos de la silice de la superficie. La
eliminacién de los grupos hidroxilo originales puede lograrse por cloracién de la
superficie con un tratamiento subsecuente con compuestos organometalicos. Este
tipo de modificacion de la superficie normalmente es muy laborioso y no da
resultados reproducibles.

. Si-O-R: Este enlace es conocido como enlace éster y es formado facilmente por la
reaccion entre un alcohol y grupos hidroxilo de la superficie.

. Si-0O-Si-R: Esta estructura se obtiene por tratamiento de la superficie de la silice
hidroxilada con organosilanos de RnSiX4-n donde X representa los grupos reactivo
como halégenos, etoxi y metoxi. Este tipo de ligandos es ampliamente usado en
HPLC.

La reaccion de un monoclorosilano con la superficie de la silice hidroxilada lleva a la union
de un solo ligando de alquilsilano a un grupo silanol. El tipo de capa que involucra la
formacion de una capa organica monomolecular en la superficie de la silice se denomina
uniéon monomérica.
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Las fases poliméricas pueden ser preparadas por medio de una reaccion entre la silice con
di - o triclorosilanos en la presencia de cantidades minimas de agua que lleva a la
formacion de estructuras tipo arbol que se agrupan de superficie de la silice.

La accesibilidad de los silanoles residuales puede ser estimada por la densidad de los
ligandos que tiene unidos. Este parametro no puede medirse directamente, se calcula en
base a la cantidad de carbono.

Este carbono es el peso de los atomos del carbono presentes en el adsorbente,
determinado por analisis elemental. Normalmente los datos del analisis elemental son muy
precisos (<0.2%). Pero las cantidades altas o bajas de carbono en el adsorbente no dicen
nada sobre la densidad de enlace, porque se debe considerar para un area especifica de la
superficie del adsorbente.

Es importante considerar la accesibilidad de la superficie total del adsorbente durante el
proceso de modificacion. Si la silice original tiene una distribucion de tamafio de poro
amplia y alguna cantidad de mesoporos esta presente, la superficie dentro de este poros no
sera accesible para las moléculas del alquilclorosilano, y esta superficie no se cubrira. Los
célculos de la densidad basados en el carbono y area de la superficie de este tipo de silice
tendran un mayor grado de error.

El area del adsorbente cambia significativamente después de la modificacion. Considerado
un modelo de poro cilindrico se puede calcular la nueva superficie teérica del adsorbente
después de la modificacion.

Si se asume la posible densidad de union mas alta por las cadenas C18, entonces estas
cadenas probablemente se enderezaran y el promedio del espesor de capa garantizado
sera de 21-22 A. :

El término "endcapping” se introdujo a finales de los afios 70, cuando se puso de manifiesto
que algunos silanoles todavia siguen accesibles después de la modificacion de la superficie
con ligandos de cadena larga.

El trimetilclorosilano es el reactivo mas comun utilizado para cubrir silanoles residuales
accesibles. Esta molécula es relativamente pequefia y puede penetrar a la superficie de
silice y cubrir algunas &reas con silanoles que no reaccionaron. Generalmente este proceso
lleva a la mejora significativa de las propiedades del adsorbente de fase reversa (menor y
mas predecible retencién de compuestos polares).

Es importante considerar que ain después del endcapping, los adsorbentes basados en
silice contienen casi 50% de sus silanoles originales, pero ellos no estan faciimente
accesibles a los analitos.

Dentro de las fases estacionarias mas comunes se tienen a las siguientes:
o C(C1, C4, C8, C18: los adsorbentes basado en silice modificada con trimetilclorosilano

(C1) y butildimetilclorosilano (C4) tienen aplicaciones en HPLC, principalmente para
separacion o purificacién de proteinas. Estos adsorbentes muestran interacciones
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polares significativas, aunque no tienen interacciones especificas causadas por silanoles
acidas. Los adsorbentes octil (C8) y octadecil (C18) son los mas populares.

e Fenil: Los ligandos de propilfenilsilano se unen a la muestra de gel de silice por
interacciones de dipolo débiles inducidas por analitos polares. Normalmente este tipo de
fase se utiliza para las separaciones de mezclas complejas. Los compuestos amino
muestran algunas interacciones especificas con este tipo de adsorbente.

e CN: Una superficie modificada con grupos ciano es muy ligeramente polar. Las
columnas con esta fase son ltiles para las separaciones rapidas de mezclas con
componentes muy diferentes. Estas mezclas podrian mostrar un intervalo muy amplio de
tiempos de retencién en las columnas usuales. Este tipo de columnas pueden utilizarse
para separaciones en fase normal y en fase reversa.

e NH,: La fase amino es un intercambiador de aniones débil. Este tipo de columna es
utilizada principalmente en modo de fase normal, sobre todo para la retencion selectiva
de compuestos aromaticos.

e Diol: Los dioles son adsorbentes ligeramente polares utilizados para las separaciones
en fase normal. Estos son dtiles para la separacion de mezclas complejas de
compuestos con polaridad diferente, y qué normalmente muestran una retencién muy
fuerte en silice sin modificar.

e« Fases quirales: Este tipo de fases estacionarias son las mas comunes para la
separacion de enantiomeros. Para poder separar una mezcla racémica de
estereoisdmeros, la fase quiral tiene que formar un complejo diastereomérico con uno de
los isdbmeros, o tiene que tener cualquier otro tipo de interacciones estereoespecificas. El
mecanismo detallado del reconocimiento de grupos quirales no se entiende bien todavia.

Columnas preparativas y precolumnas

Existen diversos tipos de columnas que son secundarias a la columna de separacién o a la
fase estacionaria. Estos son: guard, derivatizante, capilar, columnas rapidas, vy
preparatorias.

Las precolumnas guard se colocan antes de la columna de separacion y sirven como una
proteccién que prolonga la vida y utilidad de la columna de separacién. Estan disefiadas
para filtrar o quitar particulas; compuestos y iones que podrian causar "tendencia basica" y
disminuir la resolucién, la sensibilidad y crear picos falsos; sustancias que pueden
precipitar en contacto con la fase estacionaria o mévil; y compuestos que pueden co-eluir y
causar picos extrafios que interfieren con la identificacién y/o cuantificacion. Este tipo de
precolumnas deben cambiarse regularmente para mantener su funcién. El tamafio varia
con el tipo de proteccion requerida.

Las columnas derivatizantes pueden ser relevantes en el andlisis de la muestra alterando el

compuesto inicial a una molécula secundaria quimicamente relacionada o a un fragmento
que proporcione datos importantes que puedan complementar otros resultados o el analisis
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anterior. Las técnicas de derivatizacion incluyen principalmente a la acetilacion, sililacion e
hidrdlisis acida.

Columnas capilares: los avances en HPLC llevaron a la utilizacién de columnas analiticas
mas pequenas, también conocidas como microcolumnas, tienen un diametro menor a un
milimetro y existen tres tipos: de abertura tubular, de condensacion parcial y condensacion
hermética; lo que le permite al usuario trabajar con diferentes volimenes y diferentes
proporciones de flujo utilizando poca cantidad de disolvente. Sin embargo, la mayoria de
las condiciones y la instrumentacién deben miniaturizarse, la proporcion de flujo puede ser
dificil de reproducir, y se deben cuidar los volimenes de muestra que se inyectan.

Columnas preparativas: Estas columnas se utilizan cuando el objetivo es preparar cierto
volumen (miligramos) de muestra para otro tipo de aplicaciones en el laboratorio. Una
columna preparatoria normalmente tiene un diametro grande que se disefia para facilitar la
inyeccion de grandes volimenes de muestra.

Para realizar el empaque de las columnas con particulas de diametro pequefio se requiere
de equipo especializado. Por esta razén, se recomienda el uso de columnas
preempacadas, ya que es dificil reproducir los resultados de otra manera.

En general, las columnas son bastante durables y se puede esperar una vida Gtil larga a
menos que se usen bajo condiciones intrinsecamente destructivas, como eluentes muy
basicos, o con numerosas inyecciones de muestras no filtradas o crudas.

Detectores

Actualmente se utilizan detectores épticos en la mayoria de los sistemas de HPLC. Estos
detectores pasan un haz de luz a través del efluente que sale de la columna hacia la celda
de flujo a volimenes bajos (~ 10 mL). Las ligeras variaciones en la intensidad son debidas
a la absorciéon de UV, emision de fluorescencia, o cambio en el indice refractivo
(dependiendo del tipo de detector utilizado) de los componentes de la muestra que
atraviesan la celda. Se registran los cambios de voltaje en un registrador y se alimentan a
un integrador o computadora para obtener el tiempo de la retencion y el area bajo la curva.

El detector normalmente usado en HPLC es el detector de absorcién ultravioleta que es
capaz de manejar longitudes de onda de 190 a 460-600 nm.

Otros detectores de uso comun incluyen: indice de refracciéon (RI), fluorescencia (FL),
electroquimico (CEE) y espectrometria de masas (MS). El detector de Rl es universal pero
también el menos sensible, los detectores de FL y CEE son bastante sensibles y selectivos.
El detector de MS es el mas poderoso pero también el mas complicado de manejar y mas
caro.

Casi todos los detectores de HPLC trabajan a flujo continuo. El unico detector fuera de
linea relativamente exitoso es el FTIR de disco espiral que requiere del traslado de la
muestra en el disco de germanio y para detectarla en el FTIR. Los detectores de HPLC
siempre se utilizan bajo condiciones de flujo continuas y la muestra puede estar presente
en una cantidad de ng en el detector, sin embargo en andlisis de trazas, esta cantidad
podria ser incluso menor. La fase mévil es un factor que siempre debe ser considerado.
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En la Ultima década ha existido un progreso significativo en el desarrollo de LC/MS que une
ambos sistemas. Se dice que MS es el detector de HPLC en linea mas sensible, selectivo
y al mismo tiempo el detector mas universal. Pero todavia es el mas caro.

Realmente, no se puede recomendar ningin detector universal, debido a las diferentes
aplicaciones que tiene cada uno.

En la presente revision se mencionaran los detectores de HPLC mas comunes: Indice de
refraccién, UV/Vis de longitud de onda fija, UV/VIS de longitud de onda variable, arreglo de
diodos, fluorescencia, conductividad y espectrometria de masas (LC/MS).

* Requisitos basicos de un detector.

Sin tener en cuenta el principio de funcionamiento, un detector de HPLC ideal debe tener
las siguientes propiedades: bajos niveles de fluctuacion y de ruido (particularmente
importante en el analisis de trazas), alta sensibilidad, tiempo de respuesta rapido, amplio
rango dindmico lineal (esto simplifica la cuantificacién), bajo volumen muerto
(ensanchamiento minimo de los picos), celda que evite la mezcla de diferentes muestras,
minima sensibilidad a los cambios en el tipo de disolvente, proporcién de flujo y
temperatura, simplicidad operacional y confiabilidad, debe permitir el ajuste para que el
desarrollo pueda perfeccionarse para compuestos diferentes, no-destructivo.

Ruido y fluctuaciones:

En HPLC se manejan procesos dependientes del tiempo. La presencia de un componente
en la columna y en el detector representado por el cambio o desviacién en la sefal es
basico. Es importante distinguir entre la sefial que corresponde al componente y la sefial
causada por la fluctuacién de presion, burbujeo, cambio de composicién, etc. Si los picos
son bastante grandes, no representa mayor problema el distinguirlos. Sin embargo, en
picos mas pequefios, es basico contar con una linea poco ruidosa.

El ruido es basicamente la variaciéon en un tiempo corto de la linea base recta causada por
fluctuaciones eléctricas, inestabilidad de la lampara, fluctuaciones de temperatura y otros
factores. El ruido entre pico y pico es normalmente moderado: es decir, la distancia del
maximo de un pico al valle del préximo. A veces, el ruido se promedia en un periodo
previamente especificado de tiempo. El ruido es el factor que limita la sensibilidad del
detector. En andlisis de trazas, se debe poder distinguir entre el ruido y los picos
correspondientes al componente de interés. Un limite practico para esto es una proporcién
mayor o igual a 3 en la relacion sefial/ruido, pero solo para propositos cualitativos. El limite
practico para analisis cuantitativos se considera con una relacion sefal/ruido mayor o igual
a 10 y con menos de 2% variacion. Esto asegura que la cuantificacién de las trazas es
correcta.

Otro parédmetro relacionado a la fluctuacion de la sefial del detector es la estabilidad. Un
requisito adicional es que la linea base debe desviarse tan poco como sea posible de una
linea horizontal. Esto es normalmente determinado durante un tiempo especificado, por
ejemplo media hora o una hora.
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Sensibilidad:

La sensibilidad es una de las propiedades mas importantes de un detector de HPLC y se
define como una medida de su habilidad para distinguir entre diferencias pequenas en la
concentracion del analito. Por lo general es necesaria la extrapolacién con una curva de

calibracion.

La sensibilidad de un detector no es la cantidad minima que puede detectar. Este valor es
influenciado por las condiciones del sistema cromatogréafico. Las primeros picos en eluir
son normalmente afilados y los que se obtienen a tiempos de retencidon mas largos, son
anchos y a veces mas dificiles de distinguir del ruido.

