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Introduccion

Los esteroides son moléculas con una amplia variedad de funciones en los organismos del reino
animal y vegetal, controlando multiples procesos vitales. Es por eso que en la actualidad ha surgido
la necesidad de estudiar cualitativamente y cuantitativamente a los esteroides en diferentes tipos de

muestras bioldgicas.

Asi, podemos encontrar que se utilizan como promotores del crecimiento en plantas y animales, por
lo que esta funcion es aprovechada para fines incorrectos que podria a la vez ser peligrosa, como el
abuso de hormonas por parte de los atletas para aumentar su desempeiio fisico, y en animales para
acelerar su crecimiento y aumentar su masa corporal. También se utilizan como principios activos
de diferentes preparados farmacéuticos para el tratamiento y prevencion de diversas enfermedades

provocadas por deficiencia o exceso de algun esteroide en particular.

La identificacion y cuantificacion de esteroides es de principal importancia en pruebas
“antidoping”, diagnéstico de enfermedades, investigacion y sintesis de nuevos farmacos
anticancerigenos, anticonceptivos, antivirales y antimicrobianos, monitoreo ambiental, control de
calidad en la industria farmacéutica y la industria alimenticia. Recientemente se han descubierto

nuevos esteroides en diferentes especies de peces, esponjas marinas, insectos y plantas.

Todo lo anterior ha impulsado el desarrollo de técnicas para la extraccion, purificacion, separacion,
identificacién y cuantificacién de esteroides, aplicando lo més avanzado de la tecnologia, lo que
indica que existe un marcado interés en la investigacion de estas moléculas, interés que surgi6 desde

hace mas de 50 afios, y que hasta la fecha continua.

Este trabajo proporciona informacion obtenida de una revisién bibliografica del afio de 1995 al
2003, en cuanto a los diferentes métodos existentes para la extraccion, separacion, identificacion y
cuantificacion de los esteroides. Asi, encontramos que los mas utilizados son los métodos
inmunoquimicos, métodos espectrométricos y métodos cromatograficos. Y otros que son menos

empleados, como son los métodos por polarografia y los analisis por inyeccion de flujo.

Se considera a los métodos cromatogréficos en sus diferentes modalidades (CCF, CLAE, CLAE-
EM, CG, CG-EM y cromatografia electroforética) como las técnicas mas utilizadas para este

proposito, y es aqui donde la ciencia y tecnologia han hecho esfuerzos considerables para mejorar



cada vez los métodos existentes y desarrollar otros, aplicando varias técnicas a la vez. Todo esto
con el fin de obtener métodos que sean mas precisos, exactos y sensibles. Se proporciona
informacién de nuevos aditamentos acoplados a sistemas cromatograficos y combinacién de
técnicas que proporcionan la rapidez, exactitud y sensibilidad requeridas para la determinacién de
esteroides, debido a que estas moléculas por lo general se encuentran en cantidades a nivel de

trazas.

También se presenta informacion en cuanto a procedimientos para el tratamiento de las muestras
debido a que las multiples matrices en las que se encuentran los esteroides es uno de los principales
problemas que se han tenido que resolver en el andlisis de estos compuestos. Esto se ha logrado
utilizando nuevas estrategias para extraer estas moléculas de su matriz biolégica como puede ser
plasma, sangre, orina, saliva, ufias, cabello, aguas residuales, lodos, polvos ambientales, extractos

de tejidos, extractos de plantas, alimentos, beébidas y preparados farmacéuticos.



Objetivos

e Objetivo general. Llevar a cabo una revision bibliogrifica sobre los métodos

analiticos en la determinacion de esteroides.

e Objetivo particular. Presentar la informacion de los métodos mas utilizados para
el anilisis cualitativo y cuantitativo de esteroides. Métodos Cromatograficos,
Espectrofotométricos, Inmunolégicos, y otros menos utilizados como son

Polarografia y Analisis por inyeccién de flujo.



I Antecedentes
a) IMPORTANCIA DE ANALIZAR ESTEROIDES.

La importancia de analizar esteroides hormonales se manifiesta por los siguientes puntos:

En la investigacion clinica la determinacion de esteroides hormonales es importante para el control
del sistema enddcrino, sistema neuronal (neuroesteroides) y sistema inmune. Es necesario
profundizar y ampliar los conocimientos que ya se poseen sobre los procesos de biosintesis y
metabolismo de estas hormonas, y sobre los mecanismos que regulan su produccién en condiciones
normales y patologicas.

Por ejemplo, se ha encontrado relacion directa del contenido de ciertos esteroides sexuales en
quistes de mama con el riesgo de generar cancer mamario. Los esteroides encontrados fueron la
160-hidroxiestrona y la 4-hidroxiestrona, de los que se han encontrado evidencias que son
carcindgenos. También se encontré que se sintetizan in situ y se retienen en el quiste a
concentraciones relativamente altas. [1]

Otro resultado que se obtuvo fue que el incremento de la hidroxilacion del estradiol en el atomo de
carbono niimero 2 proteje contra transformaciones carcinogénicas, y la hidroxilacion en el atomo de
carbono niimero 16 y en posicion a incrementa la sintesis desordenada de ADN vy la proliferacion
celular. Por lo tanto se demostr6 que la relacion (2-hidroxiestrona/l6a-hidroxiestrona) es
inversamente proporcional al riesgo de padecer cancer cervical y mamario. [2]

En el campo de diagnoéstico, las determinaciones de esteroides generalmente tienen la finalidad de
valorar cuantitativamente la actividad y funcionalidad de las glandulas, 6rganos y tejidos
implicados en la produccion de esteroides hormonales. Gran parte de las alteraciones fisiologicas se
debe a la hipersecrecion o hiposecrecion de uno o mas esteroides, y en algunos casos los resultados
obtenidos en muestras biologicas son utiles para localizar la naturaleza de las lesiones bioquimicas
que son responsables de disfunciones enddcrinas.

Existen compuestos como los acidos biliares, que requieren métodos analiticos sensibles y precisos
para identificar ciertos metabolitos y dar un diagnéstico preciso. Los acidos biliares son los
principales metabolitos del colesterol y sufren glucuronidacion y sulfatacion antes de ser excretados
en la orina. La glucuronidacion convierte sustancias lipofilicas en sustancias solubles en agua, por
lo tanto se ha considerado un importante mecanismo de eliminacion de sustancias toxicas. Sin
embargo estudios recientes han sugerido que los compuestos acilglucurénidos de los acidos biliares
forman uniones covalentes a las proteinas después de la glucuronidacién, formando aductos que

pueden causar reacciones de hipersensibilidad e incrementar el riesgo de muerte en pacientes con



padecimientos hepatobiliares por defecto de la enzima glucuronosiltransferasa hepética. [3]
Actualmente el empleo de hormonas esteroidales por parte de los atletas para aumentar su
rendimiento fisico se ha convertido en un problema, pues no sélo hay implicaciones de ética
deportiva, sino también de salud, debido a que pueden ocasionar dafios irreversibles en los
deportistas. El principal problema radica en establecer los limites adecuados por parte de las
organizaciones deportivas, pues los compuestos que se buscan en los atletas, se sintetizan
endégenamente o se obtienen normalmente en la dieta.

Por otro lado, las pruebas “antidoping” se han realizado también en caballos de carreras para
detectar la administracion ilegal de esteroides en estos animales. [4]

En algunos paises, incluyendo México, las hormonas esteroidales se han empleado en animales de
granja que posteriormente se destinan al consumo humano, lo cual se hace sin el debido control y
tiene consecuencias en la salud de la poblacién que consume carne de animales que fueron tratados
con hormonas. El problema con el empleo de hormonas como promotores de crecimiento es que no
se han tomado precauciones y no se han hecho los suficientes estudios para poder administrar estos
compuestos con la finalidad de que los niveles de esteroides encontrados en los diferentes tejidos
cumplan con las especificaciones de la FDA (Food Drug Administration), pues al administrarlas
correctamente en los animales se puede asegurar que no habra riesgos para la poblacién que
consume estos alimentos. [5]

En el campo terapéutico este tipo de analisis tiene por objeto cuantificar los efectos de
determinados tratamientos hormonales sobre la actividad de ciertas glandulas o tejidos que estan
implicados de una forma directa o indirecta en la esteroidogénesis.

En la actualidad existen diversas formas farmacéuticas que contienen uno o mas esteroides, los
cuales tienen por objeto proporcionar métodos de anticoncepcion basado en progestagenos,
administrar andrégenos con fines terapéuticos, agentes calcémicos etc.

La progesterona y los progestagenos son hormonas esenciales en el control de la menopausia en
mujeres cuando reciben terapia de reemplazo con estrégenos para proteger al endometrio y tejido
mamario, pero se deben tomar las debidas precauciones para evitar efectos colaterales, pues a
determinadas dosis la terapia de reemplazo puede incrementar el riesgo de contraer cancer de
mama, debido a que la progesterona nativa y exégena aumentan la proliferacion epitelial de tejido
mamario. [6,7]

Las mujeres con sindrome postmenopausico sufren entre otras cosas de insomnio y desordenes
respiratorios relacionados al suefio, lo cual se puede mejorar con un tratamiento de estrogenos y
progestagenos. [8]

Se ha encontrado evidencia de que las hormonas esteroidales pueden emplearse como proteccién



en la enfermedad de Alzheimer y otros tipos de enfermedades neurocognositivas y sus formas mas
avanzadas de demencia, las cuales privan tanto a mujeres como a hombres de su independencia y
calidad de vida. El estradiol y el colesterol bloquean los cambios de concentracion de calcio
intracelular en células neuronales de pacientes con Alzheimer, provocados por la proteina f-
amiloidea caracteristica de esta enfermedad. [9] También se sabe que los niveles de testosterona
total en suero disminuye en los hombres que padecen Alzheimer, lo cual hace pensar que una
terapia de reemplazo con testosterona podria disminuir los efectos de esta enfermedad. [10] En
pacientes con el sindrome de Klinefelter ' también se han empleado terapias de reemplazo con
testosterona. [11]

La determinacion de cortisol se ha llevado a cabo por diversos métodos, debido a que es el principal
esteroide glucocorticoide secretado por las glandulas adrenales, posee actividad antiinflamatoria,
interviene en procesos que afectan la presién sanguinea y en el metabolismo de proteinas y
carbohidratos. Por lo tanto la determinacién de sus concentraciones proporciona informacién en el
diagnoéstico de alteraciones adrenales como la enfermedad de Addison que se refiere a una
insuficiencia adrenal crénica y el sindrome de Cushing que se refiere a una sobreproduccion
adrenal. [12]

En los Gltimos afios se han descubierto nuevas clases de esteroides provenientes de especies
marinas, por ejemplo: se han aislado aminosteroles de tejidos de tiburén Squalas acanthias, uno de
estos aminosteroles es la “escualamina” cuyo nombre quimico es sulfato de 3p-N-1-(N(3-(4-
aminobutil))-1,3diaminopropano)-7a-hidroxi-5a-colestan-24R-il; otro aminosterol es el MSI-1436,
que es estructuralmente idéntico a la escualamina excepto por un grupo poliamina en el carbono 3.
Todos los aminosteroles aislados tienen actividad antimicrobiana, pero estudios mas recientes han
demostrado que poseen actividad antiangiogénica °, y por lo tanto pueden tener utilidad en la
quimioterapia de tumores malignos. [13]

Se han encontrado otros esteroides, los estonolionidos I y II, aislados del coral suave Clavularia
viridis. Estos compuestos poseen propiedades antiinflamatorias y estructuralmente tienen una
lactona en la posicién 7 y un esqueleto 1,10-secoergostano. De esta especie de coral se han aislado
los esteroides denominados estoloniferones que estructuralmente poseen una enona conjugada y un
epoxido. Otros esteroides que se descubrieron se nombraron yonarasteroles que son 9, de los cuales
3 tienen atomos de cloro en su estructura y tienen actividad antiinflamatoria. [14,15] De otra

especie de coral, la Isis Hippuris, se aislaron esteroides altamente oxigenados denominados

Se trata de una anomalia genética de diferenciacion sexual en pacientes varones, donde, en vez de dos cromosomas XY, estos pacientes
presentan tres cromosomas XXY.
Antiangiogénico. Inhibidor de la formacion de vasos sanguineos. Angio = vaso
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Hippurins, cuya actividad todavia se estd estudiando, asi como los esteroles polihidroxilados
aislados de otra especie de coral proveniente de Republica Dominicana, la Plexaurella grisea los
cuales mostraron actividad citotoxica contra ciertas lineas de células tumorales. [16,17]

También se han encontrado esteroides de estructuras muy complejas en ciertas especies de esponjas
marinas. Estos esteroides han llamado la atencién por su actividad biolégica y posible empleo en
productos farmacéuticos, por ejemplo, el herbasterol es ictiotéxico *; el xestobergsterol y
contignasterol son potentes inhibidores de la liberacion de histamina; la mayoria de los derivados
oxidados del colesterol han mostrado tener actividad citotdxica in vitro sobre ciertas lineas de
células cancerosas. Los recientes descubrimientos de las propiedades antivirales de los
polihidroxiesteroles sulfatados han aumentado el interés sobre estos compuestos. [18].

Por otro lado se han encontrado los llamados “brassinosteroides”, que son fitohormonas esteroidales
relacionados con la promocion del crecimiento en plantas, de los cuales se ha sintetizado y evaluado
la actividad biol6gica de compuestos anélogc}s que promueven el crecimiento de plantas cuando se
aplican en bajas concentraciones. [19,20,21]

Se han buscado nuevas moléculas esteroidales que puedan emplearse como principios activos de un
medicamento, tales moléculas varian en su actividad terapéutica, pues se han buscado
antiinflamatorios [22], anticonceptivos, analogos de vitamina D; y anabélicos, con el fin de evitar
efectos indeseables o para tener un efecto mayor y mas rapido. En el caso de la vitamina D; se han
hecho esfuerzos por sintetizar analogos, no solo por su actividad calcémica, sino también por que se
ha encontrado que tiene potencia antiproliferativa celular y se puede emplear para el tratamiento o
prevencion de cancer de prostata. [23,24]

En estudios recientes, se ha encontrado que los esteroides son parte de un grupo de compuestos
denominados compuestos de alteraciones endocrinas que se han encontrado en muestras de aguas,
lodos y suelo y se ha demostrado que producen dafios irreversibles a la fauna donde se han
detectado. Por ejemplo en las aguas contaminadas con estos compuestos se encontraron varias
especies acuaticas con malformaciones congénitas. [25,26].

Por todo lo anterior, se puede decir que los esteroides son de los compuestos mas importantes que
se encuentran en la naturaleza, y que su importancia como contaminantes del medio ambiente, en
diagnosticos clinicos, en pruebas “antidoping”, promotores de crecimiento, agentes terapéuticos
etc. ha demandado el desarrollo de métodos analiticos que tengan la suficiente sensibilidad y
especificidad para su evaluacion en los diferentes tipos de muestras ambientales, biologicas y

farmacéuticas.

lctiotoxico. Toxico para los peces. lchthiy = pez



b) BIOSINTESIS DE ESTEROIDES. [27]
Los esteroides son moléculas cuya estructura se basa en un sistema tetraciclico que se designan de

izquierda a derecha como A, B, C y D. Los 4tomos de carbono se enumeran iniciando en el anillo
A.

El origen biosintético de los esteroides comienza con una reaccion entre dos moléculas de
acetilcoenzima A (acetilCoA), para formar una molécula de acetoacetilCo-A, la cual sufre una serie

de reacciones hasta formar la unidad isopreno. Figura 1.
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Figura 1. Sintesis de la unidad isopreno a partir de AcetilCoA.



Una serie de reacciones entre unidades isopreno se llevan acabo para formar el escualeno,
un hexaeno de 30 atomos de carbono, que es el precursor de triterpenos y esteroides. Figura
2.

>\/\ — W
X/\ oPO, + OP,0, OPO

Pirifodfato de dimetilalilo Pirofosfato de isopentenilo Pirifosfato de geranilo

PP de isopentenilo

Wop 0
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-—
% U % Pirofosfato de famesilo

Escualeno

Figura 2. Sintesis del escualeno a partir de unidades isopreno.



El escualeno sufre una serie de reacciones para formar una estructura de tres anillos de 6 atomos de

carbono y un anillo de 5 4&tomos de carbono. Figura 3.

QUM = gl

Escualeno _ Oxido de escualeno

2)

H H
y L ¥
3)
.‘—

Figura 3. Reacciones del escualeno: 1)Epoxidacion selectiva catalizada por la escualeno oxidasa, 2)
Protonacion 3)Reacciones ciclicas para la formacion de un carbocation.
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Por ultimo se llevan a cabo una serie de transposiciones para formar el lanosterol, el cual se

biotransforma en colesterol, que a su vez se transforma en otros esteroides. Figura 4.

HH
/
@
—
HO HO
Lanosterol
Otros esteroides _—

Colesterol

Figura 4. Reacciones de transposicion en la biosintesis de colesterol.

Los métodos para la determinacion de esteroides deben incluir un pretratamiento (en caso
de ser necesario) de la muestra, que sea rapido y sencillo. Los sistemas de deteccion deben
ser especificos, debido a que estos analitos se encuentran en bajos niveles de concentracion
en las muestras bioldgicas, lo cual ha sido el principal problema de los métodos analiticos

en la determinacion de esteroides.
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c) PRETRATAMIENTO DE LA MUESTRA

Proteinas en muestras bioldgicas. Cuando se trabaja con muestras biologicas es posible el uso de
sustancias que compiten con la unién de esteroides a las proteinas. Por ejemplo, la
dihidroxitestosterona (DHT) y el cortisol se utilizan para determinar las concentraciones reales de
esteroides.

El estradiol, la estrona, la testosterona y la androstandiona presentes en suero, se unen
principalmente a la albumina y globulina de enlace a hormonas sexuales. La dihidroxitestosterona al
tener mayor afinidad por estas proteinas se une competitivamente y libera los esteroides. La
progesterona, la 17-hidroxiprogesterona (17-OHP) y la 20-hidroxiprogesterona (20-OHP), presentes
en suero se unen principalmente a la albimina y a la globulina de enlace a corticosteroides. El
cortisol tiene mayor afinidad por estas proteinas y cuando se une competitivamente libera los
corticosteroides. [28]

Otro detalle que hay que tener presente cuando se analizan esteroides en sangre es que algunas
hormonas como cortisol, dehidroepiandrosterona y estradiol estan sujetas a ritmos circadianos, y
por lo tanto, para obtener datos que sean comparables entre si, hay que analizar muestras tomadas a
la misma hora del dia. [29,30]

Influencia del pH. Se ha investigado la influencia de diferentes valores de pH sobre el recobro de
glucocorticoides y esteroides sexuales utilizando columnas de extraccion en fase sélida (EFS). Los
esteroides tuvieron un recobro similar a pH acido y neutro; pero cuando el pH se incrementé a

valores cercanos a 14 los esteroides sexuales se separaron efectivamente de los glucocorticoides.

[31]

Para separar a los diferentes tipos de esteroides en fracciones mediante extracciones, se deben tomar
en cuenta sus caracteristicas fisicoquimicas. Los esteroides consisten de una estructura nucleofilica
de ciclopentanoperhidrofenantreno, el cual esta modificado por su periferia o sobre la cadena lateral
por la adicion de grupos hidrofilicos (principalmente grupos hidroxilo, oxo y acidos carboxilicos).

Durante el metabolismo, los esteroides se vuelven mas hidrofilicos mediante reacciones de
conjugacién * con el 4cido glucurénico 6 4cido sulfarico. A pesar de la adicion de estos grupos
polares, la esencial no polaridad de los esteroides permite que tengan varios grados de solubilidad

en disolventes organicos y puedan asi ser extraidos de medios acuosos por un disolvente o mezcla

4 ; ; 7 : : ; T, ; ; .
Son reacciones de esterificacion que tienen la finalidad de transfonmar moléculas idrofobicas a moléculas hidrofilicas y de esta manera poder ser
eliminados del organismo a través de la orina.
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de disolventes de polaridad adecuada. [28]

Consideraciones durante la extraccion de esteroides. Las hormonas esteroidales secretadas “in
vivo” son llevadas en el torrente sanguineo unidas a proteinas plasmaticas, especificamente a
globulinas de enlace, por ejemplo: globulinas de enlace a cortisol, globulinas de enlace a hormonas
sexuales, o a la albiimina. Las globulinas de enlace usualmente tienen alta afinidad de enlace para
esteroides particulares, pero baja capacidad; mientras que la albiimina tiene baja afinidad pero alta
capacidad para una amplia variedad de esteroides.

Algunos esteroides como el colesterol, pueden ser incorporados como una parte integral de la
estructura de las lipoproteinas plasmaticas y estas lipoproteinas pueden formar parte de la estructura
de células y tejidos, de los cuales, los esteroides necesitarian ser extraidos. La vitamina D aunque es
acarreada en el plasma por globulinas de enlace especificas, también puede ser incorporada a
lipoproteinas.

Por lo tanto, la presencia de estas proteinas de enlace y su interaccion con los esteroides de interés
es una importante consideracion cuando decidamos desarrollar un método para el anélisis de un
esteroide en particular. Para desarrollar un método de anélisis, debemos considerar la posibilidad de
que el método evite el paso de extraccion, pues seria mas simple, pero se debe tomar en cuenta la
especificidad de la cuantificacion final. La pérdida de analito durante el pretratamiento se observa al
momento de cuantificar.

Para asegurar la pérdida debido a extracciones y procedimiento de purificacion, se emplea el
método del estdndar interno °. El estandar interno, después de adicionarlo a la matriz debe estar
distribuido del mismo modo que el analito (por ejemplo unido a alguna proteina). Esto se logra
incubando a 37°C por algin tiempo con agitacion suave. Los esteroides son compuestos
hidrofébicos que no se disuelven significativamente en agua, por eso se adicionan a la matriz,
disueltos en etanol, metanol u otro disolvente polar miscible en agua. El volumen empleado de estos
disolventes debe ser el mas pequefio posible en comparacion al volumen de la muestra, esto con el
fin de evitar desnaturalizacion de alguna proteina. Algunas veces los esteroides se adicionan a
contenedores de vidrio, se evapora el disolvente y se adiciona otro disolvente. Esto no es
recomendable, debido a que los esteroides se adsorben en la superficie del vidrio y después no se
disuelven en la matriz (otro disolvente), aun si el vidrio ha sido desactivado previamente con

reactivos sibilantes, por ejemplo, dimetildiclorosilano o trimetildiclorosilano. Ademas algunos

Es una sustancia pura que debe ser analogo al analito de interés, no debe reaccionar con los componentes de la muestra, no debe estar contenido en la
muesira y se adiciona en ion ¢ a la muestra.
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esteroides se pueden destruir con el calor, principalmente cuando el material ha sido tratado con
acido créomico. El estdndar interno debe ser indistinguible del analito durante el proceso de
extraccion, pero distinguible en la etapa de cuantificacion. El estandar interno ademas de asegurar el
recobro, cuando esta en grandes cantidades, previene o minimiza las pérdidas de los esteroides
cuando se encuentran en bajas concentraciones y se adsorben en el vidrio. Se puede usar como
estandar interno un andlogo del analito, por ejemplo, en la medicion de la testosterona por
cromatografia gas-liquido se puede emplear A’ testosterona o la 19-nortestosterona, debido a que
ninguno de estos esteroides se encuentran en la naturaleza y sus caracteristicas fisicoquimicas son
similares y pueden ser separadas por esta técnica. [28]

Se han desarrollado diversos métodos de extraccion para el pretratamiento de la muestra. Algunos
ejemplos son el empleo de cartuchos de extraccion en fase solida y microextraccion en fase sélida,
donde el material de empaque puede ser silica gel con fase quimicamente unida (C,, Cs, C;3, grupos
fenilo,etc.). Recientemente se han desarrollado sistemas donde se emplea materiales de acceso
restringido (MAR) (ver Extraccion en fase iélfda), adsorbentes de inmunoafinidad y polimeros de
impresion molecular (PIM) empacados en estos cartuchos, los cuales han agilizado el proceso de

analisis. Estos procesos pueden ir acoplados directamente al sistema de CLAE o CG. [25]

Extraccion en fase solida (EFS 6 SPE Sélid Phase Extraction) [32]. La extraccion en fase sélida
(EFS) data desde principios de los afios 70’s cuando se emplearon columnas empacadas con resinas
para extraer contaminantes organicos de muestras de agua. A finales de los afios 80’s y principios
de los 90°s se expandié el desarrollo de la EFS, y ahora existen varias compaiiias que venden
equipos, manuales y accesorios para EFS.

La EFS tiene la finalidad de extraer o adsorber solutos de una fase liquida a una fase sélida. La fase
sélida consiste de pequefias particulas porosas de silice a las que se les une por medios quimicos
una fase organica o polimeros organicos como el poliestireno. La extraccion puede llevarse acabo
revolviendo las particulas de fase sélida con la muestra liquida, pero es mas comun empacar las
particulas sélidas de silice como una fase estacionaria dentro de pequefios tubos que funcionan
como “minicolumnas”, y se hace pasar la muestra liquida a través del tubo.

La adsorcién en fase sélida no esta limitada a solutos en muestras liquidas, ya que se pueden hacer
pasar muestras gaseosas a través de la pequefia columna empacada para extraer vapores organicos u
otras sustancias presentes en la muestra.

Después de que los analitos han sido adsorbidos por las particulas sélidas, se pueden eluir
empleando un disolvente apropiado. Por ejemplo, la mayoria de los analitos organicos se pueden

eluir con cantidades muy pequefias de un disolvente orgénico como la acetona, el acetonitrilo o el
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metanol. También se pueden eluir por un calentamiento en una corriente suave de un gas acarreador
inerte.

Algunos de los conceptos de la extraccion liquido-liquido (L-L) se aplican a la EFS, donde el
objetivo es transferir los solutos deseados de una fase liquida a otra, y ambas fases son inmiscibles.
El proceso se lleva a cabo en embudos de separacion mediante agitacion vigorosa para formar una
emulsion temporal que consiste de pequeiias gotas esféricas del liquido extractivo suspendidas en la
fase acuosa. El area de contacto interfacial entre las dos fases debe ser grande para promover una
rapida transferencia de masas de los solutos deseados de una fase a otra. Después de esto, la
emulsion se rompe, las fases se separan y se forman dos fases inmiscibles. En general el proceso es
tedioso debido al tiempo que tarda en formarse la interfase entre las dos fases utilizadas.

En EFS en lugar de una emulsién liquida temporal, el material extractivo en la muestra acuosa es
una suspension de particulas s6lidas de 10-50 pm de didmetro, con un area superficial de 200-800
m?/g, por lo que habra una rapida transferencia de masa. Aunque el proceso se puede hacer
mezclando las particulas soélidas con la muestra liquida, es mas comun el empleo de
“minicolumnas” empacadas con las particulas sélidas (fase estacionaria). La muestra liquida pasa a
través de la “minicolumna”, se logra un rapido equilibrio, y los analitos tienden a ser adsorbidos al
comienzo de la columna, donde hay miltiples equilibrios debido a que los solutos se encuentran
continuamente con particulas frescas, esto no se logra cuando las particulas sélidas no se encuentran
empacadas en una minicolumna.

Después de adsorber los solutos en la fase estacionaria, se deben eluir para su determinacion final, y
esto dependera de los analitos y la fase estacionaria que se estén empleando. Los compuestos
orgéanicos pueden ser eluidos con pequefios volumenes de un disolvente organico.