Selectividad:

La selectividad es otra propiedad deseable en los detectores de HPLC. Un detector
selectivo permite ver s6lo a los componentes de interés a pesar de su coelucion con otros.
El indice de refraccion es un ejemplo de un detector poco selectivo. Cualquier componente
podria dar una respuesta, y en casos de mezclas pobremente resueltas no permite
distinguir a los diferentes componentes.

Los detectores electroquimicos y de fluorescencia son los mas selectivos entre los
detectores comunes, sin embargo Unicamente el 10% de los compuestos organicos son
capaces fluorescer y esto limita su utilizaciéon. Escogiendo la excitacion y longitud de onda
de emisién especifica para el compuesto en particular, soélo este puede ser detectado.
Normalmente, a mayor selectividad, el ruido es mas bajo, y mas alta la sensibilidad.

Los detectores electroquimicos son altamente selectivos debido a que cada analito
responde de manera diferente a cambios en el potencial durante la reaccién, de esta
manera controlando el potencial, controlamos la selectividad.

e Detector de indice de refraccion (Rl)

El detector de indice de refraccion (RI) es el unico que podria denominarse universal en
HPLC.

El principio de su funcionamiento involucra medir el cambio en el indice de refraccién del
efluente de la columna que atraviesa la celda de flujo. Entre mayor sea la diferencia de
entre la muestra y la fase movil, mas grande sera el desequilibrio. Asi, la sensibilidad sera
mas alta para diferencias mas grandes en el indice de refraccion entre la muestra y la fase
movil. Por otro lado, en mezclas complejas, los componentes de la muestra pueden cubrir
una gama amplia de valores de indice de refraccion y algunos pueden emparejarse
estrechamente con el de la fase mdvil y volverse invisibles al detector. Este detector un
instrumento puramente diferencial, y cualquier cambio en la composicion del eluente
requiere el reacondiconamiento del detector. Este factor limita el uso de este detector en
los analisis que requieren el uso de gradientes, donde la composicion de la fase movil se
cambia durante el andlisis para efectuar la separacion.

Actualmente se encuentran disponibles dos tipos basicos de detectores de indice de
refraccion. Ambos requieren el uso de una celda de dos partes donde el lado que contiene
a la muestra constantemente se compara con el lado de la referencia.
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Las ventajas de este tipo de detector son: la respuesta universal, la sensibilidad baja a la
suciedad y burbujas de aire en las celdas y la habilidad de cubrir el intervalo del indice de
refraccién de 1.000 a 1.750. Las desventajas son la sensibilidad relativamente baja y la
dificultad para quitar facilmente y limpiar o reemplazar la celda

El indice de refraccién de un analito esta en funcién de su concentracion, por lo que los
cambios en la concentracién se reflejan como un cambio en el valor obtenido. Un detector
de indice de refraccién para HPLC debe ser sensible los cambios tan pequefios como 107
(correspondiendo a un cambio en la concentracion de 1 ppm). La presencia de aire
disuelto, cambios en composicion del disolvente y mal mezclado contribuiran a la
disminucion de la sensibilidad. Para operar a sensibilidades altas, el detector debe tener un
termostato (+ 0.01°C), para obtener mejores resultados.

« Detectores de ultravioleta/visible

Cualquier compuesto quimico podria actuar reciprocamente con un campo
electromagnético. La banda de radiacién electromagnética que atraviesa la celda de flujo
del detector experimentara algin cambio en su intensidad debido a esta interaccion. La
medida de este cambio es la base de los detectores 6pticos en HPLC.

La absorbancia de la radiacion depende de la longitud de onda de la misma y de los grupos
funcionales del compuesto quimico. EL campo electromagnético depende de su energia
(frecuencia) puede actuar reciprocamente con electrones que causan su excitacion y puede
transferirlos hacia un nivel energético mas alto, o puede excitar enlaces moleculares que
causan la vibracién o rotacién de un grupo funcional. La intensidad de la banda de energia
corresponde a las posibles transiciones disminuird mientras esta atravesando la celda de
flujo. Segliin la ley de Lambert la absorbancia es proporcional a la concentracién del
compuesto en la celda y la longitud de la misma.

El espectro electromagnético se divide en varias regiones entre las que se encuentran:
infrarrojo lejano (IR) de 2,500 - 50,000 nm, infrarrojo cercano de 800 - 2,500 nm, visible de
400 - 800 nm y ultravioleta (UV) de 190 - 400 nm

Las tres regiones (IR, visible y UV) se utilizan en espectroscopia. En HPLC, los
espectrofotometros de IR han tenido uso limitado, debido a que hay pocos liquidos polares
transparentes que pueden usarse como fase movil. Por otro lado los que trabajan en el
rango de 200 a 600 nm se usan ampliamente como detectores de cromatografia.

La mayoria de los compuestos organicos puede ser analizada por detectores de UV/VIS.
Este hecho se debe a la facilidad relativa de su funcionamiento, lo que lo hace el mas
ampliamente utilizado.

Absorbancia UV: La absorbancia es el logaritmo de la proporcion de las intensidades de la
luz incidente y la luz transmitida. Esta relacionado segun la ley de Lambert a la absortividad
molar, al espesor de la celda y a la concentracion molar de la sustancia. En el UV, se
expresa el intervalo del detector en unidades de absorbancia.
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e Detectores de longitud de onda fija

Los detectores de HPLC que no permiten cambiar la longitud de onda son llamados
detectores de longitud de onda fija. Normalmente son muy baratos,

Una lampara de vapor de mercurio emite una luz muy intensa a 253.7 nm. Filtrandose fuera
todas las otras longitudes de onda emitidas, los fabricantes han podido utilizar este 254 nm
que era escogido ya que la linea mas intensa proporcionada por la ldmpara de mercurio es
de 254 nm, y la mayoria los compuestos absorben a esta longitud de onda.

e Detectores de la longitud de onda variable

Los detectores que permiten la seleccién de la longitud de onda se denominan detectores
de longitud de onda variable y son particularmente Gtiles ya que ofrecen mayor sensibilidad
para cualquier componente seleccionando la longitud de onda apropiada, cuando los
componentes de una muestra presenten absortividad alta a longitudes de onda diferentes y
dependiendo del tipo de detector, el cambio de la longitud de onda se hace a mano o se
programa en la memoria del sistema.

o Detectores de arreglo de diodos

Como ya se menciono, una caracteristica especial de los detectores de longitud de onda
variable es la habilidad de realizar analisis espectroscopicos y dar lecturas de absorbancia
precisas. Sin embargo los detectores de arreglo de diodos agregan una nueva dimension
de capacidad analitica a la HPLC porque permite obtener informacién cualitativa mas alla
de identificacion simple por tiempo de retencién.

Existen dos ventajas mayores en este tipo de detector. En primer lugar, permite la
seleccién de la mejor longitud de onda para llevar a cabo el andlisis, lo cual es
particularmente importante cuando no se cuenta con ninguna informacién disponible de la
absortividad molar en las diferentes longitudes de onda.

La segunda ventaja se relaciona al problema de la pureza del pico. A menudo, la forma del
pico en si mismo no revela si realmente corresponde a dos o mas componentes. En
semejante caso, la absorbancia que tiene a varias longitudes de onda es particularmente
util para decidir si el pico representa un solo compuesto o, es de hecho, un pico compuesto.

e Detectores de fluorescencia

Los detectores de fluorescencia probablemente son los mas sensibles entre los detectores
de HPLC modernos. Es posible descubrir la presencia de inclusive una sola molécula del
analito en la celda de flujo. Tipicamente, la sensibilidad de este tipo de detectores es de 10
-1000 veces mas alto que el detector de UV, ademas de ser muy especificos y selectivos.
Esto normalmente se usa como una ventaja en la medida en que se cuente con especies
fluorescentes especificas en las muestras.

Aproximadamente el 15% de todos los compuestos tienen una fluorescencia natural. La
presencia de electrones n conjugados da la actividad fluorescente mas intensa sobre todo
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en los componentes aromaticos. También los compuestos alifaticos y aliciclicos con grupos
carbonilo y compuestos conjugados presentan fluorescencia, pero en menor grado.

La intensidad de la fluorescencia depende de la excitacion y la longitud de onda de emisién
lo que permite selectivamente ver algunos componentes mientras se suprime la emision de
otros.

Los detectores disponibles en el mercado difieren en el modo en el que la longitud de onda
se controla. Los instrumentos menos caros utilizan filtros; los de costo medio ofrecen un
monocromador y controlan por lo menos la longitud de onda de emision y los instrumentos
para investigacion de alta calidad proporcionan los monocromadores que controlan la
longitud de onda de excitacién y de emision.

o Detectores electroquimicos

El detector electroquimico también es un detector popular en HPLC. Debe ser considerado
por su selectividad y sensibilidad para algunos compuestos.

Este detector se basa en la medida de la corriente resultado de una reaccion de oxidacién-
reduccion del analito con un electrodo conveniente. Debido a que el nivel de la corriente es
directamente proporcional a la concentracién del analito, este detector se puede utilizar
para cuantificacion.

Los eluentes deben contener electrolitos y poseer conductividad eléctrica. La mayoria de
los analitos requieren de realizar ajustes de pH.

Las areas de aplicacion de este deector son muy grandes, pero los compuestos para los
que es 0til, incluyen algunos farmacos importantes, contaminantes y productos naturales.
La especificidad y la sensibilidad son muy utiles para el monitoreo de estos compuestos en
matrices complejas como fluidos corporales y productos naturales.

La pureza del eluente es muy importante, ya que la presencia de oxigeno, la contaminacion
por metales y haluros pueden causar ruido e inestabilidad en la linea base.

* Detector de conductividad electrolitica

La conductividad del efluente de la columna es medida continuamente y la presencia del
analito en la celda se indica por un cambio en conductividad.

Normalmente se utiliza un flujo muy bajo a través de un capilar equipado con dos
electrodos que detectan variaciones en la conductividad de la fase movil debida a los
componentes de la muestra. La respuesta es lineal en una gama amplia de
concentraciones. Su uso mas comun es en andlisis isocraticos.

Sistemas de recoleccién de datos

Puesto que la sefial del detector es electronica, el uso de software especializado puede
ayudar en el analisis. Ademas, algunos sistemas pueden guardar datos en una forma
facilmente recuperable para su analisis posterior. El objetivo principal del uso de este tipo

45



de sistemas es aumentar la exactitud y precision del analisis, reduciendo el tiempo de
atencion del analista. En analisis rutinario, un sistema que pueda ser preprogramado Yy
cuente con un integrador pueden ser suficientes. Si se desean niveles de eficiencia mas
altos, es necesario un dispositivo mas inteligente, como una estacién de datos. Estos
cuentan con diversas ventajas como opciones de automatizacion adicionales faciles de
llevar a cabo, el analisis de datos complejos es mas factible. Ademas se cuenta con la
opcion de optimizar parametros en la corrida y sobreposicion de picos. Finalmente, pueden
disefiarse resguardos del software para reducir el mal uso accidental del sistema. Debido a
la alta demanda de estos sistemas se esta reduciendo su costo y resultan mas practicos.

Se pueden obtener otras ventajas como el control computarizado de los inyectores
automaticos, programacion de sistemas multi-bomba y colectores de muestra.

Fases moviles

En HPLC el tipo y composicion de la fase movil (eluente) es una de las variables que tienen
gran influencia en la separacion. A pesar de la gran variedad de disolventes utilizados en
HPLC, todos deben tener las siguientes propiedades comunes: alta pureza, compatibilidad
con el detector, solubilidad de la muestra, baja viscosidad, quimicamente inertes y costo
razonable.

Cada tipo de HPLC tiene sus propios requisitos, los disolventes utilizados en fase normal
son principalmente no polares, para fase reversa normalmente se utiliza una mezcla de
agua con algan disolvente organico polar como acetonitrilo, para HPLC de exclusion por
tamafio de particula existen requerimientos especiales, deben ser capaces de disolver
polimeros y suprimir todas las posibles interacciones de la molécula de la muestra con la
superficie del material del empaque.

La fase movil es el parametro mas importante en HPLC de fase reversa ya que el tipo de
fase mévil utilizado puede tener un gran efecto en la retencion. Puede promover o suprimir
la ionizacién de las moléculas del analito o cubrir silanoles residuales accesibles o
cualquier otra adsorcion activa en la superficie del adsorbente.

La seleccion apropiada de la fase movil es el segundo paso mas importante en el desarrollo
del método de separacion (el primero es la seleccién del tipo de adsorbente). El requisito
principal para la fase mévil es que tiene que disolver al analito a la concentracion
conveniente para ser detectado.

La fase movil en cromatografia de fase reversa tiene que ser polar y mantener una
competencia razonable por los sitios de adsorcion con las moléculas del analito.

Composicién y viscosidad del eluente.

La variacion de la composicion del eluente permite el ajuste de los tiempos de retencién de
los componentes de la mezcla a los valores deseados. La recomendacién usual para este
ajuste es guardar los factores de capacidad entre 1 y 10.

La dependencia de la retencion con la composicién del eluente tienen una forma
exponencial. La separacion se puede obtener ajustando las concentraciones de los
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diferentes componentes del eluente. La presencia de algin exceso de algunos
componentes organicos cerca de la superficie del adsorbente disminuira la interaccion del
analito y por lo tanto la retencion.