Los multiples equilibrios que existen durante el proceso de EFS se pueden expresar en términos de

factores de capacidad también llamados factores de retencion (k) de los analitos en la muestra:
k = cantidad de analito en la fase sélida / cantidad de analito en la fase liquida

Cuando la fase liquida fluye a través de la columna empacada a una velocidad de flujo lineal de u
(cm/s), la velocidad de movimiento de la banda de un analito a través de la columna es w/(1 + k).
Por lo tanto, cuando k es grande, casi no hay movimiento de la banda del analito. Pero conforme &
disminuye, la velocidad del movimiento de la banda del analito se acerca a la velocidad de flujo del
disolvente.

El factor de capacidad de un analito depende de la composicién del disolvente o de la fase movil,

pues k se hara mas pequefio conforme se aumenta la proporcion del disolvente organico.
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En cromatografia de liquidos los solutos se separan basandose en sus diferentes velocidades de
migracion a través de la columna, ajustando la fase movil de tal forma que se logre una kentre 1 y
10. En EFS los factores de capacidad son muy altos.
En EFS todos los analitos son retenidos como una banda aguda sobre la fase sélida y son eluidos en
grupo, sin embargo en ocasiones es posible separar los analitos en dos 0 mas grupos mediante una
seleccion cuidadosa de la fase estacionaria y las condiciones de elusion. Por ejemplo, los
compuestos neutros y las bases organicas protonadas son retenidos sobre una resina porosa que
tiene unida una baja concentracién de grupos sulfonato. Los compuestos neutros son entonces
eluidos con un disolvente organico, pero las bases protonadas solo se pueden eluir con un disolvente
organico que contenga una base que remueva los protones del analito alcalino.
La extraccion en fase sélida tiene las siguientes ventajas:
a) El proceso es rapido y de facil manipulacién, por lo tanto, se puede automatizar facilmente.
b) Las cantidades de disolventes organicos que se requieren son muy pequefias, lo cual es
importante por cuestiones ambientales. La EPA (Environmental Protection Agency) esta
trabajando en sustituir la extraccion liquido-liquido por la EFS.
c) Solo se requiere una razonable diferencia en adsorcion para separar dos solutos.

d) Se pueden concentrar las muestras a volimenes menores.

La extraccion en fase solida se lleva a cabo en cuatro pasos:

Acondicionamiento. La fase estacionaria se hace compatible con la muestra liquida empleando

disolventes que permitan el contacto superficial entre las fases. Por ejemplo, una fase sélida con
ODS (octadecil silano o C,g) se puede acondicionar adicionando n-hexano. En su forma seca, las
cadenas de C,g estan enrolladas, y al adicionar n-hexano se desenrollan. Enseguida se adiciona
metanol para desplazar el n-hexano y llenar los poros, por tltimo se lava con un poco de agua y se
logra el acondicionamiento deseado. En una adsorcion de sustancias hidrofobicas en medio acuoso,
debe haber contacto entre la fase no polar de la fase estacionaria con la muestra acuosa que es polar.
Sin un pretratamiento, el liquido polar fluira a través de pequefios canales de la fase sélida sin hacer

contacto con la misma.

Adsorcion. Con ayuda de vacio ligero, la muestra liquida pasa a través de la columna empacada. La
velocidad de flujo dependera de las dimensiones de la columna y del tamaiio de particula de la fase
estacionaria. Un factor que influye en la velocidad de flujo y transferencia de masa es el tamaifio de
particula, por ejemplo, 10 mm de longitud de empaque de particulas son adecuadas en particulas de

10 pm de diametro para lograr una buena transferencia de masa, y una longitud de 50 mm es la
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adecuada para particulas de 50-100 pm de didmetro.

Lavado. Una cuidadosa seleccién del disolvente para el lavado permite remover materiales
coadsorbidos de la muestra. Por ejemplo, el agua deberia disolver iones inorganicos de la fase
estacionaria, pero podria no ser suficiente para remover otros componentes débilmente adsorbidos,
en tales casos, el agua con un 5 a 20 % de disolvente organico, podria ser un adecuado disolvente de
lavado. Pero el porcentaje de disolvente organico no debe ser muy alto, pues podria eluir

parcialmente los analitos de interés.

Elucién. En este paso los analitos son removidos de la fase estacionaria a una fase liquida adecuada
para el andlisis. Por lo regular se emplea un disolvente orgénico, aunque a veces es posible la
desorcién por un proceso térmico con la ayuda de una corriente de gas (principio empleado en
CGL).

Debido a que la columna se encuentra llena de agua después de la adsorcion, la desorciéon con un
disolvente organico producira un efluente que contiene tanto la fase organica como la fase acuosa,
por lo tanto, primero se remueve el agua tanto como sea posible para evitar que el eluato esté muy
diluido aplicando un ligero vacio por unos cuantos minutos ¢ haciendo pasar aire o nitrégeno a
través de la columna.

Después se adiciona lentamente el disolvente para extraer los analitos de la fase s6lida. Lo mas
importante de este proceso es seleccionar adecuadamente los disolventes y usar el minimo de
volumen.

El disolvente debe ser compatible con el método analitico. Cuando se emplea un método por CG, el
disolvente para eluir debe tener un bajo punto de ebullicion para que su banda de elucién no
interfiera con las de los analitos. El disolvente debe estar libre de impurezas que puedan interferir
en la determinacion, debe ser barato y no téxico. Los disolventes organicos mas empleados son
metanol, acetonitrilo, acetona, cloruro de metileno y acetato de etilo.

Para completar el proceso de analisis es necesario un paso mas, que es la introduccion de una
cantidad del eluato a un Cromatéografo de gases o de liquidos para la separacion y medicion de los

analitos individuales de la muestra.
La EFS se lleva a cabo en pequefios cartuchos donde se empaca la fase estacionaria y son muy

utiles en la limpieza y purificacion de la muestra cuando se va a realizar un analisis por CG o CL.

Existen muchos ejemplos donde se utilizan estos cartuchos en el analisis de esteroides.
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El analisis de esteroides en muestras complejas es dificil debido a la existencia de impurezas que
tienen polaridades similares a la de los esteroides que se quieren determinar, ademas de que se
encuentran en concentraciones mayores que los analitos de interés. Estas impurezas interfieren en
los analisis por CG-EM, por lo que son necesarios procedimientos de purificacién que no lleve
consigo pérdidas significantes de analito. Se han purificado esteroides extraidos de muestras de
sangre, higado y heces fecales empleando varios cartuchos “Sep-Pak” C18 para obtener mayores
porcentajes en los recobros. [33]

Otro tipo de fase estacionaria que se utilizo con éxito fue el carbon negro grafitizado empacado en
cartuchos Carbograph 4® para extraer esteroides de muestras de agua y lodo, durante el monitoreo
de estrogenos naturales y sintéticos en muestras de lodos activados de plantas de tratamiento de
aguas negras y de muestras de agua obtenidas del rio Tiber en Italia. [34]

Ademas de la EFS, existe la microextraccion en fase sélida (MEFS), la cual se ha utilizado para
aislar y concentrar hormonas esteroides de mfuestras ambientales acuosas. [35]

Para obtener mejores resultados, se han utilizado varios cartuchos con la misma o diferente fase
estacionaria (C18, NH2 o CN).

Debido a que el nimero de muestras a analizar en muchas ocasiones es grande, fue necesario
desarrollar métodos analiticos completamente automatizados para introducir un gran nimero de
muestras. Un ejemplo fue el desarrollo de EFS-CLAE con deteccion de arreglo de diodos 6 EM en
el andlisis de estrogenos y progestagenos en muestras ambientales de aguas residuales. [35]

Otro tipo de fase estacionaria mas selectiva que se ha empacado en cartuchos de EFS, en discos e
incluso en columnas cromatograficas ordinarias para CLAE se compone de polimeros de impresion
molecular (PIM), los cuales son monomeros de 4-vinilpiridina y dimetacrilato de etileno que se
polimerizan, toman la forma de la molécula de interés y la reconocen estructuralmente. Es asi como
se sintetizO PIM para determinar 17B-estradiol y neuroesteroides de muestras biolégicas que son
reconocidos estructuralmente de forma especifica por estos polimeros discriminando a moléculas
como la testosterona y la corticosterona. [35,36]

El uso de materiales de acceso restringido (MAR) empacados en cartuchos para EFS y columnas
cromatograficas, fue otra interesante alternativa de limpieza y preconcentracion de esteroides,
debido a que no fue necesario el pretratamiento de la muestra y permite la inyeccion directa a la
columna. Los MAR son adsorbentes bifuncionales que combinan los mecanismos de exclusion por
tamafo (diametro de poro pequeifio) y retencion en fase reversa (fase enlazada quimicamente). El
término “acceso restringido” expresa el acceso limitado de los analitos. Los esteroides al ser
analitos de bajo peso molecular penetran por los poros e interactiian con la fase quimicamente unida

que pueden ser hidrocarburos para fase reversa, moléculas de afinidad o mecanismos de formacion
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de pares de iones. Utilizando estos materiales de empaque en precolumnas de la marca Merck® se
han determinado esteroides de muestras de sedimentos, muestras biolégicas con altas
concentraciones de proteinas y alimentos mediante un sistema de doble columna “column
switching”. [35,36]

El uso de extraccion por inmunoafinidad acoplado a CL-EM se ha aplicado en el analisis de B-
estradiol y estrona en aguas de desecho. Este tipo de inmunosorbente remueve compuestos de la
matriz que producen ruido isobarico que de otro modo podria causar severa supresion de la
ionizacién de los estrégenos por la técnica de electroespray provocando bajos limites de deteccion.
[36]

Existen en la actualidad diferentes métodos analiticos para determinar esteroides:

» Métodos Inmunoquimicos.
¢ Empleo de anticuerpos monoclonales y policlonales
e Compuestos de marcaje radioactivo.
Técnica de Radioinmunoanalisis (RIA).
¢ Compuestos de marcaje no radioactivo.
Técnica de Analisis sobre inmunosorbente unido a enzimas (ELISA)

Técnica de Fluoroinmunoanalisis (FIA)

» Métodos Espectroscopicos.
e Espectroscopia de absorcion Ultravioleta (UV).
e Espectroscopia de absorcion Infrarroja (IR).
e Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN).

o Espectrometria de Masas (EM).
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» Métodos Cromatograficos.
¢ Cromatografia en papel.
¢ Cromatografia en columna.
e Cromatografia en capa fina (CCF o TLC).
e Cromatografia electroforética.
e Cromatografia gas-liquido (CGL).
¢ Cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE, CLAR o HPLC)
¢ Cromatografia de gases-Espectrometria de masas (CG-EM).

e Cromatografia de liquidos-Espectrometria de masas (CL-EM 6 CLAE-EM).

» Otros métodos.
e Polarografria.

e Inyeccion de flujo.
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II) METODOS INMUNOQUIMICOS.

Antes de 1970 existian pocos métodos apropiados para la determinacion de concentraciones
nanomolar (10 mol/L) y pico molar (10"? mol/L) de hormonas esteroidales en fluidos biolégicos.
A principios de los afios 70’s hubo varios reportes de valoraciones de enlace competitivo
empleando proteinas de enlace especifico incluyendo proteinas séricas de enlace especificos, asi
como receptores especificos. Sin embargo fue la introduccion del inmunoensayo que proporciono la
herramienta analitica adecuada.

Desde su introduccidén en los afios 50’s, el inmunoensayo se convirtié en la herramienta analitica
principal en diagnéstico clinico. La metodologia se basa principalmente en la especificidad quimica
de una reacciéon inmunolégica y la gran sensibilidad en la deteccion de antigenos y anticuerpos
marcados, los cuales permiten una cuantificacion rapida, exacta y precisa de analitos a
concentraciones muy bajas en muestras complejas.

Por definicién, un inmunoensayo es un procedimiento para determinar la concentracién de un
analito, usando las propiedades unicas de un anticuerpo.

El desarrollo del radioinmunoandlisis (RIA) ha sido el principal avance. Con algunas variaciones de
este método se han determinado haptenos y proteinas.

Ekins fue el primero en reportar una determinacién para tiroxinas empleando una proteina
plasmética como reactivo de enlace especifico, ademas de introducir el término de “reactivo
limitante” y “anélisis de saturacion” para indicar que la concentracion de proteina enlazante es
insuficiente para unirse a todo el analito (marcado o no marcado). El porcentaje de radioactividad
contenida en la fraccién enlazada al anticuerpo o proteina fue inversamente relacionada a la

concentracion del analito (sin marcar) en la muestra o el estandar. Estableciéndose que:
a) Elenlace de anticuerpo y antigeno obedece las leyes de la estequiometria.
b) Los anticuerpos tienen sitios de enlaces idénticos e independientes.
c) Los antigenos tienen sitios reactivos idénticos.
La reaccion de equilibrio se puede expresar en la siguiente forma:
k asoc

Ag+Ac ¥ AgAc
k dis
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donde:

k asoc= Constante de velocidad de reaccion de asociacion.
k dis = Constante de velocidad de reaccion de disociacion.
Ag= Antigeno sin unir.

Ac = Sitio de enlace del anticuerpo.

AgAc= Complejo antigeno- anticuerpo.

Un antigeno es una molécula que es capaz de estimular la produccion de anticuerpos en un sistema
bioldgico.

Un anticuerpo es una proteina sérica perteneciente a la familia de las inmunoglobulinas (Ig) de las
que hay cinco clases: IgG, 1gM, IgA, IgD, e IgE. La molécula est4 compuesta por un par de cadenas
pesadas (440-450 aminoacidos) y un par de cadenas ligeras (210-220 aminoacidos). Las regiones
variables de la inmunoglobulina comprenden aproximadamente 110 unidades de aminoécidos de
ambas cadenas que se combinan a través de interacciones no covalentes para producir sitios de
reconocimiento del antigeno. La superficie de una proteina antigénica est4 cubierta con sitios de
reconocimiento del anticuerpo espacialmente separados llamados epitopos. Han sido estimados
entre 5 y 10 aminoacidos en grupos que constituyen un epitopo.

Un antisuero policlonal es producido por la inmunizacién con un antigeno complejo y tendra una
gran variedad de inmunoglobulinas derivadas de muchas células B secretoras de anticuerpos en el
animal huésped.

Un antisuero monoclonal contiene una sola clase de anticuerpos.

Los esteroides y otros analitos de bajo peso molecular (<1000 kDa) no tienen el tamaiio suficiente
para provocar una respuesta antigénica que se pueda medir, sin embargo, cuando se unen a
moléculas acarreadoras como la albimina de suero bovino o la tiroglobulina bovina (que son las
que mas se utilizan), se vuelven inmunogénicas. Estas moléculas pequefias se denominan haptenos
y el antisuero policlonal que se obtiene por la inmunizacion de animales con complejos hapteno-
proteina contiene anticuerpos (inmunoglobulinas) que reconozcan al hapteno. La unién hapteno-
proteina acarreadora es generalmente un enlace peptidico entre un grupo carboxilo del hapteno y un
grupo amino libre de la proteina. Si el hapteno (en este caso un esteroide) no contiene grupos

carboxilo, es necesario formar derivados que lo contengan. [37]
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a) Empleo de anticuerpos monoclonales y policlonales.

Se han realizado estudios donde se emplean anticuerpos monoclonales, por ejemplo para determinar
receptores de o-estrogenos en la deteccion de tumores de mama en humanos. Se demostrd que la
presencia de receptores para a-estrégenos indica el desarrollo de cancer mamario, por lo tanto la
determinacién de estos receptores se ha empleado como un factor de prondstico en el manejo de
cancer de mama. El anticuerpo que se utilizé es un anti-receptor de estrogeno denominado EVG-F9,
que reconoce un epitopo localizado entre los aminodcidos 140-154 de los receptores de o-
estrogenos y no reaccionan con los receptores de P-estrogenos, ademas de que su limite de
deteccion se encuentra en el intervalo de femtomoles (10™"° mol/L). [38]

Por medio de inmunoensayos se han analizado los principales esteroides en fluidos biolégicos,
incluso algunos esteroides como los secosteroides y la vitamina D y sus metabolitos que no se
habian podido analizar por inmunoensayos debido a que no habia anticuerpos con suficiente
afinidad y especificidad.

Los anticuerpos policlonales se han utilizado para determinar seocalcitol, un homdlogo de la
hormona natural 25-dihidroxivitamina D3 que se ha empleado recientemente como un potente
anticancerigeno. El analogo mostrd ser de 50 a 200 veces mas potente que la hormona natural para
inhibir la proliferacién celular, aunque fue sélo un 50% efectivo como agente calcémico. La
evaluacion del seocalcitol estimuld el desarrollo de un inmunoensayo empleando anticuerpos
policlonales altamente especificos que pudieran eliminar el problema de reacciones cruzadas con
metabolitos naturales de la vitamina D3, especialmente la 25-hidroxivitamina D3 que es el principal

metabolito circulante en el organismo. [39]

Otro ejemplo del empleo de anticuerpos policlonales es la determinacion de cortisona y hormona
liberadora de corticotropina en tejidos cerebrales y de amigdalas. Los anticuerpos se fijaron en
electrodos de platino y se emplearon como inmunosensores en tubos de microdilisis, para después
determinar cuanto esteroide de las muestras biologicas se unié a los anticuerpos fijados en los

electrodos. [40]

b) Compuestos de marcaje radioactivo.

Radioisotopos emisores de particulas B y y. El tritio ha sido el mas empleado en inmunoensayos de
esteroides por ser el mas disponible en compuestos esteroidales. Actualmente se ha empleado el
isétopo 125 del yodo ('*°I ) que tiene ventajas sobre el tritio, por ejemplo, tiene actividad especifica
mas alta, es mas econémico, proporciona valoraciones mas robustas, sus emisiones y se pueden

contar sin el uso de liquido de centelleo o viales de conteo que son costosos y es mas facil controlar

23



el término de la reaccién. Ademds existen en el mercado conjuntos de reactivos con marcadores que
contienen yodo para la determinacién de esteroides.

b.1) Técnica de Radioinmunoanélisis (RIA). Los Radioinmunoanalisis son inmunoensayos que
emplean anticuerpos con marcaje radioactivo.

Durante el desarrollo del inmunoanélisis se ha tratado de emplear métodos menos laboriosos donde
la determinacion de esteroides sea directa, por ejemplo, la determinacién de aldosterona en plasma
se realizaba por métodos donde la muestra se sometia a un pretratamiento mediante extracciones
con diclorometano. Después se desarrollé un método directo donde la extraccion no fue necesaria,
obteniéndose un método con la misma sensibilidad y especificidad, ademas de que los costos y

productos de desecho disminuyeron. [41]

¢) Marcadores no radioactivos.

El principal impedimento con radioisétopos:es su tiempo de vida media y su lisis radioactiva que
reduce potencialmente la sensibilidad de la valoracién. Ademas de los potenciales riesgos a la salud
y los problemas de legislacién en cuanto al uso y disposicién de desechos radioactivos, disolventes
y fotofluorescentes necesarios para el liquido centelleante de conteo. Por lo que se han propuesto
métodos alternativos para la medicién de esteroides en fluidos biolégicos, como los que utilizan
enzimas, quimioluminéforos y fluoréforos.

Las enzimas han probado ser marcadores sensibles y versatiles en los inmunoensayos. La
sensibilidad se debe a la amplificacion de la sefial por incubacion prolongada y transformacion
catalitica. La versatilidad se debe a la variedad de sustratos y puntos de terminaciéon de la
valoracion.

Los factores que afectan a la seleccion de una enzima son: El nimero de transformaciones de la
enzima, la pureza de la preparacion de la enzima, la sensibilidad, la facilidad y la rapidez de
deteccion del producto, la ausencia de factores de interferencia en la muestra, la presencia de grupos
potencialmente reactivos por acoplamiento, la estabilidad de la enzima y su conjugado, la
disponibilidad y el costo. Las enzimas que mas se han empleado son la peroxidasa extraida de la
planta denominada “cola de caballo”, la fosfatasa alcalina obtenida de mucosa intestinal, la -O-
galactosidasa de Escherichia coli, la glucosa oxidasa de Aspergillus Niger, la ureasa penicilinasa de
Neisseria gonorrhoeae y la luciferaza.

Existen algunas dificultades en el uso de enzimas para inmunoensayos, por ejemplo, la sintesis de
antigeno marcado es dificil de controlar y la determinacién del punto final es mas compleja y

tardada que en un analisis por RIA.
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c¢.1) Técnica de Analisis sobre inmunosorbente unido a enzimas (ELISA). Los anélisis por ELISA
se llevan a cabo utilizando enzimas, y se han tratado de mejorar en sensibilidad y reproducibilidad,
por ejemplo, se han desarrollado estos métodos para determinar 2-hidroxiestrona y 16a-estrona,
metabolitos de esteroides que se encuentran en niveles muy bajos y donde la relacion (2/16a) se
demostrd que es inversamente proporcional al riesgo de cancer cervical y de mama. La importancia
de este método es que la determinacién de los metabolitos se puede llevar acabo en pacientes

posmenopausicas, pues en esta etapa los niveles de metabolitos de esteroides son mas bajos. [42]

Se han determinado esteroides mediante combinaciones de métodos, entre los cuales se encuentran
" los inmunoanalisis. Por ejemplo, para estudiar la supresién de la actividad de la androsterona
administrando preparados farmacéuticos que contienen anabdlicos, primero se cuantificaron los
androgenos por CLAE con deteccion UV y por inmunoensayo enzimatico. Posteriormente se
confirmo las identidades de los esteroides poi‘ CG-EM. [43]

Para determinar el efecto de la geometria y el estado de ionizacion del grupo carboximetil oxima
sobre la afinidad de testosterona a anticuerpos, se llevé a cabo la purificacion de los isémeros
geométricos de la testosterona 3-(O-carboximetiloxima) y sus derivados de histamina mediante la
técnica de CLAE en fase reversa. Después mediante un inmunoensayo enzimatico competitivo para

testosterona, se determinaron sus caracteristicas de enlace a anticuerpos. [44]

Los compuestos quimioluminiscentes también se han empleado en la técnica de ELISA. En la
quimioluminisencia la excitacion es realizada por una reaccion quimica, por lo regular una reaccion
de oxidacion irreversible. Esta reaccion puede ser mediada por enzimas en un sistema bioldgico
donde el proceso se llama bioluminiscencia. Si la reaccién quimica es iniciada por un aumento en la
temperatura de los reactantes, entonces el proceso se denomina termoquimioluminisencia. Si la
reaccion quimica es iniciada por una carga eléctrica aplicada a los reactantes, el proceso se
denomina electroquimioluminicencia.

Muchos compuestos organicos son quimioluminicentes después de la oxidacion por ejemplo las
hidrazidas ciclicas como el 6-amino-2,3-dihidroftalazina-1,4-diona comuinmente llamada
isoluminol, asi como sus derivados aminonaftil hidrazidas. También se emplean ésteres de acridinio
y acridanos, dioxetanos y ésteres activos de oxalato. Los derivados de isoluminol han sido
empleados para monitorear inmunoensayos en fase sélida que fueron desarrollados para determinar

esteroides en plasma y orina.

Se han desarrollado métodos por ELISA para determinar estriol-3-sulfato, donde la actividad
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enzimatica se mide empleando isoluminol, el cual es un compuesto quimioluminicente. Para esta
determinacion se utiliz6 un puente heterdlogo (dos haptenos) ya que un inmunoensayo enzimatico
con puente homélogo (un hapteno) es menos sensible que un RIA debido a que el anticuerpo
obtenido presenta afinidad por el esteroide que se quiere determinar y por el puente que esta unido a
la proteina acarreadora, y cuando usamos un sistema de puente heterélogo (2 haptenos) la
especificidad tiende a incrementar. El estriol-3-sulfato se ha encontrado a altas concentraciones en
tejido de tumor mamario en ratas de laboratorio. Estos métodos por ELISA que emplean

quimioluminicentes han tratado de sustituir a los métodos por RIA por las razones mencionadas

anteriormente. [45]

FLUOROFOROS. La fluorescencia y la fosforescencia son procesos de emisién basados en la
excitacion de atomos o moléculas por absorcién de un haz de radiacion electromagnética. La
especie excitada regresa después al estado basal, dando su exceso de energia en forma de fotones.
La fluorescencia es un fendmeno mucho més rapido que la fosforescencia, y por lo general se
extingue en fracciones de segundos después de la excitacion. La emision fosforescente puede durar
minutos e incluso horas después de la excitacion.

La fluorescencia es uno de los posibles mecanismos por los que una molécula regresa al estado
basal después de haber sido excitada por absorcién de radiacion. Asi, todas las moléculas
absorbentes podrian ser fluorescentes, pero no lo son porque su estructura permite caminos no
radiantes por los que puede tener lugar la relajacion de forma mas rapida que la emision

fluorescente.

¢.2) Técnica de fluoroinmunoandlisis (FIA). En base a compuestos fluorescentes se han
desarrollado los fluoroinmunoanalisis. La biotina es uno de los compuestos utiles en los FIA. Pero
cuando se tratdé de formar conjugados esteroide-biotina los reactivos que se emplearon
comercialmente no fueron lo suficientemente nucleofilicos para una acilacion del hapteno (en este
caso un esteroide) ademas, los conjugados fueron dificiles de aislar y caracterizar. La sintesis de
nuevos compuestos fluorados como el trifluoroacetato de biotinilaminopropilamonio, un nuevo
reactivo nucleofilico para biotinilacion, ha permitido el desarrollo de un FIA para determinar la
17a-hidroxiprogesterona en plasma, empleando la 17a-hidroxiprogesterona biotinilada como
compuesto trazador. Este método resulté ser mas sensible y econémico que un método por RIA.
[46]

Los autores del estudio anterior desarrollaron un FIA para determinar 4-androstano-3,17-diona en

plasma y suero, debido a que la mayoria de los inmunoanalisis que existian para este metabolito
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empleaban un trazador radioactivo. El nuevo método resulté ser mas econdmico y preciso ademas
de que se disminuyen los desechos radioactivos. El metabolito se determina con mucha frecuencia,
pues aunque no actila directamente con la fisiologia, es producido en las glandulas adrenales,
gonadas y tejido periférico, se sintetiza a partir de la dehidroepiandrosterona, de la 17-
hidroxiprogesterona, y 11-deoxicortisol; es por eso que se le busca en estados patologicos de tipo
endocrino. [47]

Otro ejemplo interesante de FIA es el que se realiz para determinar hormona luteinizante (HL) y
hormona foliculo estimulante (HFE) en hombres que se sometieron a un tratamiento hormonal de
anticoncepcion. El propésito fue comprender la importancia de suprimir la hormona gonadotropina
para lograr una supresion 6ptima de conteo de espermatozoides, y se encontrd que el tratamiento si
disminuye los niveles de las hormonas en estudio. [48]

Se ha desarrollado un método denominado inmunoensayo enzimatico por electroforesis capilar, con
deteccion electroquimica para la determinacién de cortisol. Este método ofreci6 varias ventajas
sobre otros inmunoensayos convencionales. La deteccion electroquimica permitié obtener limites
de deteccion en niveles de atomotes (10™'* mol/L). El método mostr6 tener mayor selectividad y la
utilizacién de pocas cantidades de reactivos. Al incluir separaciones por electroforesis capilar se
omitieron varios pasos de lavado. Se pudo reducir el tiempo de incubacién. Por ultimo, se
determinaron varios componentes a la vez en una sola columna capilar. [49]

Otro interesante método en la determinacion de esteroides es el que involucra la técnica de
inyeccion de flujo y el inmunoensayo que sera discutido en la parte que corresponde a OTROS
METODOS.
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II) METODOS ESPECTROSCOPICOS.

a) Espectroscopia de absorcion ultravioleta (UV). La espectroscopia de absorcion ultravioleta es
desde los afios 40’s, una herramienta de rutina que ha permitido la facil caracterizacion y
cuantificacion de esteroides con sistemas insaturados conjugados principalmente los esteroides del
tipo “4-en-3-ona” y los trienos de la vitamina D. Los métodos UV siguen siendo uno de los mas
utiles para el analisis de muestras que contienen este tipo de esteroides. Se han desarrollado otros
métodos basandose en la absorcion ultravioleta, tales como las mediciones por fluorescencia y
dicroismo circular °. Con respecto al dicroismo circular se ha reportado un estudio donde se
determina el dicroismo circular de isémeros de oximas de progestagenos (levonorgestrel, acetato de
levonorgestrel y noretisterona), androgenos (metiltestosterona, fenil propionato de testosterona) y
anabolicos (fenil propionato de nortestosterona) después de haber reaccionado con hidroxilamina.
El monitoreo de la reaccion se llevé a cabo por CLAE-FN. [50]

El dicroismo circular se ha empleado para caracterizar esteroides sintetizados mediante reacciones
microbianas (reacciones de hidrogenacion pbr parte de Clostridium paraputrificum, Rhodotorula

glutinis, Mycobacerium smegmatis y reacciones de aromatizacion por parte de Nocardia sp). [51]

b) Espectroscopia de absorcion infrarroja (IR). La espectroscopia de absorcidn infrarroja,
también ha traido grandes beneficios desde los afios 50’s por revelar los grupos funcionales en una
molécula esteroide y por la comparacion del espectro de una muestra con el espectro de una
sustancia de referencia, ayudando asi a la identificacion de esteroides individuales. A pesar de que
no se necesitan procedimientos para formar derivados, la espectroscopia de IR sélo identifica
grupos funcionales y poca informacién se podria obtener acerca de la estructura de un nuevo
esteroide.