La viscosidad del eluente cambia de manera no lineal con la composicion, por lo que los
cambios en la presion de la columna dependeran de la composicion del eluente.

Utilizacion de gradientes.

De esta manera se denomina a los cambios de la composicion de la fase mévil durante la
corrida cromatografica. El propdsito principal del uso de gradientes es hacer que los
componentes fuertemente retenidos de la mezcla se muevan mas rapido, pero
conservando una buena resolucion con respecto al componente de interés.

Los gradientes también pueden aumentar la eficacia de la columna. En la elucién
isocratica, el componente mas retenido presenta picos mas anchos. En un gradiente las
moléculas en la cola del pico se moveran mas rapidamente. Esto tendera comprimir la zona
y a estrechar el pico del resultante.

La eficacia de un gradiente es fuertemente dependiente de la instrumentacién, como se
menciona en el apartado correspondiente.

Efecto de la temperatura

La temperatura en HPLC no es tan significativa como en cromatografia de gases debido a
que no se maneja el mismo intervalo de temperatura. Por lo general se trabaja en un
intervalo de temperatura de 20 a 60 o 70°C.

Los disolventes volatiles no permiten subir demasiado la temperatura, también la
estabilidad de los ligandos puede ser influenciada por la temperatura alta. Al aumentar la
temperatura disminuye el valor de k', asi el tiempo de la retencion real disminuira.

Hay otros dos efectos significativos en la separacion a temperatura elevada; la
estabilizacién de la columna normalmente requiere de mas tiempo y si no es la adecuada
afecta de manera importante los tiempos de retenciéon. El origen de este efecto no se
entiende bien todavia, la posible explicacion es que la viscosidad del disolvente disminuye
y se requiere mayor tiempo para evitar las fluctuaciones de temperatura locales debido a la
friccion provocada por el paso del disolvente a través de la columna, aunque esto torna
mas uniforme el proceso de adsorcidon-desorcion.

Otro efecto es el aumento de la eficacia de la columna: a temperatura elevada se observa
una disminucién en la viscosidad de los liquidos y un aumento en el coeficiente de difusion.
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2.3 DESARROLLO Y VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

2.3.1 Desarrollo de métodos analiticos 7% 10.17.19.21)

Antes de iniciar el proceso de validacién es importante llevar-a cabo la etapa de desarrollo
del método, que permite establecer las mejores condiciones de operacion, para evitar en la
mayor medida posible, problemas criticos durante la validacién.

Lo primero que se debe tomar en cuenta al iniciar un desarrollo es de donde partimos, es
decir, la forma farmacéutica, el contenido, la manera en la cual se debera informar el
resultado, y el alcance del método, es decir, el uso al cual sera destinado.

El desarrollo es un proceso que involucra la investigacion previa de las propiedades fisicas
y quimicas del analito o analitos a determinar y de la matriz en la que se encuentra
presente, como pKa o pKb, estructura de la molécula, grupos funcionales presentes en ella,
tamafio y polaridades de los solutos, propiedades espectrales (UV/VIS etc.),
comportamiento redox, intervalo de concentracion, solubilidad etc.

De igual manera es importante conocer lo mejor posible los otros componentes presentes
en la formulacién, principalmente otros activos y conservadores, ya que son los que pueden
proporcionar algun tipo de interferencia durante el analisis o en la extraccion del
componente de interés.

En el caso de los excipientes, puede ser necesario conocer que tipo y en que cantidad se
encuentran en la formulacién, en el caso de que se presenten problemas y se determine
que estos no provienen de los activos o conservadores.

Basandose en estos datos se puede decidir que tipo de columnas probar, composicion y
proporcién de la fase movil, velocidad de flujo, tipo de detector, manejo de condiciones
isocréaticas o gradiente, tipo de tratamiento que se le debe dar a la muestra para extraer el
compuesto de interés, etc.

Una vez que se han determinado las condiciones de operacién tentativas, se debe realizar
una etapa de optimizacion, para tratar de mejorar las condiciones obtenidas hasta
encontrar la mejor separacién posible de los componentes, con el menor tiempo de analisis
y en el caso de determinaciones de trazas o impurezas, verificar el limite de deteccién y/o
cuantificacion segun aplique, para garantizar que el método es funcional a estas
concentraciones.

En general los parametros de adecuabilidad del método son establecidos durante esta
etapa previa a la validacion.
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Se puede esquematizar el proceso de desarrollo
siguiente diagrama de flujo:

de una manera sencilla por medio

del

Hecdion del sisterma

cromatografico a emplear

Investigacion N
bibliografica sobre tmaen?oro(jdi ia
el(los) andlito(s)y | )| -
su matriz. A
Evaluacion de diferentes tipos de

materiales a ser utilizados en el tratamiento

Y

Determinacion de

de la muestra. (acrodiscos, papel filto etc.)

Y

Pruebas para verificar el factor de recobro,
especificidad, linealidad etc. (cuando
aplique)

los parametros de
adecuabilidad
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2.3.2 Validacién de métodos analiticos (15 18

El objetivo principal de la validacién de un método analitico es producir los mejores
resultados analiticos posibles.

Una definicion formal de la validacion de un método analitico es la siguiente: proceso por el
cual se demuestra, por medio de estudios de laboratorio, que la capacidad del método
satisface los requisitos para la aplicacion analitica deseada. De igual manera debemos
tener en cuenta que para el desarrollo farmacéutico de un nuevo medicamento es
imprescindible la utilizacion de un método analitico que permita cuantificar los compuestos
de interés ya sea en la materia prima o como ingrediente de una formulacién. Para
asegurar confiabilidad, los métodos analiticos se deben someter a un proceso de validacion
por medio del cual se comprueba si el método es confiable y si los resultados previstos se
obtienen dentro de las condiciones establecidas. La validacion de los métodos analiticos se
fundamenta en la determinacion de diversos parametros, que se aplican de acuerdo con la
categoria a la que pertenezcan.

Para el cumplimiento de las buenas practicas de laboratorio la validaciéon es un requisito
imprescindible que estd establecido por agencias regulatorias y por comisiones de
farmacopeas para el registro de nuevos medicamentos.

Partiendo del criterio de que no existe un modelo Unico para validar y que los parametros a
evaluar cambian de acuerdo con los requisitos legales de diferentes organizaciones en
diferentes paises, el presente trabajo se basé en los requerimientos que solicita la Guia de
Validacion de Métodos Analiticos, propuesta por el Colegio Nacional de QFB's de México,
con base en la legislacion vigente aplicable.

Clasificacion de los métodos analiticos.

Los métodos analiticos se pueden clasificar bajo diferentes criterio dentro de los que se
encuentran los siguientes:

a) En funcién de su estado regulatorio:
Métodos farmacopeicos, que son todos aquellos que se encuentran incluidos en cualquier
farmacopea (USP, BP, JP, EP, FEUM etc.) y métodos no farmacopeicos.

b) En funcién de su aplicacién (NOM 073 y 059):
Se pueden dividir en métodos para producto a granel, para producto terminado, para
materia prima e indicadores de estabilidad.

¢) En funcién de la naturaleza de la respuesta analitica que proporcionan:

Se pueden dividir en métodos fisicoquimicos, cuando la respuesta es de caracter fisico
como absorcién o emisién de luz, o quimica como en el caso consumo de iones o agentes
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complejantes; y métodos biologicos que presentan una respuesta de caracter biologico
como crecimiento de un microorganismo o inhibicién del mismo, muerte etc.

d) En funcién de la naturaleza del sistema de medicién utilizado:
Se pueden clasificar en métodos cuyo sistema de mediciéon proporcionan una respuesta
analitica que permite la determinacion de una sefial de ruido como el HPLC y CG, y
métodos que no lo permiten como los potenciometros.

e) En funcién de su propésito analitico:

Se pueden dividir en métodos para cuantificar el analito de interés, para establecer su
presencia a un limite establecido o para identificarlo.

La dltima clasificacion mencionada es la que se utiliza para establecer los parametros de
desempefio que se deben evaluar al momento de realizar la validacion de cada método
analitico en particular.

Los parametros de desempefio a evaluar se muestran en la siguiente tabla:

Contenido Pruebas de impurezas
P;;::'::Lr:ﬁcie Potencia Contenido Limite Identificacion
Valoracion Valoracién

Precisién,
adecuabilidad del Sl Sl Sl =
sistema.
Linealidad del sistema

Sl Sl NO NO
Especificidad

Sl Sl Sl Sl
Exactitud y repetibilidad

Sl Sl NO NO
Linealidad del método

Sl Sl NO NO
Precision intermedia

Sl Sl NO NO
Estabilidad analitica de
la muestra : * NO NO
Limite de deteccion

NO Sl S NO
Limite de cuantificacion

NO NO NO NO
Robustez

- - - NO
Tolerancia
. . . NO
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Las etapas marcadas con un * pueden ser requeridas dependiendo de la naturaleza del
método.

Es importante mencionar que la falta de especificidad de un método puede ser
compensada por medio de la utilizacion de otra metodologia analitica de soporte, como
cromatografia en capa fina y que un método que es exacto y lineal, por definicién es
especifico al placebo analitico o a los otros componentes presentes en la muestra.

Procedimiento de validacion

Para iniciar el procedimiento de validaciéon es importante contar con las materias primas
necesarias que cuenten con certificados de analisis o bien con especificaciones bien
definidas para realizar su analisis previo, sustancias de referencia primarias o secundarias
vigentes con su certificado de analisis correspondiente, equipos e instrumentos que
cuenten con certificados de calificacion y/o calibracion vigentes, personal capacitado y se
debe trabajar tomando en cuenta la legislacion correspondiente a las buenas practicas de
fabricacion, validacién documentacion y de laboratorio.

Etapas de validacion

a) Precision del sistema

La precision se define como el grado de concordancia entre resultados analiticos
individuales, cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferente porciones de una
muestra homogénea del producto o de una referencia. Esta se realiza por un analista que
debe preparar, por lo menos por sextuplicado, soluciones a la concentracién que
represente el 100% de la muestra procesada para su medicion o la concentracion utilizada
para preparar la solucién de la sustancia de referencia, ya sea por dilucién o por pesadas
independientes y se debe determinar la respuesta analitica bajo las mismas condiciones y
calcular el coeficiente de variacion (C.V.) y la desviacion estandar (S) de la respuesta. En el
caso de métodos bioldgicos se deben cumplir los criterios inherentes al tipo de disefio del
bioensayo.

Los criterios de aceptacion establecidos son los siguientes: para métodos fisicoquimicos
C.V, £1.5% y para métodos biolégicos C.V. <3.0%

b) Adecuabilidad del sistema

Se define como la verificacion de que el sistema (instrumento, analista, equipo, sustancia
de referencia, entre otros) opera con base a criterios preestablecidos, que permiten
asegurar la confiabilidad de los resultados de un método analitico. Esta etapa se realiza
inyectando por quintuplicado una solucién de la sustancia de referencia. Se informa la
respuesta del analito y se calcula el C.V. y en el caso de que se requiera también se deben
informar los valores correspondientes al factor de capacidad (k’), resolucion (R), factor de
coleo (T) y nimero de platos teéricos (N).

Los criterios de aceptacion establecidos son los siguientes: C.V. <2.0%,k' 22, R>22y k' <
2.
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c) Linealidad del sistema

Es la habilidad del sistema para asegurar que los resultados obtenidos directamente o por
medio de una transformacion matematica definida, son proporcionales a la concentracion
del analito, dentro de un intervalo determinado. En esta etapa el analista debe preparar,
minimo por triplicado 5 niveles de concentracion (intervalo) de la solucién de referencia, ya
sea por dilucion ( a partir de una misma solucién concentrada) o por pesadas
independientes (cuando no sea posible prepararlas por dilucion). La concentracion central
debe ser igual a la que se utiliza para la solucion de referencia en el método o la que
represente el 100% de la muestra preparada para su medicion. El intervalo debe incluir las
especificaciones en el caso de métodos utilizados para determinacion de contenido,
potencia o valoracién. Se mide la repuesta analitica bajo las mismas condiciones de
medicion y se informa la relacion de concentracion contra respuesta analitica. Se informa el
valor de la pendiente (b4), la ordenada al origen (by), el coeficiente de determinacion (?y
el intervalo de confianza para la pendiente (IC(f+)). El intervalo de concentraciones que se
utiliza esta en funcion del propédsito del método y por lo general se expresa como el
porcentaje de la concentracion de la solucion de referencia o en funcién del contenido del
analito en la muestra procesada para su medicion.

Los intervalos sugeridos para métodos de determinacion de concentracién van de un
minimo de +20%, en caso de impurezas desde un nivel apropiado hasta un 20% por
encima de la especificacién y para métodos indicadores de estabilidad desde un nivel
apropiado hasta un 120%. Es critico que el intervalo no excluya valores de concentracion
que potencialmente puedan dar lugar al contenido del analito en la muestra.

d) Especificidad

De acuerdo al conocimiento previo del analito y del tipo de muestra con el que se esta
trabajando, se deben establecer las posibles sustancias que puedan presentar una
interferencia y adicionar cantidades conocidas, solas o combinadas a la muestra y evaluar
su respuesta al método, bajo las mismas condiciones de analisis. En el caso de métodos
de identificacion se deben seleccionar sustancias que potencialmente interfieran en la
determinacion con base en la estructura molecular del analito, precursores, sustancias
relacionadas, productos de degradacion, etc. Para métodos de determinacion de
concentracion se deben analizar placebos del producto, como lo indica el método, muestras
de producto y cuando proceda muestras de sustancias relacionadas, precursores,
homélogos y una mezcla del producto con ellos o cualquiera de ellos. Para métodos en los
que realiza la valoracién o contenido de impurezas, en el caso de que se disponga de las
mismas se deben adicionar al analito y/o muestra analitica a los niveles que incluya la
especificacion y se deben analizar como lo indica el método analitico propuesto.