Existen métodos por CLAE en donde la espectroscopia de IR es el medio de deteccién, un ejemplo
es un analisis reportado para determinar colesterol en grasas animales y aceites de pescado por
CLAE-FR donde el sistema de deteccion fue la espectroscopia de infrarrojo con transformada de
Fourier (IRTF). [52]

Se ha desarrollado un método denominado espectroscopia de reflectancia en el infrarrojo cercano
(ERIRC) que ha mostrado ser una herramienta analitica rapida y adecuada en el aseguramiento y
control de la calidad en la industria farmacéutica. Este método se aplicd en la cuantificacion de

succinato de hidrocortisona sddica en materias primas y productos terminados. [53]

iz v i e B
El dicroismo circular es un método analitico que aprovecha la caracteristica de un analito de mostrar diferentes colores en diferentes direcciones de la luz
transmitida.
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c) Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN). Se ha empleado para fines de
identificacion y elucidacion estructural reconociendo ciertas caracteristicas estructurales
relacionadas con sus atomos de hidrégeno. Se han empleado métodos donde la RMN de protones
(RMN-'H) es una herramienta muy util como medio de deteccion en CLAE. Estos métodos tienen
como finalidad monitorear compuestos con estructura muy similar, por ejemplo, estereoisémeros de
los metabolitos de los esteroides. [50]

La RMN-'H y RMN-"C (relacionado a los atomos de C') se han utilizado en la elucidacién
estructural durante la sintesis de los derivados de la 5a-hidroxitestosterona y la testosterona. [54]
También se han sintetizado derivados del colesterol cuya estructura quimica se ha tenido que
elucidar mediante RMN-'H y RMN-"C, después de haber sido separados por CLAE empleando

columnas semipreparativas de i6n plata. Los iones Ag" forman complejos con los dobles enlaces de

los esteroides. [55]

Dentro de los sistemas de deteccion empleados en CLAE, se estan desarrollando sistemas que
emplean Resonancia magnética nuclear de protones (RMN-'H) para la deteccién de ciertos analitos
ya sea de manera individual o en conjunto con otros sistemas de deteccion como son espectrometria
de masas (EM), detectores de Ultravioleta (UV) y detectores de Infrarrojo (IR). [53]

Un método para la determinacion de oligosacaridos, implica el analisis por CLAE empleando como
sistemas de deteccién la RMN-'H y la Espectrometria de masas (EM), ademas de un novedoso
método de extraccion por dispersién en una matriz de fase sélida, que combina la homogenizacion
de la muestra y extraccion de los analitos deseados en un solo paso partiendo de la materia prima

intacta. [56]

d) Espectrometria de masas (EM). La Espectrometria de masas es una técnica que mide las masas
relativas de moléculas al convertirlas en iones.

La deteccion por Espectrometria de masas acoplado a técnicas de separaciéon como CLAE y CG, ha
sido hasta el momento de las mas empleadas en la determinacion de trazas de esteroides en
diferentes matrices biologicas (plasma, orina, suero) y productos farmacéuticos.

La EM con ionizacion por electroespray se ha empleado como medio de deteccion en la técnica de
electroforesis capilar junto con deteccion con arreglo de diodos, para la identificaciéon de
glicoalcaloides esteroidales los cuales son empleados como materias primas en la sintesis de drogas

esteroidales de interés farmacéutico. Estos compuestos fueron extraidos de plantas del género

Solanum (Solanaceae). [57]
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IV) METODOS CROMATOGRAFICOS.

Los primeros datos cromatograficos empezaron con los experimentos de Michael Tswett y David
Talbot Day en los inicios de 1900. Estos experimentos jugaron un papel muy importante en el
progreso del campo de los esteroides, y permitié que la Cromatografia fuera una de las herramientas
més importantes para los quimicos e investigadores analiticos involucrados en el aislamiento,
identificacion y cuantificacion de estas moléculas.

La Cromatografia de adsorcion en columna fue el primer método cromatografico disponible para
los investigadores de esteroides, hasta que Martin y Synge introdujeron en 1941 la Cromatografia
de particion y la Cromatografia en papel. Asi comenzd el desarrollo de los sistemas de columnas de
particién y la Cromatografia en papel de estos compuestos.

Una publicacién en 1952 por James y Martin, acerca de una técnica de particion gas-liquido y de un
aparato relativamente simple, dio inicio a que la Cromatografia de gases se convirtiera en una
disciplina practica. '

La Cromatografia en capa fina, concebida por Ismailov y Shraiber en 1938, no fue una técnica de
uso general, sino hasta los afios 50’s cuando se dio a conocer principalmente por los trabajos de
Stahl. Este método de separacion encontré amplio uso en la investigacion de esteroides, mas que la
Cromatografia de gases.

Otra técnica util fue la Cromatografia de filtracion en gel, debido a que Porta y Flodin introdujeron
los dextranos cruzados como lecho molecular.

La Cromatografia de intercambio iénico comenzo6 con la sintesis de resinas de intercambio idénico
en 1935 por Adams y Holmes. Este tipo de Cromatografia y la Electrocromatografia han encontrado
poco uso en el campo de los esteroides debido a que la mayoria de estos compuestos no son

ionizados [28].

A continuacién se mencionan las técnicas cromatograficas mas empleadas en el anilisis de

esteroides.

a) Cromatografia en papel. Los sistemas de Cromatografia en papel, tanto en fase normal como en
fase reversa, son rara vez usados en la actualidad. Estas separaciones han sido utilizadas para la
purificacion de esteroides radiomarcados antes de ser empleados en alguna determinacién. También
pueden utilizarse para la purificacion de un esteroide antes de su cuantificacion. La testosterona es
uno de los esteroides que ha sido purificado por cromatografia en papel antes de su cuantificacion

por un inmunoensayo. Los que llevaron a cabo ese estudio recomendaron usar la cromatografia en
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papel para la separacion de metabolitos de la vitamina D. Este método consume demasiado tiempo
y ademas tiene interferencias de sustancias no especificas que son eluidas junto con el compuesto
de interés, produciendo resultados confusos. A pesar de que se puede hacer un cuidadoso lavado

previo del papel, este método cromatografico es poco recomendable en la separacion de esteroides.

b) Cromatografia en columna.

Esta técnica, como su nombre lo dice, relaciona la separacion de esteroides sobre un material
empacado dentro de una columna ( usualmente de vidrio, pero algunas veces de plastico inerte) la
cual puede ser de cualquier diametro y /o longitud. La base de la separaciéﬁ puede ser
Cromatografia de particion, donde los esteroides de interés son separados por sus solubilidades
relativas en una fase moévil (por lo regular un disolvente organico) y una fase estacionaria (por lo
regular un disolvente hidrofilico). Esta es la cominmente llamada Cromatografia en fase normal.
Los disolventes pueden ser invertidos y la fase hidrofilica puede ser usada como fase movil, en este
caso el sistema se convierte en Cromatograﬁh de fase reversa. En esta técnica la fase estacionaria es
mezclada con un soporte inerte, la cual es usualmente celita que es una tierra de diatomea’, la cual
ha sido lavada y tamizada, y la mezcla ha sido cuidadosamente empacada dentro de la columna y se
permitira el paso de la fase mdvil por gravedad. Las proporciones de los disolventes que componen
la fase mévil pueden permanecer constantes (elucién isocratica) o puede variar (gradiente de
elucion). Un método alternativo es empacar la columna con un material adsorbente y los esteroides
pueden ser separados por adsorcion selectiva a este material, siendo eluidos de la columna con
disolventes de polaridad creciente. Los adsorbentes empleados son Florisil (silicato de magnesio),

éxido de aluminio y silice.

Cromatografia de exclusion: Una forma de Cromatografia en columna que todavia se emplea es la
Cromatografia por exclusién de tamafio o filtracion en gel, que utiliza como fase estacionaria
Sephadex (dextranos cruzados), y ha encontrado considerable aplicacion en la separacion de
conjugados de esteroides (sulfatos y glucurénidos). El Sephadex fue originalmente disefiado para
usarse con compuestos hidrofilicos en disolventes acuosos polares, pero actualmente estan
disponibles como Sephadex modificados, como el LH-20 y el Lipidex para filtracion en gel de
compuestos hidrofébicos, como los esteroides. EI Sephadex LH-20 se ha empleado en un sistema
cromatografico multicolumna para la separacion de pregnenolona y 17-hidroxipregnenolona

después de ser extraidos con cloruro de metileno de muestras de plasma. Este método incluye un

Tierra de diatomea. Depésito sedimentario siliceo blando, fino, poroso, amarillo, gris claro o blanco compuesto principalmente de los
esqueletos microscopicos de las diatomeas, que son algas microscopicas unicelulares con exoesqueleto de silicio simétrico.
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radioinmunoanalisis para la cuantificacion de los esteroides, y tiene la ventaja de que no hay
reacciones cruzadas. La pregnenolona y la 17-hidroxipregnenolona se han estudiado ampliamente
para determinar deficiencias enzimaticas en pacientes pediatricos y adolescentes con crecimiento

acelerado, y en mujeres adultas con ovarios policisticos, acné o amenorrea [58].

La cromatografia con Sephadex LH20 se ha empleado en sistemas en /inea con radioinmunoanalisis
(RIA), para determinar la relacion cortisol/cortisona y su relacion con la hipertension en pacientes
con la enfermedad de Cushing y en la purificacién de metabolitos de estrona y estradiol en fluidos
de quiste de mama. [59].

También para la determinacién de 18-hidroxi-11-desoxicorticosterona y 18-hidroxicorticosterona
para diagnosticar la deficiencia de aldosterona sintaza, una enzima involucrada en la sintesis de
aldosterona, que es el principal mineralocorticoide de las glandulas adrenales humanas y que es

sintetizada a partir de la 11-desoxicortisona. [60]

El Lipidex 5000 también se ha utilizado como un medio para purificar esteroides trimetilsilil éteres
formados por incubacién con trimetilsililimidazol, el reactivo en exceso se retiene en el Lipidex
mientras que el derivado es eluido con hexano. El Sephadex puede también ser modificado para
producir Sephadex sustituido con dietilaminoetil que actiia como una columna de intercambio
iénico, pero que conserva la propiedad de exclusidn por tamaiio. Los esteroides urinarios se pueden
fraccionar en esteroides libres, glucurénidos y sulfatados después de una extraccion con cartuchos
de EFS Csusando columnas de DEAE-Sephadex A25 sustituyendo a la extraccion liquido-liquido.
El Lipidex 5000 se ha utilizado para aislar metabolitos de la dehidroepiandrosterona (7-a-
hidroxidehidroepiandrosterona) en tejido adiposo de mama. Posteriormente se identificé mediante

las técnicas de CLAE y CG-EM. [61]

Cromatografia de afinidad. Este tipo de cromatografia en columna se ha empleado para determinar
receptores de esteroides, donde los esteroides son fijados en la columna para cromatografia de
afinidad, tal es el caso de la unién de conjugados de progesterona y 17B-estradiol para determinar
los receptores de estos esteroides en extractos de tejido cerebral de ratén [62].

A partir de extractos de Saccharomyces cerevisiae se ha purificado el receptor a de estrogenos, el
cual fue clonado en esta levadura. La purificacion se llevé a cabo usando Cromatografia de afinidad
con heparina y Cromatografia de afinidad con hemisuccinato de 17B-estradiol inmovilizado. La

cromatografia de afinidad a la heparina fue (til para separar las proteinas del extracto. [63]
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Cromatografia de ién plata (Ag"). Se ha empleado para separar compuestos que contienen dobles
enlaces, por ejemplo los esteroides. Este tipo de Cromatografia se basa en la capacidad de los
compuestos de plata para formar complejos polares reversibles con los dobles enlaces, llevando
acabo la separacion segin el nimero de dobles enlaces y de la configuraciéon (cis 6 trans). Esta
técnica se ha adaptado a la Cromatografia en capa fina CCF, Cromatografia liquida de alta
eficiencia CLAE, Extraccion en fase sélida EFS y Cromatografia en columna de baja presién. Sin
embargo en este 1iltimo caso existia la dificultad de obtener un empaque homogéneo, por lo que se
han obtenido métodos para la preparacion de un empaque adecuado. Un método consiste en
homogenizar la silica gel activada en un pequefio volumen de disolucioén acuosa de nitrato de plata.
Se vierte a la columna una disolucién de hexano con 2% de etanol absoluto hasta una altura de 5 cm
aproximadamente y se deja escurrir por las paredes de la columna la silica gel previamente
preparada con nitrato de plata con la ayuda de porciones de liquido de elucién. Se adiciona en la
columna, la cantidad equivalente a 0.5 cm dé altura de sulfato de sodio anhidro. Por dltimo se deja
fluir el exceso de eluyente y se cubre la columna con papel aluminio para proteger el empaque de la

luz. Este método se empleo para separar esteroides en aceite de oliva. [50,64]

¢) Cromatografia en capa fina.