En el caso de que no se disponga de las impurezas, se debe someter la muestra que
contiene el analito, a condiciones que generen su inestabilidad quimica como luz, calor,
humedad, hidrélisis acido-basica, oxidacion etc. y aplicar el método a la muestra resultante.
En el caso de métodos limite de impurezas se deben analizar muestras individuales de la
impureza (organicas, inorganicas, o disolventes residuales), del producto y de la mezcla de
ambos como lo indica el método. Para los métodos indicadores de estabilidad se deben
preparar muestra de placebo adicionado con los productos de degradacion, en caso de
contar con estos, placebo adicionado con el analito y la mezcla de ambos y analizar. Si no
se cuenta con los posibles productos de degradacion, de acuerdo a la naturaleza quimica
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del analito se puede someter al analito, placebo y muestra a las siguientes condiciones
para favorecer su degradacion:

e Horno a 70 —120°C o 20°C por debajo del punto de fusion del analito durante 2 a 4
semanas.

+ Exposicion a luz fluorescente, UV y/o humedad relativa, por un tiempo adecuado.

+ Realizar cambios en el valor del pH acidificando hasta 1 6 2 y/o aumentandolo hasta 10
6 12, y someter las muestra a 60 — 80°C por un tiempo apropiado.

¢ Para formas farmacéutica liquidas o semisélidas, adicionar peréxido de hidrégeno para
favorecer la oxidacion del analito.

Es importante tener en cuenta que este tipo de estudios no se deben de llevar a cabo para
analitos, que segun la bibliografia, tengan propiedades reactivas que puedan dar lugar a
condiciones peligrosas al someter las muestras a las condiciones mencionadas
previamente.

El tiempo y las condiciones se deben seleccionar con el fin de degradar los niveles del
analito de un 15 a 30%.

En el caso de métodos no selectivos, como los métodos volumétricos, la especificidad para
los componentes de la muestra queda sustentada con los resultados de linealidad y
exactitud del método, si estos cumplen con los criterios de aceptacion respectivos.

Cuando haya duda acerca de la especificidad de un método, esta debe ser investigada por
una metodologia de soporte.

El criterio de aceptacién manejados para esta etapa indica que la respuesta del método
analitico debe ser debida Unicamente al analito.

e) Exactitud y repetibilidad del método

La exactitud del método se define como la concordancia entre un valor obtenido,
empleando el método analitico propuesto, y el valor de referencia; la repetibilidad de un
metodo analitico se puede definir como la precision del mismo, expresada como la
concordancia obtenida entre determinaciones independientes realizadas por un solo
analista, utilizando el mismo método e instrumentos. En el momento de realizar esta etapa
se pueden presentar 2 casos: que se conozcan los componentes de la muestra y sea
posible preparar un placebo analitico o que no se conozcan los mismos. En el primer caso
se prepara el placebo analitico y a la cantidad equivalente a una muestra analitica se le
adiciona la cantidad del analito (puede ser una sustancia de referencia primaria o
secundaria) correspondiente al 100% de este en la muestra, esto se debe realizar por
sextuplicado y deben ser analizados por el mismo analista, bajo las mismas condiciones,
utilizando como referencia la sustancia empleada en la adicion del placebo analitico y se
determina la cantidad recuperada del analito. En caso de no conocer la composicion de la
muestra, un analista debe preparar por lo menos 6 muestras adicionadas del analito y
analizarlas de igual manera que en el primer caso.
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Si no es posible adicionar de manera directa el analito a la muestra, la adicién puede
llevarse a cabo en alguna de las etapas del método, de preferencia en las primeras, para
poder asegurar que las etapas posteriores no dan lugar a resultados incorrectos.

En ambos casos se informa el porcentaje recuperado y se calcula el promedio aritmético
(x), la desviacion estandar (S), el coeficiente de variacion (C.V.), y el intervalo de confianza
para la media poblacional (IC(u)) del porcentaje de recobro.

Los criterios de aceptacién son los siguientes: el IC(u) debe incluir el 100% o que el
promedio del porcentaje de recobro se incluya en el intervalo, considerando que los
porcentajes de recobro deben encontrarse entre 98-102% para métodos cromatograficos y
volumétricos, entre 97-103% para métodos quimicos o espectrofotométricos y entre 95-
105% para métodos microbioldgicos. EI C.V. debe ser menor al 2% en métodos
cromatograficos y volumétricos, menor al 3% en el caso de métodos quimico o
espectrofotométrico y menor al 5% para métodos microbioldgicos.

f) Linealidad del método

Se define como la habilidad del método analitico para asegurar que los resultados
obtenidos directamente o por medio de una transformacién matematica definida, son
proporcionales a la concentracion del analito, dentro de un intervalo determinado.

En esta etapa se pueden presentar los mismos casos que en la etapa anterior, es decir que
se conozca o no la composicién de la muestra para determinar si es factible la preparacion
de un placebo analitico. En el primer caso se prepara el placebo y por triplicado se le
adiciona la cantidad del analito que represente el 100% en la muestra y se seleccionan al
menos dos niveles, superior e inferior, a los cuales también se les adiciona el analito, por
triplicado, manteniendo constante la cantidad de placebo analitico en todos los niveles. En
caso de no conocer la composicién de la muestra se procede como en la etapa anterior,
manejando tres niveles minimo. Las muestras o placebos adicionados resultantes deben
ser analizados por un mismo analista, bajo las mismas condiciones, utilizando como
referencia la sustancia adicionada y se determina la cantidad recuperada del analito.

El intervalo de concentraciones del analito adicionado depende del propésito del método y
debe incluir la especificacion. Se debe informar la relacion de la cantidad adicionada contra
la cantidad recuperada, utilizando el método de estimacion por minimos cuadrados y
calcular el valor de la pendiente (bs), la ordenada al origen (bg), el coeficiente de
determinacion (r?), el intervalo de confianza para pendiente (IC(B)), el intervalo de
confianza para la ordenada al origen (IC(Bo)) y el coeficiente de variacién de regresion
(C.V.yx). Se calcula el porcentaje de recobro de cada placebo o muestra adicionada, al
obtener el cociente de la cantidad recuperada con respecto a la cantidad adicionada,
expresada en porcentaje y se calcula el promedio aritmético (x), la desviacién estandar (S),
el coeficiente de variacion (C.V.) y el intervalo de confianza para la media poblacional del
porcentaje de recobro (IC(u)).

Para esta etapa de la validaciéon se manejan los siguientes criterios de aceptacion:

 Para la cantidad adicionada vs. cantidad recuperada: r* > 0.98, el IC(B) debe incluir a
la unidad, el IC(Bo) debe incluir el cero el C.V.yx del porcentaje de recobro debe ser
menor al 2% para métodos volumétricos y cromatograficos, menor al 3% para
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métodos quimicos o espectrofotométricos y menor al 5% para métodos
microbiolégicos.

¢ Para el porcentaje de recobro: el IC(n) debe incluir el 100% o el promedio aritmético
del porcentaje de recobro debe estar incluido en el intervalo, los limites
recomendados son los siguientes, entre 98-102 para métodos volumétricos vy
cromatograficos, entre 97-103% para métodos quimicos o espectrofotométricos y
entre 95-105 para métodos microbioldgicos. El C.V. del porcentaje de recobro debe
ser menor al 2% para métodos volumétricos y cromatograficos, menor al 3% para
métodos quimicos o espectrofotométricos y menor al 5% para métodos
microbiolégicos.

g) Precisién del método (precision intermedia o tolerancia interdia / interanalista)

Se define como la precision de un método analitico, expresada como la concordancia
relativa entre determinaciones independientes realizadas en un mismo laboratorio, por
diferentes analistas, en distintos dias.

En este caso se debe analizar por triplicado una muestra homogénea del producto que
tenga un nivel cercano o igual al 100%, en el caso de métodos para determinar contenido,
potencia o valoracién, o una muestra homogénea cuyo contenido esté incluido en el
intervalo lineal de concentracién obtenido en la etapa de linealidad del método para el caso
de impurezas; en dos dias diferentes y por dos analistas diferentes. Utilizar de preferencia
la misma sustancia de referencia y los mismos instrumentos y/o equipos. Informar el
contenido, potencia o valoracion del analito de todas las muestras y calcular el promedio
aritmético (x), la desviacién estandar (S) y el coeficiente de variaciéon (C.V.) del contenido,
potencia o valoracion.

Los criterios de aceptacion en esta etapa son los siguientes: El C.V. debe ser menor al 2%
para métodos volumétricos y cromatograficos, menor al 3% para métodos quimicos o
espectrofotométricos y menor al 5% para métodos microbiolégicos.

Los resultados pueden ser analizados, utilizando otros métodos estadisticos apropiados,
que permitan sustentar que la precision del método es aceptable. Puede ser utilizado un
modelo estadistico lineal de disefio experimental considerando como factores al analista y
al dia o considerando al analista como un factor jerarquico respecto al dia. Este modelo
permite investigar el efecto del analista y del dia, asi como estimar la variabilidad entre dias
(reproducibilidad interanalistas), la variabilidad entre dias (reproducibilidad interdia) y la
variabilidad del método analitico (repetibilidad). Este analisis es de utilidad cuando se tiene
interés en determinar el grado de tolerancia del método a estas fuentes de variacion.

h) Estabilidad analitica de la muestra

Es la propiedad de una muestra preparada para su analisis, de conservar su integridad
fisicoquimica y la concentracion del analito, después de almacenarse durante un tiempo
determinado bajo condiciones especificas.

Para llevar a cabo esta parte de la validacion se debe establecer la etapa de la preparacion
de la muestra en la cual se desea evaluar la estabilidad, ademas de determinar si en dicha
etapa es posible fraccionar (muestras dependientes) o no las condiciones de almacenaje
(muestras independientes); para determinar la estabilidad analitica de las muestras
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dependientes el analista debe procesar muestras homogéneas, por lo menos por triplicado,
hasta la etapa preestablecida y fraccionar cada una de las preparaciones de acuerdo a las
condiciones de almacenaje de interés y llevar a cabo el analisis de cada una de las
porciones de cada preparacion al término de la condicién de almacenaje, utilizando una
solucién de referencia recientemente preparada, si el método contempla el uso de la
misma. Informar el contenido, potencia o valoracién de cada fraccién de cada preparacion.

Para muestras independientes, a partir de una muestra homogénea, el analista debe
determinar por triplicado el contenido, potencia o valoracion inicial y simultdineamente y de
las mismas muestras procesar el nimero de muestras necesarias para cada condicion de
almacenaje hasta la etapa preestablecida, al menos por triplicado. Se prosigue con el
analisis de cada una de las preparaciones al término de cada condicién de almacenaje
utilizando una solucién de referencia recientemente preparada, si el método contempla el
uso de la misma. Informar el contenido, potencia o valoracion de cada fraccién de cada

preparacion.

En ambos casos se calcula el promedio del andlisis inicial (yo) y de cada condicion de
almacenaje (y;) y a partir de estos datos se calcula la diferencia absoluta de la media
aritmética de cada condicién de almacenaje respecto al analisis inicial ( |di| )

Los criterios de aceptacién son: |di| < 2% métodos volumeétricos y cromatograficos, |di| <
3% para métodos quimicos o espectrofotométricos y |di| < 5% para métodos
microbiol6gicos.

i) Limite de deteccion

Se define como la concentraciéon minima del analito en una muestra que puede ser
detectada, pero no necesariamente cuantificada, bajo las condiciones de operacion
establecidas.

Para la estimacion del limite de deteccion se sugieren los siguientes métodos:

¢ Con base en la sefal de ruido: este procedimiento aplica a métodos que utilizan
instrumentos para medir la respuesta analitica y que presentan una sefial de ruido
basal. Un analista debe determinar la respuesta de muestras blanco (reactivos,
placebos analiticos, etc.) y la respuesta de muestras analiticas (analito, placebos
adicionados, etc.) en un intervalo de concentraciones del analito que incluya la
especificacion de la prueba de impurezas limite. Determinar aquella cantidad del
analito que genera una respuesta con respecto a la muestra blanco en una
proporcion de por lo menos de 3 a 1, lo que corresponde a la concentracion
asociada al limite de deteccién. Este procedimiento se utiliza para verificar el limite
de deteccion estimado por otros procedimientos.