Si en lugar de empacar una columna con el material adsorbente, se cubre una placa con este
material y la colocamos dentro de un recipiente abierto, el cual contiene la mezcla de disolventes
como fase mévil, se lleva acabo el proceso de Cromatografia en capa fina CCF ( Thin layer
chromatography TLC). Las placas pueden ser compradas o preparadas en el laboratorio. La CCF de
esteroides es todavia ampliamente utilizada y el material adsorbente es por lo regular gel de silice,
aunque el 6xido de aluminio se ha empleado para separar andrégenos C-19.

La Cromatografia en capa fina tiene la ventaja de que se puede procesar un nimero grande de
muestras en una sola elucién cromatografica. La dificultad de este método es la necesidad de
identificar las bandas o areas sobre las placas que correspondan al esteroide de interés. Los
esteroides que absorben en el UV, se pueden visualizar con luz UV, ya que el material adsorbente
contiene un compuesto fluorescente (GF 254) que aumenta la absorbancia de los esteroides en el
espectro UV. Con estas placas cromatograficas de gel de silice GF 254 se ha llevado a cabo la
determinacién de cortisol en pastas emulsificables y lociones. La mezcla de disolventes que sirvio
como fase movil fue 1,2-dicloroetano: etanol (5:1 v/v) [65].

Los esteroides que no absorben en la regién de luz UV, se pueden visualizar rociandolos con una
disolucién reveladora y después aplicando calor. Una ventaja adicional de la CCF, es que los

esteroides radioactivos pueden ser identificados con pelicula de rayos-X.
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El empleo de la CCF puede en algunos casos sustituir al método por CLAE para ahorrar tiempo y
dinero, por ejemplo, se han separado esteroides C-19 provenientes del metabolismo de la
dehidroepiandrosterona y androstendiona en tejidos de mamiferos, donde las placas fueron
acondicionadas con una solucién de nitrato de plata, y la fase mévil fue tolueno/acetona/cloroformo
(8:2:5 v/v). El método se podria aplicar a la separacion de esteroides en muestras de plasma, orina,
fluido amniético y cultivos celulares. [66]

Estudios recientes han mostrado la influencia de la temperatura sobre la retencion y separacion del
colesterol y acidos biliares donde se ha utilizado la CCF en fase reversa. La fase mdvil utilizada fue
una mezcla de metanol/agua en diferentes proporciones, las eluciones se llévaron a cabo en una
camara de elucion en ambiente de vapor a diferentes temperaturas (5°C a 60°C). [67]

Para facilitar este tipo de estudios, se ha desarrollado una camara de eluciéon donde se puede
controlar la temperatura (desde -20°C hasta 60°C) en separaciones por CCF y Cromatografia en
capa fina de alta eficiencia (CCFAE), de la cual se ha probado su efectividad analizando estrégenos

naturales. [68]

Se determinaron ecdisteroides ® en plantas por un proceso de CCF de dos dimensiones, donde
primero se realizd una elucién vertical con un sistema de disolventes y después una elucion
horizontal sobre la misma placa con un sistema diferente de disolventes. Dependiendo de la
polaridad de los analitos se puede utilizar fase normal (FN) o fase reversa (FR), por ejemplo, para
ecdisteroides neutros se utilizaron cromatoplacas de gel de silice en fase normal y para ecdisteroides
polares se utilizaron cromatoplacas de octadecilsilano. En la primera elucion la fase mévil estaba
libre de agua y en la segunda elucion se usaron pequeiias cantidades de agua en la fase movil. [69]
La CCF se ha empleado junto con otras técnicas analiticas, por ejemplo CLAE en la separacién y
purificacion de B-anémeros de glucurdnidos de acidos biliares. La identificacion estructural de estos
compuestos se llevo a cabo mediante la técnica de RMN-'H. [70]

Los isoflavonoides son otro tipo de esteroides aislados de la soya y semilla de soya por CCF, que
ejercen un efecto protector contra agentes carcindgenos (inhiben el crecimiento y proliferacion de
varias lineas celulares derivadas de varios carcinomas de prostata, mamas, colon y células
sanguineas). Estudios realizados por CCF, CLAE y RIA revelaron que la cerveza contiene
significantes cantidades de isoflavonoides. [71]

Diversos estudios de interacciones entre esteroides y polimeros de B-ciclodextrinas solubles en agua

se han realizado empleando la CCF-fase reversa por ser un método rapido y sencillo. De esta

Ecdisteroides. Hormonas esteroidales secretadas por la glandula protoracica de los insectos. Actia sobre la epidermis, regulando el
proceso de muda de los insectos.
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manera se logra obtener informacién acerca del mecanismo de formacién de los complejos de
inclusién entre las ciclodextrinas y los analitos. Se ha demostrado que los complejos de inclusién
esteroides-ciclodextrinas mejoran el desempefio de las formulaciones intravenosas, prolongan la
absorcioén pulmonar, incrementan la estabilidad de la molécula huésped, aumentan la concentracion
de droga en la sangre y mejoran la biodisponibilidad del farmaco [72].

Por medio de CCF se pueden identificar subproductos provenientes del metabolismo de esteroides
en ciertos tejidos, por ejemplo, en tejido de endometrio humano se ha evaluado el metabolismo de
la progesterona y el efecto de la interleucina IB sobre el metabolismo de estrogenos. [73,74]

Por medio de CCF en combinacién con otros métodos se pueden identificar esteroides, por ejemplo,
se han identificado 7a-hidroxi-DHEA (dehidrohepiandrosterona) y 7B-hidroxi-DHEA en extractos
de higado de ratén, empleando CCF y CG-EM [75].

La disponibilidad de microparticulas de silice ha introducido la cromatografia en capa fina de alta
eficiencia CCFAE (High Performance Thin Layer Chromatography HPTLC) lo cual incrementa su
poder de resoluciéon. Se han separado metabolitos hidroxilados de progesterona del hongo
Aspergillus fumigatus usando Kieselgel 60 F254 Merck®, eluyendo con acetato de etilo/eter de
petroleo (65:35 v/v). También se separaron estrogenos del catecol, eluyendo con
benceno/heptano/acetato de etilo (5:2:3 v/v) o cloroformo/ acetato de etilo (3:1 v/v). La técnica de
CCFAE se ha empleado en combinacién con otros métodos como son CLAE y CG en pruebas
“antidoping” para la busqueda de drogas en orina de caballos de carreras. El procedimiento
consistid en una extraccion alcalina y posterior analisis por CCFAE y (CG). Después se realizo una

extraccion 4cida seguida de un analisis por CCFAE y CLAE. [4]

d) Cromatografia electroforética.

Existen técnicas de separacion que se derivan de la electroforesis capilar (EC), que se han aplicado
al analisis de esteroides y que representan interesantes alternativas a las técnicas cromatograficas,
pues ofrecen rapidez y bajos costos de anélisis al disminuir el consumo de disolventes, la cantidad
de muestra y los tiempos de analisis.

Las separaciones en EC se basan en la generacion de un flujo electroosmético ° (FE) a lo largo de
un capilar de silice fundida, utilizando disoluciones amortiguadoras, que por lo regular son
disoluciones de boratos, en el cual se encuentra disuelto un electrolito de fondo que genera

moléculas con carga positiva sobre la superficie de silice fundida, y que dan origen al FE cuando

Fenodmeno producido por el flujo neto de cationes hacia el catodo. Este flujo arrastra a moléculas con carga positiva, moléculas neutras v moléculas con
carga negativa hacia el citodo donde se encuentra el detector. Se puede invertir la direccion del FE cuando la superficie del capilar de silice se vuelve
positiva por la adicion de surfactantes cationicos.
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son dirigidas hacia el catodo por la aplicacion de un campo eléctrico. Dos parametros importantes
que se toman en cuenta para la separacién son el tamafio de la molécula y el nimero de cargas
positivas y negativas. En electroforesis capilar el orden de elucion es: primero los cationes, después
compuestos neutros y por ultimo los aniones, siempre y cuando el FE se dirija hacia el catodo, pues
si el FE se dirige hacia el anodo el orden de elusion se invierte.

Un aspecto importante en EC es que no se pueden detectar compuestos neutros de manera
individual, sino que son arrastrados en conjunto por el FE a lo largo del capilar hacia el detector que
se encuentra del lado del catodo. Debido a que la mayoria de las drogas son bases, se emplean
disoluciones amortiguadoras de pH 4cido para que las moléculas se ionicen y queden con carga
positiva. Para las moléculas acidas se emplean disoluciones amortiguadoras alcalinas acuosas, que
generan moléculas cargadas negativamente, las cuales son forzadas por el flujo electroosmético a
migrar al detector a pesar de que tratan de migrar en la direccién opuesta hacia el anodo.

En la electroforesis capilar no acuosa se utilizan disolventes orgénicos, mejorando asi la solubilidad
de compuestos hidrofébicos como los estéroides, y en algunos casos reducen la velocidad de
degradacion de compuestos quimicamente inestables.

Las técnicas que se derivan de la EC son la Cromatografia capilar electrocinética micelar
(CCECM), la Electrocromatografia capilar (ECC) y la Cromatografia electrocinética de

microemulsion (CECME), las cuales han mostrado tener una gran capacidad de separacion. [76]

La cromatografia capilar electrocinética micelar (CCECM) se desarrolld por la necesidad de
analizar compuestos neutros de manera individual y compuestos con una relaciéon tamaiio-carga
muy similar, cosa que no se puede hacer con la electroforesis capilar. La CCECM se basa en la
diferencia de particién de los analitos entre una fase de micelas y una fase acuosa. Se lleva a cabo
empleando disoluciones amortiguadoras de pH alcalinos adicionados de dodecil sulfato de sodio
(SDS) en concentracion mayor a su concentracion micelar critica, formando asi micelas cargadas
negativamente. En este método el FE se dirige hacia el catodo y las micelas hacia el anodo, pero el
FE es de tal magnitud que el movimiento neto es hacia el catodo. En ausencia de las micelas todas
las moléculas neutras llegarian al detector al mismo tiempo. Las micelas tardan mas tiempo en
llegar al detector porque tienden a migrar hacia el anodo. Si una molécula neutra alcanza el
equilibrio entre la disolucioén de fondo y el interior de las micelas, su tiempo de migracion estara
entre el tiempo que se tarda la molécula en llegar al detector en ausencia de micelas y el tiempo que
tarda en llegar la micela al detector. Por lo tanto, entre méas tiempo pasa la molécula dentro de la
micela mayor sera su tiempo de migracion. A las micelas dentro del capilar se les denomina fases

pseudoestacionarias, y por eso, este método se considera un método cromatografico. [77,78]
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Una desventaja de este método es que la alta concentracién de surfactantes hace incompatible la
deteccién con espectrometria de masas. La particién de los solutos neutros depende de la
hidrofobicidad de los analitos a determinar. Las micelas con cargas negativas intentan migrar en
contra del flujo electroosmético, por lo tanto los compuestos hidrofébicos son retenidos en la
micela y posteriormente son detectados. Los solutos ionizados también migran electroforéticamente
debido a su carga, por lo que en el CCECM se pueden determinar mezclas de solutos neutros y
cargados. Cuando los componentes altamente hidrofébicos son muy retenidos por la micela, la
resolucién es baja. Este problema se soluciona empleando disolventes orgénicos (como metanol)
adicionados en la disolucién amortiguadora. Pero éxiste el problema de evaporacién del disolvente
organico, por lo que también se han empleado ciclodextrinas adicionadas a la disolucién
amortiguadora en lugar de disolventes orgénicos. [76] .
La CCECM ha sido util en el analisis de drogas ilicitas, entre las que se encuentran los esteroides
anabdlicos y sus correspondientes ésteres. [78]

Una desventaja que tenia la CCECM era que; debido a las pequefias dimensiones del capilar y poca
capacidad de volumen de la muestra, tenia baja sensibilidad por concentracion al ser detectados los
analitos por detectores de UV. Para vencer este problema se han desarrollado dos técnicas para
concentrar la muestra mediante sistemas conectados en linea. Estas técnicas son la acumulacion o
apilamiento de la muestra 'y el efecto de ampliacion.

En acumulacion o apilamiento de la muestra la disolucién de la muestra tiene una fuerza iénica
menor, su conductividad es menor y su resistencia es mayor que la del electrolito de fondo. El
campo eléctrico a través de la muestra inyectada en el capilar es mucho mayor que el campo
eléctrico en el electrolito de fondo, por lo tanto, los iones migran muy rapido dentro de la zona de
muestra porque el campo eléctrico es muy grande. Cuando los iones llegan al limite de la zona su
velocidad de migracion disminuye porque el campo eléctrico es menor fuera de la zona de muestra.
Este proceso de apilamiento continiia hasta que la mayoria de las moléculas neutras y cargadas se
agrupan en bandas dentro de la zona de la muestra. Con un fuerte flujo electroosmético se logré
incrementar la concentracion al menos 10 veces, pero cuando se suprimié el flujo electroosmético
la concentracion se incrementd hasta 100 veces. [77]

La técnica de efecto de ampliacion se define como el enriquecimiento y acumulacién de analitos en
la micela que penetra en la zona de muestra. La muestra se prepara en una matriz con conductividad
similar a la de la disolucion de fondo, pero sin micelas, y es introducida en el capilar. Si se
combinan las dos técnicas y se suprime el flujo electroosmético se obtienen mejores resultados. El

FE se suprime con SDS, pero sélo se pueden concentrar analitos neutros y catiénicos. El empleo de

surfactantes cationicos (como el bromuro de cetiltrimetilamonio) permite concentrar analitos
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anidnicos. [77]

En un estudio realizado para la determinacion de los esteroides cortisona, hidrocortisona y
testosterona, para suprimir el FE se emple6 un capilar con las paredes recubiertas de poliacrilamida
en presencia de surfactantes catiénicos. Se evaluaron las dos técnicas de concentracion de la
muestra y se logré un aumento de 60 veces en la respuesta por la técnica de acumulacién de la
muestra y un aumento de 600 veces en la técnica por efecto de ampliacion. [77]

En otro estudio llevado a cabo por CCECM, se empled la técnica de efecto de ampliacién y una
mezcla de surfactantes, uno aniénico que fue el dodecil sulfato de sodio (SDS) y un zwiterién '°, lo
que genera una micela mas grande que las formadas individualmente por cada uno de los
surfactantes y con una carga negativa superficial menor, por lo que la particién de los esteroides
hidrofébicos aumenté considerablemente. La respuesta de los esteroides aumentd hasta 370 veces.
[79) |

La electrocromatografia capilar (ECC) es particularmente itil en la separacion de esteroides
neutros. Los analitos cargados son dificiles de analizar por este método. Las separaciones resultan
de los efectos combinados de electroforesis y cromatografia de particion dentro de un capilar de
silice fundida, que se empaca con fase estacionaria del mismo modo que en CLAE, normalmente se
emplea silice-C;g de 1.5 a 3 pm. La fase mdvil pasa a través de la columna por electro6smosis en
lugar de aplicar presion como en CLAE.