El criterio de aceptacion en este caso es que el LD debe ser menor a la
especificacion de la prueba de impurezas limite.

e Con base en curva de calibracién y desviacion estandar de los blancos: este
procedimiento aplica tanto a métodos instrumentales como a no instrumentales. Un
analista debe preparar por lo menos 3 concentraciones de la sustancia de interés
(analito, placebos adicionados, etc.) a valores menores o que incluya la
especificacion de la prueba de impurezas limite; ya sea por dilucién o por pesada
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independiente del analito. Simultaneamente, preparar por lo menos 5 blancos
(reactivos, placebos analiticos, etc.). Medir las respuestas analiticas. Para la curva
de calibracion, sin incluir los blancos, calcular el valor de la pendiente (b¢), el
coeficiente de determinacion (r?) y el intervalo de confianza para la pendiente
(IC(B1)). Para los blancos, calcular la desviacion estandar (Sp). El valor estimado
debe ser verificado utilizando el procedimiento de la sefial de ruido.

Los criterios de aceptacion establecidos son los siguientes: * > 0.98, el IC(B4) no
debe incluir el cero, el LD debe ser menor a la especificacion de la prueba de
impurezas limite, cualquier otro criterio de aceptacioén, debe justificarse.

Con base en la curva de calibracién y la desviacion estandar de regresion: este
procedimiento aplica tanto a métodos instrumentales como a no instrumentales. Un
analista debe preparar por lo menos 3 concentraciones de la sustancia de interés
(analito, placebos adicionados, etc.) a valores menores o que incluya la
especificacion de la prueba de impurezas limite; ya sea por dilucion o por pesada
independiente del analito. Medir las respuestas analiticas. Calcular el valor de la
pendiente (bs), el coeficiente de determinacién (), la desviacién estandar de
regresion (Syx) y el intervalo de confianza para la pendiente (IC(B4)). El valor
estimado debe ser verificado utilizando el procedimiento de la sefial de ruido.

Los criterios de aceptacion establecidos son los siguientes: r* > 0.98, IC(B4) no debe
incluir el cero, el LD debe ser menor a la especificacién de la prueba de impurezas
limite, cualquier otro criterio de aceptacion, debe ser justificado.

Con base en la curva de calibracion y la desviacion estandar de la ordenada al
origen:

Este procedimiento aplica a métodos instrumentales y no instrumentales. Un analista
debe preparar por lo menos 3 concentraciones de la sustancia de interés (analito,
placebos adicionados, etc.) a valores menores o que incluya la especificacion de la
prueba de impurezas limite; ya sea por dilucion o por pesada independiente del
analito. Medir las respuestas analiticas. Calcular el valor de la pendiente (b4), el
coeficiente de determinacion (%), la desviacién estandar de la ordenada al origen
(Swo) y el intervalo de confianza para la pendiente (IC(4)). El valor estimado LD debe
ser verificado utilizando el procedimiento de la sefial de ruido.

Jj) Limite de cuantificacién

Es la concentracién minima del analito, que puede ser determinada con precision y
exactitud aceptables, bajo las condiciones de operacion establecidas.

Para la estimacion el limite de cuantificacion aplican los mismos métodos utilizados para la
determinacion del LD, cambiando en el primer caso los criterios de aceptacion, quedando
una proporciéon de 1 a 10 en lugar de 1 a 3 y en los demas casos cambian las ecuaciones
para calcular el LC, conservandose los criterios de aceptacion.
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k) Robustez

Se define como la capacidad del método analitico de mantener su desempefio al
presentarse variaciones pequefas pero deliberadas, en los parametros normales de
operacion del método.

Se deben establecer aquellos factores instrumentales (en cromatografia por ejemplo:
temperatura de la columna, presion en la columna, velocidad de flujo, etc.) y/o factores no
instrumentales (pH de fases, volimenes de disolventes organicos para una extraccion, etc),
relacionados al propio método, que se consideren criticos. En cada condicién incluyendo a
la condicién normal, analizar la misma muestra por lo menos por triplicado. Informar el
contenido, potencia o valoracién del analito para las muestras de condicién normal de
operacion y para la(s) muestra(s) de las otra(s) condicion(es) de operacion, expresada(s)
como %.

Calcular la media aritmética de la condicion normal de operacion (yo) y de cada condicion
de operaciéon diferente a la normal (y;). Calcular la diferencia absoluta de la media
aritmética de cada condicién respecto a la condicion normal ( |di| )

Los criterios de aceptacion son: |di| < 2% métodos volumétricos y cromatograficos, |di| <
3% para métodos quimicos o espectrofotométricos y |d| < 5% para métodos
microbioldgicos.

I) Tolerancia

Es la reproducibilidad entre resultados analiticos obtenidos, por el andlisis de la misma
muestra, bajo diferentes condiciones de operacion como pueden ser equipos, columnas,
etc. La robustez y la tolerancia son conceptos diferentes, ya que el primero se refiere a la
influencia de factores internos del método, mientras que la tolerancia se refiere a factores
externos al método.

Para realizar la evaluacion de esta etapa de la validacién se deben establecer aquellos
factores ajenos al método como diferentes equipos, lotes de reactivos, columnas etc. que
se puedan presentar al reproducir el método en otras condiciones de uso y fijar por lo
menos 2 condiciones de uso y analizar por triplicado cada condicion. Informar al contenido,
potencia o valoracion del analito en todas las muestras y calcular la media aritmética (x), el
coeficiente de variacion (C.V.) y la desviacion estandar (S) de estos resultados.

Los criterios de aceptacion son: C.V. < 2% métodos volumétricos y cromatograficos, C.V. <
3% para métodos quimicos o espectrofotométricos y C.V. < 5% para métodos
microbiolégicos.
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CAPITULO IIl. METODOLOGIA

3.1 DESARROLLO DEL METODO ANALITICO PARA LA
CUANTIFICACION DE ACETOFENIDO DE DIHIDROXIPORGESTERONA Y
ENANTATO DE ESTRADIOL,

Contenido

Acetofénido de dihidroxiprogesterona 75 mg
Enantato de estradiol 5mg
Vehiculo c.b.p 1 mL
Reactivos

Agua grado HPLC

Acetonitrilo grado HPLC Burdick & Jackson
Metanol grado HPLC Burdick & Jackson
Ttrahidrofurano grado HPLC Burdick & Jackson
Metanol R.A. Tecsiquim

Fosfato monobésico de potasio R.A. J.T. Baker
Acido fosférico R.A. J.T. Baker

Peréxido de hidrégeno al 30% R.A. J.T. Baker
Acido clorhidrico R.A. J.T. Baker

Hidrdéxido de sodio R.A. J.T. Baker

Acetofénido de dihidroxiprogesterona sustancia de referencia de trabajo.
Pureza 99.92%, factor de valoracion: 0.9992

Enantato de estradiol sustancia de referencia de trabajo

Pureza 100.03%, factor de valoracion: 1.0003

Material y equipo

Material de vidrio
Balanza analitica
Potenciométro Beckman @ 360
Sistema de microfiltracion:
Membrana de nylon 47 mm, 0.45 um de tamaio de poro
Acrodiscos Gelman nylon 25 mm, 0.2 pm de tamafio de poro
Columna: X-Terra C8, 150 x 4.6 mm DI, 5 um
Precolumna: X-Terra C8, 20 x 3.9 mm DI, 5 pm
Cromatégrafo de liquidos Waters equipado con:
Médulo de separacion Waters modelo 2690 D
Detector Waters modelo 2487
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Monitor Dell Trinitron P780
Impresora Hewlett Packard Laser Jet 4000N
Procesador Dell Optiplex MMP

Seleccion de las condiciones cromatograficas

A partir de metodologias existentes, en las cuales se cuantificaba cada activo en un método
separado, se realizaron pruebas con diferentes tipos de columnas cromatogréaficas para
intentar la adecuada deteccion y separacion de ambos picos en una sola corrida, dentro de
las que se encuentran las siguientes:

Nova Pak C18, 3.9 x 75 mm
Nova Pak C18, 3.9 x 300 mm
Spherisorb ODS 2, 3.9 x 300 mm
Symmetry C18, 3.9 x 150 mm

Utilizando para la fase movil diferentes proporciones de agua, metanol y acetonitrilo, para
buscar un incremento en la resolucién del pico de acetofénido de dihidroxiprogesterona, ya
que junto con él eluyen otros componentes del producto y se probaron gradientes variando
la proporcién de los componentes, para intentar obtener un tiempo de corrida corto.

A pesar de que logré reducir el tiempo de corrida a 20 minutos, la separacion del pico de
enantato de estradiol de los otros componentes que coeluyen con él en estos sistemas fue
deficiente, por lo que se decidié cambiar el tipo de columna.

La siguiente columna a probar fue una Polarity (Atlantis) C18 de 3um y 3.9 x 100 mm, en la
cual se logré una disminucion del tiempo de corrida, aunque esta no fue significativa
(menor a 2 minutos), se encontré que la separacion se mejoraba y se realizaron pruebas
adicionando un porcentaje bajo de tetrahidrofurano (2%) a la fase movil para tratar de
mejorar la resolucion.

Al no obtenerse picos puros, con buena resolucién y factores de coleo bajos, se decidio
cambiar la columna por una YMC-Pak ODS-AQ de 3um y 4.6 x 100 mm, en la cual se logro
una mejora de los parametros cromatograficos, con una fase movil compuesta por
acetonitrilo:agua, en una proporcion de 80:20.

El siguiente paso realizar pruebas para la determinacion de la linealidad del método,
después de las cuales se decidi6 trabajar con una concentracién de 600 pg/mL para
acetofénido de dihidroxiprogesterona y de 100 pg/mL para enantato de estradiol, ya que se
encontré que en concentraciones mayores el método no era lineal.

En esta etapa del desarrollo se presenté el problema de incremento acelerado de la presion
conforme se realizaban las inyecciones, iniciando ésta en aproximadamente 2500 psi hasta
superior a 4000 psi. Debido a este problema se realizaron diferentes acciones, que fueron
el lavado y regeneracion de la columna, lavado y revision del equipo y la utilizacion de una
precolumna. A pesar de esto, el incremento de presion se siguid presentando, por lo cual
se decidié reemplazar la columna por una nueva, misma que se acondicioné de acuerdo a
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las instrucciones del fabricante, empleando inicialmente el disolvente en el cual venia
almacenada, y posteriormente la fase movil a emplear.

Se decidié iniciar la validacion, pero al realizar la etapa de linealidad del sistema, se
presentd el mismo problema, a pesar de que la columna fue debidamente lavada, este
problema se informo al proveedor, el cual envié una nueva columna, misma que al ser
utilizada presenté el mismo problema, se realizaron pruebas por parte del proveedor,
obteniéndose los mismos resultados, los cuales se atribuyeron a una interaccion entre
alguno de los principios activos o de los componentes de la formula y la fase estacionaria,
ademas de que se consider6 que el tamafio de particula de la fase estacionaria empleada

era demasiado pequeno.

Con base en estos resultados se decidio realizar pruebas con una columna X-Terra C8 de
150 x 4.6 mm DI y con un tamafio de particula de 5 um, pero se obtuvieron tiempos de
corrida demasiado largos (25 a 30 minutos) y un factor de coleo cercano a 2.0 para el
acetofénido de dihidroxiprogesterona, con la fase movil propuesta anteriormente
(acetonitrilo:agua, 80:20); por lo cual se decidié obtener métodos separados, para cada

principio activo en particular.

Para el caso del acetofénido de dihidroxiprogesterona se decididé emplear solucién de
fosfato monobasico de potasio 0.01M, con un pH de 3.0, para lograr disminuir su tiempo de
retencion y mejorar su factor de coleo.

Para el enantato de estradiol se decidi6 modificar la fase movil con la cual se estaba
trabajando, ya que se observo que los parametros cromatograficos mejoraban al sustituir

el acetonitrilo por metanol.

Se realizaron pruebas para determinar la mejor longitud de onda para la cuantificaciéon de
cada principio activo, el volumen de inyeccion adecuado y la velocidad de flujo que
permitiera un menor tiempo de corrida sin un incremento considerable de la presién y que
lograra mantener lo parametros cromatograficos dentro de los criterios de aceptacion
establecidos.

Finalmente se decidié que las condiciones éptimas para la validacion eran las siguientes:
Para la cuantificacion del acetofénido de dihid roprogesterona:

Columna: X-Terra RP8, 150 x 4.6 mm DI, 5 pm

Precolumna: X-Terra RP8, 200 x 3.9 mm DI, 5 um

Fase movil: Solucion 0.01 M de fosfato monobasico de potasio pH 3.0 : acetonitrilo :
metanol, 9:10: 10

Velocidad de flujo: 1.5 mL/min

Volumen de inyeccién: 10 plL

Longitud de onda: 254 nm

Temperatura: ambiente

Disolvente para las muestras: metanol
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Preparacién de soluciones:

a) Solucion 0.01 M de fosfato de monobasico de potasio pH 3.0

Pesar 1.36 g de fosfato monobasico de potasio en un matraz volumétrico de 1L, disolver,
llevar a volumen con agua y mezclar. Ajustar el pH a 3.0 + 0.05 con &cido fosférico.

b) Solucién patron de referencia

Pesar aproximadamente y con exactitud 30 mg de acetofénido de dihidroxiprogesterona
sustancia de referencia, transferirlos a un matraz volumétrico de 50 mL. Adicionar 15 mL de
metanol y disolver. Llevar a volumen con metanol y mezclar. Filtrar por acrodisco Gelman
Nylon de 25 mm, 0.2 um de tamafio de poro.

c) Preparacion de la solucion muestra

Transferir una alicuota de 2 mL de una muestra homogénea de producto terminado a un
matraz volumétrico de 250 mL, dejar escurrir la pipeta 10 minutos. Adicionar 100 mL de
metanol y mezclar. Llevar a volumen con metanol y mezclar. Filtrar por acrodisco Gelman
Nylon de 25 mm, 0.2 um de tamario de poro.

Para la cuantificacion del enantato de estradiol:

Columna: X-Terra RP8, 150 x 4.6 mm DI, 5 um
Precolumna: X-Terra RP8, 200 x 3.9 mm DI, 5 um
Fase movil: Metanol : agua, 80 : 20

Velocidad de flujo: 1.2 mL/min

Volumen de inyeccion: 10 pL

Longitud de onda: 280 nm

Temperatura: ambiente

Disolvente para las muestras: metanol

Preparacién de soluciones:

a) Solucién patrén de referencia

Pesar aproximadamente y con exactitud 25 mg de enantato de estradiol sustancia de
referencia, transferirlos a un matraz volumétrico de 50 mL. Adicionar 25 mL de metanal y
disolver. Llevar a volumen con metanol y mezclar. Tomar una alicuota de 10 mL y
transferirla a un matraz volumétrico de 50 mL. Llevar a volumen con metanol y mezclar.
Filtrar por acrodisco Gelman Nylon de 25 mm, 0.2 ym de tamafio de poro.

c) Preparacion de la solucion muestra

Transferir una alicuota de 2 mL de una muestra homogénea de producto terminado a un
matraz volumétrico de 100 mL, dejar escurrir la pipeta 10 minutos. Adicionar 25 mL de
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metanol y mezclar. Llevar a volumen con metanol y mezclar. Filtrar por acrodisco Gelman
Nylon de 25 mm, 0.2 pm de tamario de poro.
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3.2 VALIDACION DE LOS METODOS ANALITICOS

3.2.1 Método indicador de estabilidad para la determinacion de acetofénido de
dihidroxiprogesterona

Adecuabilidad del sistema

Se determiné a partir de una muestra con una concentracién aproximada de 600 pg/mL, a
partir de la cual se realizaron 5 inyecciones de un mismo vial y se determinaron los
siguientes parametros: tiempo de retencién del pico de interés, factor de coleo, eficiencia,
resolucion, factor de capacidad y coeficiente de variacién de las respuestas.

Linealidad del sistema

Se prepararon por triplicado, muestras independientes del componente de interés, a los
niveles de concentracion del 50, 75, 100, 125 y 150% (300, 450, 600, 750, y 900 pg/mL,
respectivamente), a partir de las cuales se graficé la concentracion real contra la respuesta
obtenida y se determino el coeficiente de determinacion (rz) y el intervalo de confianza para
la pendiente (ICm), se calculd el factor (concentracion / area) a partir del cual se determiné
el coeficiente de variacion.

Precisién del sistema

Se determiné a partir de una muestra con una concentracién aproximada de 600 pg/mL, a
partir de la cual se realizaron 6 inyecciones de un mismo vial y se determiné el promedio y
el coeficiente de variacién de las respuestas.

Linealidad del método

Se prepararon por triplicado, muestras independientes de placebos cargados con el
componente de interés, a los niveles de concentracion del 50, 75, 100, 125 y 150%
(correspondientes a las concentraciones de 300, 450, 600, 750, y 900 pg/mL,
respectivamente), se calcularon las cantidades adicionadas y recuperadas para cada
muestra, a partir de las cuales se grafico la cantidad adicionada contra la cantidad
recuperada y se determind el coeficiente de determinacién (%), la pendiente (m), la
ordenada al origen (b), la media del porciento recuperado y los intervalos de confianza para
la pendiente (ICm), la ordenada al origen (ICb) y la media poblacional (ICp) y el coeficiente
de variacién del porciento recuperado.

Exactitud y repetibilidad del método al 100 %

Se prepararon por sextuplicado, muestras independientes de placebos cargados con el
componente de interés, al nivel de concentracion del 100% (correspondiente a una
concentracion de 600 pg/mL), se calculd la cantidad adicionada y recuperada para cada
muestra y se determiné la media del porciento recuperado, el intervalo de confianza para la
media poblacional (ICp) y el coeficiente de variacién del porciento recuperado.
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Precision intermedia

Para la precision intermedia del método, 2 analistas prepararon muestras independientes a
partir de una mezcla homogénea de producto terminado, por triplicado, en dos dias
diferentes, obteniéndose un total de 12 resultados a partir de las cuales se determindé el
contenido del componente de interés, en mg/mL y el porcentaje correspondiente para cada

muestra.

Se calculé el promedio del mismo y el coeficiente de variacion por cada analista/dia y del
total de los doce analisis.

Estabilidad de la muestra y de la soluciéon patrén de referencia

Se prepararon muestras independientes a partir de una mezcla homogénea de producto
terminado, por triplicado y muestras de la solucidn patron de referencia por duplicado, las
cuales se filtraron en viales y se analizaron inmediatamente después de su preparacién y
posteriormente se almacenaron durante 24 horas a temperatura ambiente, protegidas de la
luz y tomando las precauciones necesarias para evitar la evaporacion del disolvente y se
analizaron al término del periodo de almacenaje. A partir de los resultados obtenidos se
determiné el contenido del componente de interés, en mg/mL y el porcentaje
correspondiente para cada muestra, y se calculd la diferencia absoluta de la media
aritmética de la condicion de almacenaje con respecto al analisis inicial (| di|).

Especificidad del método

Se prepararon muestras del placebo, producto terminado y materia prima, que fueron
sometidas a la accion de la luz ultravioleta y a 60°C, durante 15 dias; a hidrdlisis acida, con
acido clorhidrico 3N y ebullicién, hidrélisis basica con hidréxido de sodio 3N y ebullicidn, asi
como a condiciones oxidantes con peréxido de hidrégeno al 30% y ebullicion.

Todas las muestras se analizaron empleando un detector de arreglo de diodos, se realiz6 el
analisis espectral por medio de su correspondiente barrido, conjuntamente con la
normalizacion de areas a diferentes tiempos de elucién del pico de interés, se determiné el
porcentaje de recobro para cada una de las muestras, asi como el angulo de pureza y el
angulo de ruido.

Robustez

Se modifico la proporcion organica de la fase moévil de acuerdo a la siguiente tabla:

Solucién 0.01 M
= de fosfato s Proporcion Proporcién
Condicion monobasico de ARSI Metanol acuosa orgénica
potasio pH 3.0
Normal 9 10 10 31% 69%
Condicion 1 10 12 12 29% 71%
Condicién 2 10 10 10 33% 67%
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Los parametros cromatograficos (eficiencia, tiempo de retencion, factor de capacidad,
factor de coleo, porcentaje de recobro) fueron calculados para el compuesto de interés de
tres muestras independientes a partir de una mezcla homogénea de producto terminado, y
se calcul6 la diferencia absoluta de los promedios obtenidos del porcentaje de recobro en
cada condicion de analisis con respecto a la condicion normal (|d;|).
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3.2.2 Método indicador de estabilidad para la determinacion de enantato de estradiol

Adecuabilidad del sistema

Se determind a partir de una muestra con una concentracion aproximada de 100 pg/mlL, a
partir de la cual se realizaron 5 inyecciones de un mismo vial y se determinaron los
siguientes parametros: tiempo de retencion del pico de interés, factor de coleo, eficiencia,
resolucién, factor de capacidad y coeficiente de variacion de las respuestas.

Linealidad del sistema

Se prepararon por triplicado, muestras independientes del componente de interés, a los
niveles de concentraciéon del 50, 75, 100, 125 y 150% (50, 75, 100, 125, y 150 pg/mL,
respectivamente), a partir de las cuales se graficd la concentracion real contra la respuesta
obtenida y se determin el coeficiente de determinacién (%) y el intervalo de confianza para
la pendiente (ICm), se calculd el factor (concentracién / area) a partir del cual se determino
el coeficiente de variacién.

Precision del sistema

Se determiné a partir de una muestra con una concentracién aproximada de 100 pg/mL, a
partir de la cual se realizaron 6 inyecciones de un mismo vial y se determind el promedio y
el coeficiente de variacion de las respuestas.

Linealidad del método

Se prepararon por triplicado, muestras independientes de placebos cargados con el
componente de interés, a los niveles de concentracion del 50, 75, 100, 125 y 150%
(correspondientes a las concentraciones de 50, 75, 100, 125, y 150 pg/mL,
respectivamente), se calcularon las cantidades adicionadas y recuperadas para cada
muestra, a partir de las cuales se graficd la cantidad adicionada contra la cantidad
recuperada y se determind el coeficiente de determinacién (%), la pendiente (m), la
ordenada al origen (b), la media del porciento recuperado y los intervalos de confianza para
la pendiente (ICm), la ordenada al origen (ICb) y la media poblacional (ICp) y el coeficiente
de variacion del porciento recuperado.

Exactitud y repetibilidad del método al 100 %

Se prepararon por sextuplicado, muestras independientes de placebos cargados con el
componente de interés, al nivel de concentracion del 100% (correspondiente a una
concentracion de 100 pg/mL), se calculo la cantidad adicionada y recuperada para cada
muestra y se determiné la media del porciento recuperado, el intervalo de confianza para la
media poblacional (ICp) y el coeficiente de variacion del porciento recuperado.
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Precision intermedia

Para la precisién intermedia del método, 2 analistas prepararon muestras independientes a
partir de una mezcla homogénea de producto terminado, por ftriplicado, en dos dias
diferentes, obteniéndose un total de 12 resultados a partir de las cuales se determin6 el
contenido del componente de interés, en mg/mL y el porcentaje correspondiente para cada
muestra. Se calculd el promedio del mismo y el coeficiente de variacién por cada
analista/dia y del total de los doce andlisis.

Estabilidad de la muestra y de la solucion patrén de referencia

Se prepararon muestras independientes a partir de una mezcla homogénea de producto
terminado, por triplicado y muestras de la soluciéon patrén de referencia por duplicado, las
cuales se filtraron en viales y se analizaron inmediatamente después de su preparacion y
posteriormente se almacenaron durante 24 horas a temperatura ambiente, protegidas de la
luz y tomando las precauciones necesarias para evitar la evaporaciéon del disolvente y se
analizaron al término del periodo de almacenaje.

A partir de los resultados obtenidos se determiné el contenido del componente de interés,
en mg/mL y el porcentaje correspondiente para cada muestra, y se calculé la diferencia
absolut? c]te la media aritmética de la condicién de almacenaje con respecto al analisis
inicial ([di|).

Especificidad del método

Se prepararon muestras del placebo, producto terminado y materia prima, que fueron
sometidas a la accion de la luz ultravioleta y a 60°C, durante 15 dias; a hidrdlisis 4cida, con
acido clorhidrico 3N y ebullicién, hidrolisis basica con hidréxido de sodio 3N y ebullicién, asi
como a condiciones oxidantes con peréxido de hidrégeno al 30% y ebullicion.

Todas las muestras se analizaron empleando un detector de arreglo de diodos, se realizo el
analisis espectral por medio de su correspondiente barrido, conjuntamente con la
normalizacién de areas a diferentes tiempos de elucién del pico de interés, se determind el
porcentaje de recobro para cada una de las muestras, asi como el angulo de pureza y el
angulo de ruido.

Robustez

La proporcion del componente organico de la fase movil (metanol) fue modificada
proporcionalmente de 80% a 82% y 78%.

Los parametros cromatograficos (eficiencia, tiempo de retencion, factor de capacidad,
factor de coleo y porcentaje de recobro) fueron calculados para el compuesto de interés de
tres muestras independientes a partir de una mezcla homogénea de producto terminado, y
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se calculd la diferencia absoluta de los promedios obtenidos del porcentaje de recobro en
cada condicidn de andlisis con respecto a la condicién normal (|d;|).
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CAPITULO IV. RESULTADOS

4.1 Método indicador de estabilidad para la determinacion de acetofénido de
dihidroxiprogesterona

Adecuabilidad del sistema

Peso de la muestra:149.7 mg

Diluciones:

Peso de la muestra > 250 mL

Concentracion: 598.32 pg / mL

5760880

5753506

5776103

5796706

5783995
Tiempo de retencion: 45 ~4.5
Factor de coleo; 1.0 <20
Eficiencia: 4477 >25
Resolucion: N/A >1.5
Factor de capacidad: 3.5 =15
Coeficiente de variacion: 0.3% <2.0%
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Precision del sistema
Peso de la muestra:149.7 mg

Diluciones:

Pesodelamuestra — 3 250mL

Concentracion: 598.32 ug / mL

5760880
5753506
5776103
5796706
5783995
5790354

Media

Coeficiente de variacion ( C.V.)

5776924
0.3%

N/A
<1.5%
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LINEALIDAD DEL SISTEMA (GRAFICA No. 1,

Diluciones:
Peso de la muestra » 250 mL

ESO I NIVEL S{#CONCENTRA!