Cuando se analizan acidos estos tienden a migrar en contra del flujo electroosmético reducido y
pueden no ser detectados. Este problema se soluciona trabajando a un pH &cido para que los
analitos estén neutros.

Se han empleado dos métodos para detectar esteroides neutros y esteroides polares en orina de
mujeres embarazadas. Uno es ECC con deteccion por Espectrometria de masas (EM) y otro es
ECC con deteccién de fluorescencia inducida por laser (FIL). En ambos casos se emplea una
columna capilar monolitica macroporosa 1 de caracter hidrofébica, la cual se fabrica con una
tecnologia de gel de poliacrilico. Esta columna tiene ventajas en cuanto a que no permite que se
adhieran impurezas en las paredes de la columna y no hay formacion de burbujas. Es por eso que se
puede emplear la deteccion por EM. [80]

En el método de ECC-FIL se lleva a cabo una reaccion precolumna para formar derivados fluorados

mediante FIL para cetoesteroides dansilados con dansilhidracina. Los limites de deteccion de los

10 o % ; T . . .,
Un Zwiterion es una molécula que tiene en un extremo una carga positiva y en ofro extremo una carga negativa, es decir, actia como cation o como
anion.

| 1 —_— 5 . = . .
Significa que la columna esta construida de una sola pieza y que posee poros relativamente grandes en su interior.
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cetoesteroides por ECC-FIL estuvieron en los niveles de atomoles, mientras que mediante el
método de ECC-EM, el limite de deteccién fue del orden de 10"° mol/L)en femtomoles. [80]

En otro estudio de esteroides de interés farmacéutico mediante la ECC, se evalud una columna de
poliestireno-divinilbenceno (PE-DVB) de fase reversa. Se encontrd que el flujo electroosmético se
mantiene casi constante en un intervalo de pH 2 a 10, lo que es una ventaja sobre columnas
capilares empacadas con silice-C;s, que son las que cominmente se utilizan. Normalmente en una
ECC que emplea una columna capilar empacada con C18, el flujo electroosmético se incrementa
cuando hay un incremento de la concentracion de la disolucion amortiguadora o del potencial
aplicado, lo que aumenta la hidrofobicidad del analito, por lo tanto aumenta su particion con la fase
estacionaria y su tiempo de migracioén. Con una columna PE-DVB de fase reversa, ocurre el efecto
inverso. [81]

En un proceso de intercambio iénico, cuando estan presentes estos sitios sobre el copolimero de PE-
DVB, el FE se incrementa conforme se incrementa la capacidad de intercambio, reduciendo asi la

particion del analito con la fase estacionaria, la retencion y el tiempo de migracion. [81]

La Cromatografia electrocinética de microemulsion (CECME) se emplea por lo general para
compuestos neutros por lo que se ha empleado para separar esteroides insolubles en agua. La
técnica involucra la particion del soluto con gotas de aceite en movimiento. Las gotas de
microemulsion se forman mezclando agua con un disolvente organico como heptano u octano. Se
adiciona dodecil sulfato de sodio (SDS) a concentraciones relativamente altas para estabilizar la
microemulsién, ademas de que recubren las gotas de aceite proporcionandoles una carga negativa,
por lo cual intentan oponerse al flujo electroosmético. El flujo electroosmético se establece con el
empleo de disoluciones amortiguadoras de fosfatos o boratos. Los compuestos hidrofébicos llevan a
cabo una mejor particion dentro de las gotas de aceite, por lo tanto tienen mayor retencion que los
compuestos solubles en agua. El tiempo de migracion de los esteroides es directamente
proporcional a su hidrofobicidad.

Se ha demostrado que la CECME tiene mayor capacidad de separacion que la CECM y la ECC.
Una ventaja importante de la CECME es que los disolventes empleados en la microemulsion son
relativamente no volatiles, ademéas de que su absorbancia en la region UV es baja y se puede

analizar a longitudes de onda cercanas a 200 nm. [76]
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e) Cromatografia gas-capilar (CGC). En el anélisis de esteroides, la Cromatografia de gases fue
por muchos aifios el procedimiento de separacién con el mas grande poder de resolucidn, y se
llevaba a cabo usando columnas empacadas. Actualmente se emplean columnas capilares, cuyo
diametro interno es menor que en las columnas empacadas. Los analisis se llevan a cabo mediante
un proceso de particién donde los esteroides se encuentran en fase de vapor y son separados por su
solubilidad relativa en la fase estacionaria, que es un compuesto termoestable. La cromatografia
gas-liquido se lleva a cabo a altas temperaturas, por lo regular a mas de 200°C por el relativamente
alto peso molecular de los esteroides y sus derivados. A estas temperaturas, la fase estacionaria es
un liquido. El esteroide en forma de vapor, una vez introducido a la columna, es eluido a través del
sistema por la fase movil que es un gas. En el analisis de esteroides la fase mévil mas utilizada es el
gas helio, pues al ser menos denso que el nitrégeno se obtienen mejores resultados en la

separacion, pero el costo se incrementa.

Fase estacionaria: Originalmente las columnas eran de 0.4 cm de didmetro, enrolladas y sililadas
por tratamiento con dimetildiclorosilano, empacadas con la fase estacionaria que estaba sobre un
soporte inerte de celita (tierra de diatomea) previamente lavada con acido y tamizada. Si el soporte
no era completamente inerte habia una forma de pico muy pobre ¢ pérdida del esteroide. Las
columnas capilares que se utilizan actualmente, tienen la fase estacionaria recubriendo las paredes
internas de la columna que tienen aproximadamente 0.2 mm de didmetro interno. El espesor del
recubrimiento (aproximadamente de 0.1 um) afecta la capacidad de la columna, entre mayor sea el
espesor, mayor sera la cantidad de muestra por analizar. Los silanoles y los puentes de siloxano que
se encuentran sobre la superficie de silica se condensan con alcoholes para formar ésteres de silicon.
Los polimeros de siloxanos sustituidos pueden ser modificados quimicamente dando como
resultado fases estacionarias selectivas, por ejemplo, grupos ciano (CN) utiles para la separacion de
cetoesteroides.

La fase estacionaria no selectiva mas comun que se utilizaba era una SE-30 de tendencia no polar,
la cual ha sido sustituida por la OV-1 o la OV-101. Existe un fenémeno que consiste en la elucion
de la fase estacionaria de la columna y se conoce como “sangrado” de la columna. Este fendomeno
se ha logrado evitar con el uso de fases estacionarias quimicamente unidas.

Las columnas capilares tienen longitudes que van desde 30 m hasta 100 m, con lo que se tiene un
analisis de alta resolucion, esto ha reducido la necesidad de emplear mas de una fase estacionaria, y
para la mayoria de las aplicaciones puede ser efectiva una columna quimicamente unida con fase
polar. Un ejemplo es la columna Carbowax 20M® que todavia se puede adquirir. Sin embargo, la

marca comercial J&W scientific® presenta esta misma fase estacionaria quimicamente unida
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teniendo menos fenémeno de “sangrado”. Esta columna DB WAX® soporta temperaturas mas
elevadas, lo que da por resultado mejores separaciones.

Una aplicacion de estas columnas ha sido en la industria del papel para la determinacién de
esteroides y otros compuestos que se depositan sobre la pulpa de madera y el papel durante el
proceso de fabricacion. Los esterdides y los otros compuestos en conjunto ocasionaban problemas
en la maquinaria y contaminaban las aguas residuales, pero el principal problema era la obtencion
de papel de mala calidad, produciendo pérdidas a esta industria. Por lo tanto, fue necesario la
identificacién y determinacion estructural de estas impurezas por CG-capilar junto con CG-EM, y
asi poder tomar las precauciones necesarias durante el proceso de produccién. En este analisis se
utiliz6 una columna capilar corta de silice fundida DB-SHT J&W® (5 m X 0.25 mm d.i.y 0.1 pm
de espesor de pelicula) que soporta altas temperaturas. Se utilizd gas helio como fase movil y
condiciones de temperatura programada. Para CG-EM se empled la misma columna pero de 15 m
de longitud. [82] '

La formacion de derivados en cromatografia de gases. Los grupos hidroxilo pueden formar
diferentes tipos de derivados, pero por lo regular se forman derivados de éteres. Con el uso de
dimetildiclorosilano, trimetilclorosilano, trimetilsilil-aminas, trimetilsilil-amidas, trimetilsilil-
ésteres, bistrimetilsililacetamida (BSA), N,O-bis(trimetilsilil) trifluoroacetamida (BSTFA) y N-
metil-N-trimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA) se forman derivados trimetilsililados sobre la
mayoria de los grupos hidroxilo de los esteroides. También se han utilizado el trimetiliodosilano
(TMIS) y el trimetilsililimidazol (TMSIM) como catalizadores. Una mezcla comercialmente
disponible es el TMSI-S que esta compuesto de BSTFA, TMCS y TMIS. Con el BSA o BSTFA se
forman derivados de los grupos que no estan estéricamente ocultos, mientras que con el
trimetilsililimidazol (TMSIM) reaccionan los grupos hidroxilo que se encuentran estéricamente
ocultos, por ejemplo los hidroxilos de la 25-hidroxivitamina D o los 17a-hidroxilo en los
corticosteroides.

El sistema de inyeccion mas aplicable para derivados de esteroides es la inyeccion sin divisor de
flujo “splitless” con trampa en frio “cold-trapping”, este sistema permite inyectar un volumen
grande de muestra, aproximadamente 2 mL, que se vaporiza en un inserto removible de vidrio y los
componentes mas pesados se condensan en la parte inicial de la columna que es mantenida a una
temperatura cercana a la ambiente “cold-trapping”. Después mediante una temperatura programada,
los solutos se evaporan de nuevo, alcanzan su temperatura de volatilizacion y son separados a su
debido tiempo. Los andrégenos y estrégenos pueden ser analizados por CG capilar sin la previa

formacion de los derivados, debido a que son estables y lo suficientemente volatiles a la
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temperatura de analisis, pero los grupos hidroxilos de estas moléculas se adsorben durante el
proceso de la cromatografia, y tienen tiempos de retencion muy grandes. Los esteroides C-21 con
cadena lateral 17-hidroxycorticosteroide, sufren ruptura de tal cadena para dar 17-oxo esteroides, y
los metabolitos de la vitamina D sufren reacciones de ciclacién del anillo B dando isémeros piro e
isopiro. Para mejorar la resolucion y evitar rupturas de cadenas laterales en ocaciones es necesario

llevar a cabo la formacion de derivados antes del proceso cromatografico. [28,57]

Un ejemplo de la formacion de los derivados silil éter halogenados es la determinacién de
dihidroxiandrosterona en plasma por CGC con deteccion de captura de electrones después de la
formacién de iodometildimetilsilil éteres. Este sistema de deteccién no es recomendable debido a
que pueden contaminar el detector.

La seleccion del derivado va a depender del método de cuantificacion. El uso de derivados éteres
terciarios butildimetilsililados para CG-EM en analisis cuantitativo es muy comin, debido a que
estos derivados dan espectros de masas sin. una fragmentacion extensiva. Los hidroxilos vecinos
pueden formar derivados de ésteres ciclicos de alquil boronato, y la formacién de estos derivados
con esteroides desconocidos ofrece informacion acerca de la estructura del esteroide. Los grupos
oxo pueden formar oximas, que son compuestos formados usando clorhidrato de metoxiamina en
piridina. Se deben formar derivados de esteroides acidos que contienen en su estructura grupos
carboxilo antes de ser analizados por CGL, empleédndose por lo regular metil ésteres. Se pueden
usar también mezclas de ésteres tales como la formacion de ésteres ciclicos de boronato para grupos
hidroxilos vecinales y formacion subsecuente de trimetilsilil éter sobre los demas grupos hidroxilo.
Este método ha sido usado en metabolitos de la vitamina D. La seleccion de los derivados depende

del tipo de CG que se va a emplear y del detector. [57]

Sistemas de deteccion: La deteccion de los esteroides por CGC se lleva a cabo por uno de los tres
principales, el mas comun es la deteccién por ionizacion de flama el cual responde a todos los
esteroides con diferentes factores de respuesta, los esteroides que contienen atomos de nitrégeno
pueden ser determinados con un detector de nitrégeno-fosforo (nitrogen-phospore detector NPD).
Para la mayoria de los esteroides que no contienen nitrégeno, con este sistema de deteccion se
requiere la formacion de los derivados que contengan nitrégeno, por ejemplo metiloximas.