VER ANEXO II)

| (mg)
B [Area)’
75.2 2922339 :
75.1 50 300.16 2919261 1.03
74.8 50 298.96 2901412 1.03
112.6 75 450.04 4377636 1.03
112.4 75 449.24 4351100 1.03
112.4 75 449.24 4346039 1.03
149.7 100 598.32 5778363 1.04
150.3 100 600.72 5801976 1.04
149.8 100 598.72 5785029 1.03
187.4 125 749.00 7194457 1.04
187.5 125 749.40 7223122 1.04
187.6 125 749.80 7223885 1.04
2255 150 901.28 8729869 1.03
2246 150 897.68 8616817 1.04
2249 150 898.88 8596015 1.05
Coeficiente de determinacion ( ) 0.9999 >0.98
Coeficiente de variacion (C.V.) 0.6% <1.5%

Intervalo de confianza para la pendiente (ICm)

9492.8269 , 9620.7409

no debe incluir el
cero
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LINEALIDAD DEL METODO (GRAF.'CA No. 2 VER ANEXO Ii)
Peso de estandares:

S1=29.8 mg
S2 =30.1 mg

Factor de recobro: 99.1%
Diluciones:
Estandar: Peso del estandar —— 50 mL

Pesodelamuestra —  » 250 mL
+ 2 mL de placebo

5690650 5750150

5680681 5837007

5684022
5683611
5667867
5669796
5647573

X = 5674886 X = 5793579
CV.=03

|

2879338
75.0 74.94 299.76 2873588 75.39 100.6 0.1%
75.0 74.94 299.76 2877416 75.49 100.7
1124 112.31 449.24 4300882 112.83 100.5
1125 112.41 449.64 4318915 113.31 100.8 0.3%
112.5 112.41 449.64 4289474 112.53 100.1
150.1 149.98 599.92 5707007 149.72 99.8
150.1 149.98 599.92 5704696 149.66 99.8 0.1%
149.9 149.78 599.12 5711645 149.85 100.0
187.5 187.35 749.40 7106000 186.43 99.5
187.6 187.45 749.80 7102390 186.33 99.4 0.2%
187.2 187.05 748.20 7064107 185.33 99.1
2249 224.72 898.88 8503781 223.10 99.3
224.9 22472 898.88 8493361 222.82 99.2 0.2%
224.8 224.62 898.48 8474473 222.33 99.0
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Pendiente ( m ) .

Intervalo de confianza para la pendiente (ICm)
Ordenada al origen

Intervalo de confianza para la ordenada al origen
gﬁg)ndo C.V.=2.0%

Coeficiente de determinacion ()

Media del porciento recuperado

Intervalo de confianza para la media poblacional

(ICu)

Coeficiente de variacion (C.V.)

0.9821
0.9609 , 1.0033
2.2207

-1.1271, 5.5685

1.0000

99.9%

99.5, 100.3

0.6%

=~ 1
debe incluir la unidad
=0

debe incluir el cero

>0.98
98.0 — 102.0%
el promedio aritmético
se incluye en el

intervalo

<2.0%

El C.V. para cada nivel debe ser menor al 2.0%
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EXACTITUD Y REPETIBILIDAD DEL METODO AL 100%

Peso de estandares:

S$1=29.8 mg

S2=30.1mg

Factor de recobro: 99.1%

Diluciones:

Estandar: Peso del estandar — 50 mL
Pesodelamuestra 5 250 mL

+ 2 mL de placebo

5690650 5750150
5680681 5837007
5684022
5683611
5667867
5669796
5647573

X = 5674886 X = 5793579
CV.=03

)
5707007

150.1 149.98 599:92 5704696 149.66 99.8
150.0 149.88 599.52 5711645 149.85 100.0
149.9 149.78 599.12 5716008 149.96 100.1
149.9 149.78 599.12 5606535 149.45 99.8
149.8 149.68 598.72 5687381 149.21 99.7
Media del porciento recuperado 99.9% 98.0 - 102.0%
Intervalo de confianza para la media 99.7, 100.1 el promedio aritmético
poblacional (ICp) se incluye en el intervalo
Coeficiente de variacion (C.V.) 0.2% <2.0%
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PRECISION INTERMEDIA

Diluciones:

Estandar: Peso del estandar —— * 50 mL

2 mL de producto terminado ——— » 250 mL

Analista 1 Analista 2
Estandar 1 | Estandar2 | Estandar1 | Estandar 2
5650703 5769391 5776732 5727077
1 5666406 5754948 5780022 5724015
A 5650814 5770717
5652716 5782122
5667046 5767767
Peso (mg) = 29.8 301 30.1 30.0
8= 5657536 5762170 5775472 5725546
C.v.= 0.1 0.1
Factor de
recolmox 99.1 100.6
D 5745303 5767844 5790965 5787183
12 5750968 5766298 5781608 5785177
A 5768812 5773680
5768848 5771330
5746265 5783252
Peso (mg) = 30.0 30.1 30.0 30.1
8= 57560309 5767071 5780167 5786180
CV.= 0.2 0.1
Factor de
recobro = 100.2 100.2
Analista 1 | Analista 2
(%) (%)
D 108.1 108.9
I | 108.8 107.8
A : 108.9 107.9
D 107.2 108.1
js=2 106.9 108.9
A 108.0 106.5
X (n=6) 108.0% 108.0%
C.V. (n=6) 0.8 0.8
Contenido tedrico: 75 mg/mL. (Contiene un 10% de exceso)
' bt Criterio de
0 e Aceptacion
Media 108.0% N/A
Coeficiente de variacion (C.V.) 0.8% <2.0%
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ESTABILIDAD DE LA MUESTRA Y DE LA SOLUCION PATRON DE REFERENCIA

Se utilizaron las muestras correspondientes a la etapa de precision intermedia del A1D1

Producto terminado. Temperatura ambiente

Acetofénido de dihidroxiprogesterona solucién patron de referencia. Temperatura ambiente

La diferencia absoluta de la media aritmética de cada
condicion de almacenaje respecto al analisis inicial
|d;| debe ser < 2.0%.
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ESPECIFICIDAD DEL METODO

MEDIO ACIDO
HCI 3N sfinterferencia 90.0 0.101 0.269 104.3. 0.082 3.639

(3 mL, 10 minutos, ebullicién)

MEDIO ACIDO
HCI 3N N/A 76.4 0.052 0.278 85.7 0.045 1.134

(5 mL, 15 minutos, ebullicion)

MEDIO BASICO
NaOH 3N slinterferencia | 100.3 0.073 0.273 108.1 0.040 1.133

(1 mL, 5 minutos, ebulliicion)

MEDIO BASICO
NaOH 3N N/A 97.2 0.062 0.263 107.2 0.044 1.123

(5 mL, 15 minutos, ebulliicion)

MEDIO OXIDATIVO
H;0; 30% slinterferencia| 99.4 0.065 0.263 106.6 0.060 4.353

(5 mL, 5 minutos, ebullicion)

Luz UV sl/interferencia 96.2 0.118 0.340 98.0 0.047 1.252
(15 dias)

Temperatura 60°C sfinterferencia| 101.8 0.070 0.272 100.7 0.042 1.484
(15 dias)

El método es especifico, ya que los picos de degradacion no interfieren con el pico al
tiempo de retencién correspondiente a Acetofénido de dihidroxiprogesterona
(aproximadamente 4.5 min).

Ver Anexo Il
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ROBUSTEZ

Condiciones de trabajo manejadas:

¢ Condicion normal: Solucién 0.01 M de fosfato monobasico de potasio pH 3.0:
acetonitrilo:metanol, 9:10:10

¢ Condicién 1: Solucion 0.01 M de fosfato monobasico de potasio pH 3.0:
acetonitrilo:metanol, 10:12:12

« Condicion 2: Solucién 0.01 M de fosfato monobasico de potasio pH 3.0:
acetonitrilo:metanol, 10:10:10

Condicion 1 4433 3.9 29 1.1 107.7 0.3
Normal 4590 4.1 3.1 I 107.4 N/A
Condicién 2 4785 5.0 4.0 1.0 107.5 0.1

La diferencia absoluta entre los promedios obtenidos del
porcentaje de recobro en cada condicion de analisis no es mayor
al 2.0% respecto al porcentaje de recobro de la condicién normal.
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4.2 Método indicador de estabilidad para la determinacion de enantato de
estradiol

Adecuabilidad del sistem‘a

Peso de la muestra:249.9 mg

Diluciones:
Peso de la muestra > 200 mL

242961

242910

242406

241832

241801
Tiempo de retencion: 7.1 ~4.5
Factor de coleo: 1.1 <20
Eficiencia: 3722 >25
Resolucion: N/A =15
Factor de capacidad: 3.7 >1.5
Coeficiente de variacion: 0.2% <2.0%
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Precision del sistema

Peso de la muestra:249.9 mg

Diluciones:

Peso de la muestra > 200 mL

8 mL » 100 mL

Concentracién: 99.99 ng / mL

242961

242910
242406
241832
241801
241100

Media '

Coeficiente de variacion ( C.V.)

242168
0.3%

N/A
<1.5%
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LINEALIDAD DEL SISTEMA (GRAFICA No. 3, VER ANEXO IV )

Peso del stock : 249.9 mg

Diluciones:
Peso del stock —— 200 mL

alicuota » 100 mL

120300

Intervalo de confianza para la pendiente (ICm)

2405.8978 , 2423.6734

50 49.99
4 50 49.99 120513 4.15
50 49.99 120722 4.14
75 74.99 180652 4.15
6 75 74.99 181504 4.13
75 74.99 180422 4.16
100 99.99 240732 4.15
8 100 99.99 240769 4.15
100 99.99 241296 4.14
125 124.99 301142 4.15
10 125 124.99 300283 4.16
125 124.99 300936 4.15
150 149.98 362266 4.14
12 150 149.98 362764 413
150 149.98 362086 4.14
Coeficiente de determinacion ( r?) 1.0000 >0.98
Coeficiente de variacién (C.V.) 0.2% <1.5%

no debe incluir el
cero

83



LINEALIDAD DEL METODO (GRAFICA No. 4 VER ANEXO IV)

Peso de estandares:

S1=25.1mg
S2=252mg

Factor de recobro: 99.2%

Diluciones:
Estandar:
Peso del estandar » 50 mL

Muestras
Alicuota del stock ——» 100 mL
+ 2 mL de placebo

240201
242668
243721
243939
245417
244289
244419

245317
245683

X = 243522
Ccv.=07

X = 245500
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(1g/mL;

) "~ 5.01 50.10 119933 | 495 | 988
4 5.01 50.10 120166 4.96 99.0 0.9%
5.01 50.10 121901 5.03 100.4
7.51 75.10 181069 7.47 99.5
6 7.51 75.10 179272 7.39 98.4 0.6%
7.51 75.10 179263 7.39 98.4
10.02 100.20 241022 9.94 99.2
8 10.02 100.20 239936 9.90 98.8 0.3%
10.02 100.20 239628 9.88 98.6
12.52 125.20 298671 12.32 98.4
10 12.52 125.20 298445 12.31 98.3 0.4%
12.52 125.20 300478 12.39 99.0
15.02 150.20 361286 14.90 99.2
12 15.02 150.20 361834 14.92 99.3 0.3%
15.02 150.20 359889 14.84 98.8
Pendiente (m ) 0.9883 =1
Intervalo de confianza para la pendiente (ICm) 0.6732, 1.3034 debe incluir la unidad
Ordenada al origen 0.0074 =0
Intervalo de confianza para la ordenada al origen -3.3400 , 3.3548 debe incluir el cero
(Icb)
Cuando C.V. =2.0%
Coeficiente de determinacion ( r*) 0.9998 >0.98
Media del porciento recuperado 99.9% 98.0 — 102.0%
Intervalo de confianza para la media poblacional 98.6,99.2 el promedio aritmético
(ICu) se incluye en el
intervalo
Coeficiente de variacién (C.V.) 0.6% <2.0%

El C.V. para cada nivel debe ser menor al 2.0%
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EXACTITUD Y REPETIBILIDAD DEL METODO AL 100%

Peso de estandares:
S1=25.1mg
S2=252mg

Factor de recobro: 99.2%

Diluciones:
Estandar:
Peso del estandar > 50 mL

PE

10mL 5 50mL
Stock:

250.3mg —— 200 mL
Muestras

8mlLdelstock 5 100mL
+ 2 mL de placebo

240201
242668
243721
243939
245417
244289
244419

245317
245683

X = 243522
CV.=07

X = 245500
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241022
239936

239628
240055
240004
240107

Media del porciento recuperado 98.8% 98.0 - 102.0%
Intervalo de confianza para la media 98.6, 99.0 el promedio aritmetico
poblacional (ICp) se incluye en el intervalo
Coeficiente de variacion (C.V.) 0.2% <2.0%
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PRECISION INTERMEDIA

Diluciones: _
Estandar: Peso del estandar ————* 50 mL

10mL —» 50mL

2 mL de producto terminad.o — » 100mL

Analista 1 . Analista 2
Estandar 1 Estandar 2 | Estandar 1 Estandar 2
D 239916 243041 243340 244095 |
11 240395 246411 243347 244312
A 243103 244531
244208 243873
243850 243814
Peso (mg) = 25.0 252 25.0 25.0
8= 242294 244726 243781 244204
CV.= 0.8 0.2
Factor de
recobro= 99.6 99.8
D 243143 242722 245810 241212
12 242583 243521 245421 244011
A 242916 245014
242744 245016
242803 245357
Peso (mg) = 25.0 24.9 25.0 25.0
8= 242838 243122 245324 242612
CV.= 0.1 0.1
Factor de
recobro = 995 101.1
A“aliﬁh \nalista <
%) (%)
D : 111.5 110.8
[ | 108.1 111.6
A S 110.6 111.4
D- i 1122 109.8
1228 1115 109.2
A 112.2 108.8
X (n=6) 11.1% 110.3%
C.V. (n=6) 1.4 1.1




Contenido tedrico: 5 mg/mL. (Contiene un 10% de exceso)

Media 110.7% N/A

Coeficiente de variacion (C.V.) 1.2% <2.0%

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA Y DE LA SOLUCION PATRON DE REFERENCIA

Se utilizaron las muestras correspondientes a la etapa de precision intermedia del A1D1

Producto terminado. Temperatura ambiente

La diferencia absoluta de la media aritmética de cada
condicion de almacenaje respecto al analisis inicial
ld| debe ser < 2.0%.
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ESPECIFICIDAD DEL METODO

MEDIO ACIDO
HCI 3N
(5 mL, 20 minutos, ebullicion)

sl/interferencia

59.9

0.201

0.369

63.9

0.072

MEDIO ACIDO
HCI 3N
(5 mL, 15 minutos, ebullicion)

N/A

76.0

0.145

0.578

81.6

0.125

1.954

MEDIO BASICO
NaOH 3N
(5 mL, 20 minutos, ebulliicién)

sl/interferencia

19.3

0.095

0.473

0.450

1.84223

MEDIO BASICO
NaOH 3N
(5 mL, 15 minutos, ebulliicién)

N/A

96.6

0.078

0.553

90.5

0.304

1.784

Luz UV
(15 dias)

sfinterferencia

98.6

0.102

0.390

96.4

0.947

1.571

Temperatura 60°C
(15 dias)

sfinterferencia

89.9

0.099

0.782

97.7

0.412

1.787

El método es especifico, ya que los picos de degradacién no interfieren con el pico al
tiempo de retencion correspondiente a enantato de estradiol (aproximadamente 7.4 min).

Ver Anexo V
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ROBUSTEZ

Condiciones de trabajo manejadas:

+ Condicién normal: Metanol:agua, 80:20

¢ Condicion 1: Metanol:agua, 82:18

* Condicion 2: Metanol:agua, 78:22

Condicién 1 3446 57 2.8 1.1 110.4 0.3
Normal 3156 7.1 3.8 34 110.1 N/A
Condicion 2 3312 8.9 4.9 1.1 111.8 1.7

La diferencia absoluta entre los promedios obtenidos del
porcentaje de recobro en cada condicién de analisis no es mayor
al 2.0% respecto al porcentaje de recobro de la condicién normal.
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CAPITULO V. ANALISIS DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES

5.1 ANALISIS DE RESULTADOS

Al revisar los resultados obtenidos se observa que se logré obtener métodos analiticos que
pueden ser utilizados para la cuantificacion de enantato de estradiol y acetofénido de
dihidroxiprogesterona en materia prima y producto terminado, tanto para su utilizacién en
control de calidad y analisis de producto terminado y en proceso, asi como en el analisis de
muestras sometidas a estudios de estabilidad.

Durante la etapa de desarrollo se presentaron diversos problemas para lograr obtener un
solo método analitico por medio del cual se pudieran cuantificar ambos activos en la misma
corrida, con parametros cromatograficos dentro de los criterios de aceptacion establecidos,
ya que si la columna utilizada presenta problemas de presion después de un pequefo
numero de inyecciones, esta no es la adecuada para su uso cotidiano en el laboratorio de
control de calidad, ya que a pesar de obtener los 2 picos en una sola corrida, en un tiempo
aceptable, el costo final del analisis se incrementar considerablemente al ser necesario un
cambio constante de la columna, esto sin contar con el hecho de ser una columna de alto
costo.

Después de analizar lo anterior se decidié separar los métodos de analisis, con lo cual se
logré obtener métodos analiticos confiables y reducir el costo total del andlisis.
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5.2 CONCLUSIONES

5.2.1 Método indicador de estabilidad para la determinacion de acetofénido de
dihidroxiprogesterona

El sistema para acetofénido de dihidroxiprogesterona es preciso para una
concentracion de 598.32 ug/mL conun C.V. de 0.3%.

El sistema es lineal para acetofénido de dihidroxiprogesterona en un intervalo de
concentracion de 298.96 a 901.28 pg/mL, con un C.V. en todo el intervalo de 0.6%,
una r* de 0.9999 y cumple con el intervalo de confianza para la pendiente.

El método es lineal para acetofénido de dihidroxiprogesterona en un intervalo
aproximado de 74.94 a 224.72 mg, (299.76 a 898.88 pg/mL de concentracion final),
con un C.V. total de 0.6% y una r* de 1.0000. Los C.V. para cada nivel son menores
al limite establecido para el criterio de aceptacion. Cumple con los intervalos de
confianza para la pendiente y la ordenada al origen cuando se considera como
maximo un C.V. de regresion de 2.0%. Cumple con el intervalo de confianza para la
media del porcentaje recuperado en el intervalo de trabajo establecido.

El método para acetofénido de dihidroxiprogesterona es exacto y repetible para una
cantidad aproximada de 149.98 mg, correspondiente al 100% (concentracion final
599.92 pg/mL), con una media del porcentaje recuperado de 99.9% y un C.V. de
0.2%. Cumple con el intervalo de confianza para la media poblacional.

El método resulté reproducible para la formulacion cuando se determiné en el lote
21Y698 de producto terminado. El C.V. total de doce analisis de dos analistas en dos
corridas diferentes fue de 0.8% para acetofénido de dihidroxiprogesterona.

Las soluciones patrén de referencia y solucion muestra listas para el andlisis son
estables cuando menos por un periodo de 24 h a temperatura ambiente protegidas
de la luz, ya que cumple con los criterios establecidos.

El método es especifico ya que el placebo y los productos de degradacién no
interfieren en la cuantificacion de acetofénido de dihidroxiprogesterona.

El sistema es robusto a cambios de + 2 % de proporcién organica (mantenimiento
constante la relacién entre ellos) en la fase movil.

Cumpliendo con los criterios establecidos el método analitico para la determinacién
acetofénido de dihidroxiprogesterona en el producto terminado por HPLC es
aplicable en el control de calidad del producto y para monitorear la estabilidad del
mismo.
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5.2.2 Método indicador de estabilidad para la determinacion de enantato de estradiol

El sistema para enantato de estradiol es preciso para una concentracion de 99.99
pg/mL conun C.V. de 0.3%.

El sistema es lineal para enantato de estradiol en un intervalo de concentracion de
49.99 a 149.98 pg/mL, con un C.V. en todo el intervalo de 0.2%, una r* de 1.0000 y

cumple con el intervalo de confianza para la pendiente.

El método es lineal para enantato de estradiol en un intervalo aproximado de 5.01 a
150.20 mg, (50.10 a 150.20 pg/mL de concentracion final), con un C.V. total de 0.6%
y una r* de 0.9998. Los C.V. para cada nivel son menores al limite establecido para
el criterio de aceptacion. Cumple con los intervalos de confianza para la pendiente y
la ordenada al origen cuando se considera como maximo un C.V. de regresién de
2.0%. Cumple con el intervalo de confianza para la media del porcentaje recuperado
en el intervalo de trabajo establecido.

El método para enantato de estradiol es exacto y repetible para una cantidad
aproximada de 10.02 mg, correspondiente al 100% (concentracion final 100.20
pg/mL), con una media del porcentaje recuperado de 98.8% y un C.V. de 0.2%.
Cumple con el intervalo de confianza para la media poblacional.

El método resulto reproducible para la formulacién cuando se determind en el lote
21Y698 de producto terminado. El C.V. total de doce analisis de dos analistas en dos
corridas diferentes fue de 1.2% para enantato de estradiol.

Las soluciones patrén de referencia y solucién muestra listas para el analisis son
estables cuando menos por un periodo de 24 h a temperatura ambiente protegidas
de la luz, ya que cumple con los criterios establecidos.

El método es especifico ya que el placebo y los productos de degradacién no
interfieren en la cuantificacion de enantato de estradiol.

El sistema es robusto a cambios de + 2 % de proporcion organica (mantenimiento
constante la relacion entre ellos) en la fase movil.

Cumpliendo con los criterios establecidos el método analitico para la determinacion
enantato de estradiol en el producto terminado por HPLC es aplicable en el control
de calidad del producto y para monitorear la estabilidad del mismo.
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CAPITULO VII. ANEXOS

ANEXO |
a) Espectro de infrarrojo de acetofénido de dihidroxiprogesterona
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b) espectro de infrarrojo de enantato de estradiol
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Anexo Il.
Gréfica No. 1. Linealidad del Sistema para Acetofénido de Dihidroxiprogesterona

Linealidad del sistema para acetofénido de
dihidroxiprogesterona

R

Gréfica No. 2. Linealidad del Método para Acetofénido de Dihidroxiprogesterona

Linealidad del método para acetofénido de
dihidroxiprogesterona en producto terminado

8”
88

038383

Cantidad recuperada
(mg)

0 50 100 150 200 250

Cantidad adicionada (mg)



ANEXO IlI.
1. Cromatograma de la solucion patron de referencia de acetofénido de
dihidroxiprogesterona.
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2. Analisis de pureza de la solucion patron de referencia de acetofénido de
dihidroxiprogesterona
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3. Andlisis espectral de la la solucién patrén de referencia de acetofénido de
dihidroxiprogesterona.
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4. Cromatograma del producto terminado.
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5. Anélisis de pureza de acetofénido de dihidroxiprogesterona en producto
terminado.
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6. Andlisis espectral de acetofénido de dihidroxiprogesterona en producto
terminado.
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7. Cromatograma de placebo.
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9. Andlisis de pureza de acetofénido de dihidroxiprogesterona en producto

terminado tratado con dcido clorhidrico 3N.
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10.Andélisis espectral de acetofénido de dihidroxiprogesterona en producto

terminado tratado con &cido clorhidrico 3N.
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ANEXO IV.
Griéfica No. 3. Linealidad del Sistema para Enantato de Estradiol

Linealidad del sistema
para enantato de estradiol

400000

0 50 100 150 200
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Gréfica No. 4. Linealidad del Método para Enantato de Estradiol

Linealidad del método para acetofénido de
dihidroxiprogesterona en producto terminado

Cantidad recuperada

Cantidad adicionada (mg)
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ANEXO V.
1. Cromatograma de la solucién patrén de referencia de enantato de estradiol.
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2. Andlisis de pureza de la solucién patron de referencia de enantato de estradiol.
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3. Andélisis espectral de la la solucién patrén de referencia de enantato de

estradiol.
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4. Cromatograma del producto terminado.
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5. Anaélisis de pureza de enantato de estradiol. en producto terminado.
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6. Anaélisis espectral de enantato de estradiol en producto terminado.
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7. Cromatograma de placebo.
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8. Cromatograma de producto terminado tratado con acido clorhidrico 3N.
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9. Analisis de pureza de enantato de estradiol en producto terminado tratado con

acido clorhidrico 3N.
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10.Anélisis espectral de enantato de estradiol en producto terminado tratado con
acido clorhidrico 3N.
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ANEXO VI.

Formulas realizar los caélculos correspondientes a las diferentes etapas de la

validacion.

a) Factor de recobro

FR. = Rsix Ps2x 100
Rszx Ps1

Donde:

Rs1 = Respuesta promedio de las primeras cuatro inyecciones del estandar 1
Rsz = Respuesta promedio de las inyecciones del estandar 2

Ps1 = Peso del estandar 1 (mg)

Psz = Peso del estandar 2 (mg)

b) Cantidad adicionada

Cantidad adicionada (mg) = Peso(mg) x F.V

Donde:
F.V. = Factor de valoracion del estandar (valoracion % / 100)

¢) Concentracion

Concentracion (ugimL) = Cantidad adicionada(mg) x 1'000 x alicuota (mL)
aforo (mL) x alicuota

d) Cantidad recuperada

Cantidad recuperada (mg) = BIXF.V.x Feiimg) a'-‘?-”“’-t-‘-a ()
Rsto x aforo (mL) x alicuota

Donde :

Rm = Respuesta de la muestra

Rstp = Respuesta del estandar

F.V. = Factor de valoracion del estandar
Pst = Peso del estandar 1

e) Porcentaje de recobro de producto terminado

% recuperado Rm x F.V. xPsi(mg) x alicuota (mL) x1
(1] = - - — DU SN, AR, S A
Rsto x aforo (mL) x alicuota x contenido en la formulacion (mg)
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Donde :

Rm = Respuesta de la muestra

Rsto = Respuesta del estandar

F.V. = Factor de valoracion del estandar
Ps1 = Peso del estandar 1

f) Porcentaje de recobro de la sustancia de referencia

Rm x F.V. sto x Psto (mg)x 100

9 do =
Yo recuperado Rsto x F.V.m x Pm (mg)

Donde :

Rm = Respuesta de la muestra

Rstp = Respuesta del estandar

F.V. m = Factor de valoracion de la muestra
F.V. sto = Factor de valoracién del estandar
Psto = Peso del estandar

Pm = Peso de la muestra
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