El tercer sistema de deteccion es el de captura de electrones (DCE), el cual es extremadamente
sensible y detecta esteroides que contienen grupos haldgenos, y si el esteroide no contiene

halégenos, se forman los respectivos derivados.
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Una aplicacion de la CGC ha sido la determinacion de acidos biliares e intermediarios en tejido
hepético. Durante la biosintesis de los acidos biliares a partir del colesterol, los 4cidos biliares C27
son precursores de los acidos biliares C24, llevandose a cabo un paso de degradacion de la cadena
lateral por ruptura oxidativa (B-oxidacién), la cual depende de la posicién de los grupos hidroxilo.
Se encontr6é que los acidos 5B-colestan-26-oico monohidroxilados no sufrieron transformacion a
acidos biliares, mientras que los compuestos di, tri y tetra-hidroxilados si se transformaron a icidos
biliares e intermediarios. La detecci6n se llevo a cabo con un detector de ionizacion de flama, helio
como fase mévil, y una columna capilar de silice i’undida enlazada con metil silicona (Hulbon HR-
IT 25 m X 0.25 mm d.i.). Las estructuras quimicas de los esteroides se deteminaron por CG con
deteccion por espectrometria de masas (CG-EM) formando derivados metil éster éteres

dimetiletilsililados (Me-DMES) en las mismas condiciones cromatograficas. [83]

Se han determinado los principales metabolitos de la dehidroepiandrosterona (DHEA) cuando se
administra como terapia de reemplazo horrﬁonal. La determinacion se llevé a cabo por CGC en
muestras de orina de hombres con los niveles bajos de DHEA y en mujeres saludables. En ambos
géneros se encontraron concentraciones elevadas de DHEA y de sus metabolitos (androsterona y
etiocolanolona). Se utiliz6 una columna capilar OV-101 (35 m X 0.22 mm d.i. y 0.1 um de espesor
de pelicula), se utilizd helio como fase mévil en condiciones de temperatura programada
(temperatura del inyector 350°C, temperatura del detector 300°C, incremento de 190°C a 290°C
(2°C/min). [84]

Se desarrollé un método por CGC para la determinacion de siete esteroides presentes en bulbos de
especies de Fritillaria (Lilaceae) cominmente llamada Beimu, una hierba muy utilizada como
antitusivo '> y expectorante "’ en la medicina tradicional china. Debido a que las cantidades de
estos esteroides pueden variar, los efectos clinicos también. El método se emplea como control de
calidad para el analisis cualitativo y cuantitativo de estos compuestos. Se traté de desarrollar
métodos por CLAE, pero los compuestos no absorben luz en la region del UV. Otra alternativa era
un método por CGC con formaciéon de derivados precolumna, sin embargo, si se utiliza una
columna Supelco SAC-5 no era necesaria la formacion de los derivados precolumna. Se utilizé un
detector de ionizacion de flama, una columna Supelco SAC-5 (30 m X 0.25 mm d.i. x 0.25 pm de
espesor de pelicula), nitrégeno como fase moévil, temperatura del horno 295°C, temperatura del

inyector y del detector 310°C. [85]

12
Agente que ayuda a controlar la tos.
Agente que ayuda a eliminar las flemas,
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f) Cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE).
Por sus siglas en inglés High Pereformance Liquid Chromatography (HPLC) se ha convertido en

una importante técnica cromatografica para esteroides.

Las ventajas que presenta son:
> No requiere altas temperaturas.
» El material eluido puede ser recuperado al final de la columna para procedimientos
analiticos posteriores en cromatografia preparativa.

» Laresolucién lograda es superior a la que se obtiene por CCF y cromatografia en papel.

v

Ofrece potencia y versatilidad en separar esteroides conjugados.
> Se pueden emplear detectores de UV, Indice de refraccién, Electroquimicos, Resonancia
magnética nuclear (RMN), Espectrometria de masas (EM) y combinaciones de éstos.
" » Se pueden llevar a cabo reacciones precolumna o postcolumna para formar derivados que

incrementan la respuesta.

Sin embargo también presenta desventajas como son:

Existen otros métodos que actualmente intentan sustituir a los analisis por CLAE debido a que
utilizan menos cantidades de muestra y de fase movil, ademas de que proporcionan mayor
sensibilidad, eficiencia y velocidad de anélisis. Estos métodos que se basan en Electroforesis y
Cromatografia de particion, son variantes de la electroforesis capilar: CECME, CECM, y ECC. Por
ejemplo, se ha demostrado que la ECC es capaz de producir separaciones de mayor eficiencia y
rapidez que en CLAE, debido a que el flujo electroosmético en ECC es mas favorecedor que el
flujo ejercido por presion en CLAE, también porque en ECC los procesos de inyeccion, separacion
y deteccion se llevan a cabo en el mismo capilar, eliminando asi efectos extracolumna de los
analisis por CLAE. Cabe sefialar que uno de estos métodos (CECM) tiene la desventaja de que no

es compatible con EM por el alto contenido de surfactantes. [86]

A continuacién se mencionan ciertos aspectos importantes que deben considerarse durante el
analisis de esteroides, para poder obtener mejores resultados. También se presentan interesantes

aplicaciones de CLAE en el anélisis de estos analitos.
Fases estacionarias: Los factores importantes en la separacion de esteroides por CLAE son las

caracteristicas quimicas de la fase estacionaria y de la fase mévil. La separacion se puede efectuar

por adsorcién en fase normal, fase reversa, intercambio i6nico y fase reversa con formacion de
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pares de iones.

En la actualidad son muy usadas las columnas de fase reversa (FR) que producen de 60,000 a
80,000 platos tedricos por metro, las cuales producen excelente resolucion, picos agudos y buenos
limites de deteccion. Las fases estacionarias de estas columnas estan hechas basandose en silice tipo
A siendo la que tradicionalmente se emplea, pero en la actualidad existen columnas empacadas con
silice tipo B, que son casi libres de metales, de alta pureza y tiene menor concentracién de grupos
silanoles libres en su superficie, ademas de que la fase estacionaria que se encuentra quimicamente
unida es mas estable, es decir puede resistir la hidrélisis en ciertas condiciones. [87,88]

Otra buena opcioén es la existencia de columnas que tienen un grupo polar inmerso cerca de la base
de la cadena del hidrocarburo, este grupo polar va a generar una superficie donde los grupos
silanoles no interactiian con los analitos, mejorando la selectividad y la forma de los picos. [87,88]
Los silanoles libres (que no reaccionaron con las moléculas de hidrocarburo lineal u otras
moléculas) juegan un papel importante debido a que se disocian cuando la fase movil esta por
debajo de pH 2 y se forman cargas negativ‘as en la superficie que actian como intercambiadores
cationicos débiles. Este fendmeno es mayor en presencia de residuos metalicos, los cuales
estabilizan a los silanoles y los vuelven mas acidos. Por lo tanto los analitos con carga positiva se
retienen mas tiempo y las bandas de elucién presentan coleo '*. Algunos empaques de las columnas
con aproximadamente 5% de silanoles libres son quimicamente reactivos con esteroides debido a la
formacion de enlaces de hidrogeno intramolecular, esto libera la parte acida del esteroide y explica
el porque la aldosterona y los esteroides 18-hidroxilados son susceptibles de reaccionar con ciertas

fases estacionarias, afectando la calidad de la cromatografia. [87]

Ciertos acidos que se unen a los silanoles libres de fases estacionarias pueden hacer que se formen
puentes entre anillos de esteroides C-18 y se conviertan esteroides C-20 o C-21. En presencia de
metanol se pueden formar metil etil cetales, todo esto va a producir picos adicionales durante un
analisis, y estos productos van a tener tiempos de retencién extensos en una elucién por gradiente,
lo cual seria confuso en la interpretacion de un estudio metabélico. [87]

Las fases estacionarias mas utilizadas en el anélisis de esteroides son las de microparticulas de silica
modificadas quimicamente con hidrocarburos lineales de diferente tamaiio, por ejemplo C,, Cy, Cs,
C)s (que son cadenas de 2, 4, 8 y 18 atomos de carbono respectivamente) y grupos fenilo.

La selectividad puede variar poco con el cambio de longitud de la cadena del hidrocarburo, pero

varia significativamente cuando hay cambio en la estructura de la fase unida, por ejemplo de una

14 i ; P P 3 : ; :
Deformacion del pico por interacciones inesperadas entre los analitos y la fase estacionaria.
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cadena lineal a un grupo fenilo.

Un riesgo que se corre con las columnas de FR es que los compuestos no polares se pueden
acumular en la fase estacionaria y disminuir la eficiencia de la misma, esto se puede prevenir
usando pequeiias precolumnas que contienen la misma 6 diferente fase estacionaria.

Las longitudes de las columnas varian de 5 cm a 30 cm de longitud y de 1 mm a 5 mm de didmetro
interno (d.i.). Cuando se lleva a cabo el desarrollo de métodos para determinar esteroides se
recomienda el empleo de una columna con fase estacionaria Cs o Cjzde 15.0 cm de longitud X 4.6
mm de d.i. con un tamaiio de particula de Sum, 6 una de 7.5 cm de longitud X 4.6 mm de d.i. con
un tamafio de particula de 3.5um. Con ambas columnas se obtienen los mismos resultados si se
utilizan las mismas condiciones de proporcién de la fase moévil, flujo y temperatura. [88]

En la separacion de corticosteroides y estrégenos se han empleado columnas con fase estacionaria
de grupos ciano y grupos amino. También se ha logrado la separacién de estrogenos por
intercambio i6nico.

El empleo de columnas Narrow-bore (2 mrh d.i.) y Microbore (microcalibre < Imm d.i.) permite
incrementar la sensibilidad disminuyendo el pico de elucién, pero dependiendo del volumen de la
muestra se puede alterar la forma de los picos y la resolucién. Ademés de que puede requerir
demandas innecesarias en el sistema, por ejemplo minimizar las tuberias extracolumna y cambiar el
tamaiio de la celda del detector. [88]

El problema en la separacién de los esteroides estd en su amplio intervalo de polaridades y la
tendencia de los esteroides de polaridades similares a eluir en grupos.

El tamafio de poro de la particula, el volumen especifico de poro y el area superficial especifica
afectan la retencién. El tamafio de particula afecta la eficiencia y la permeabilidad de la columna;
pero las propiedades quimicas de la fase estacionaria controlan la selectividad. Por lo tanto una
seleccion cuidadosa de la fase estacionaria puede proporcionar un sistema de alta selectividad, y
esto depende de la densidad de fase unida, los silanoles residuales y residuos metalicos. [87]

Los polimeros sintéticos son mas inertes que la silica, pero tienen inconvenientes: sufren
deformacion por la presion que ejerce la fase movil, cambian su volumen al absorber ciertos

disolventes y su transferencia de masa es ideal s6lo para macromoléculas.

Fase movil: Una mezcla adecuada de disolventes se puede lograr probando primero en CCF. Las
eluciones isocraticas '’ se pueden mejorar mediante gradientes de elucién '*. Otros factores que

pueden mejorar un sistema cromatografico son: el pH, modificadores organicos, formadores de

15 : 2 ; i
La proporcion de la fase movil se mantiene constante durante el andlisis.

La proporcion de la fase movil cambia constantemente durante el analisis.
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pares idnicos y la temperatura. Los gradientes de metanol-agua llevan a cabo la separacion de los
principales corticosteroides. El dioxano se ha utilizado para la separacion de esteroides polares, y el
acetonitrilo en la separacion de andrégenos. Se puede mejorar la forma del pico, la resolucién y la
reproducibilidad de los analisis si se mantiene el sistema a temperaturas controladas por encima de
la temperatura ambiente, por ejemplo 45-60°C, debido a que se disminuye la viscosidad de la fase
movil. Si se trabaja a temperatura ambiente, el cuarto de trabajo debe tener un sistema que controle
la temperatura para lograr tiempos de retencion reproducibles. La dificultad de seleccionar la
columna adecuada para un determinado compuesto se ha facilitado con la seleccion de tres o cuatro

disolventes en la fase movil.

Agentes que se pueden adicionar a la fase movil.

Las sales de nitrato de plata se han empleado con buenos resultados en la separacion de estrégenos,
pero tienen el inconveniente de que pueden deteriorar el acero de la columna o las tuberias
extracolumna por la produccion de plata riletélica en la fase estacionaria. Esto se puede evitar
lavando el sistema con agua-metanol (1:1 v/v), o con un tratamiento mas drastico con acido nitrico
diluido. De no resolverse el problema se tienen que cambiar las tuberias.

En CLAE-Ag" se emplean columnas intercambiadoras de cationes, se preparan da tal manera que el
ion plata es la fase estacionaria. Asi se han separado esteroles sintetizados y marcados con tritio en
la posicion 3o para poder realizar estudios del metabolismo de esteroles insaturados que estan
implicados en el sindrome Smith-Lemli-Opitz, que es un desorden genético de desarrollo debido a
un defecto en la conversion enzimatica del 7-dehidrocolesterol a colesterol. Los iones plata tienen la
caracteristica de reaccionar con los dobles enlaces y formar complejos analito-Ag’. [89]

Otros compuestos que se pueden adicionar a la fase mévil para mejorar las separaciones son los

surfactantes usados en la Cromatografia micelar, por ejemplo, el dodecil sulfato de sodio

(surfactante aniénico) y el bromuro de cetiltrimetilamonio (surfactante catiénico). Se ha reportado
el uso de la Cromatografia micelar aplicado a muestras de orina sin pretratamiento, donde los
esteroides  hidroxicorticosterona, corticosterona, nortisterona, testosterona, acetato de
medroprogesterona y progesterona fueron separados por CLAE-FR usando una fase mévil micelar y
deteccion UV a 245 nm. La fase movil consistiéo de SDS 0.05M y 1-butanol al 9% a pH 6. En este
estudio se encontr6 que la retencion de los solutos era dependiente de la composicion de la fase
movil. [90]

Las bajas concentraciones de esteroides (trazas) en muestras bioldgicas y ambientales han obligado

al desarrollo de métodos para concentrar la muestra. Para este propésito se han utilizado las

-
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disoluciones micelares acuosas de octal-B-D-tioglucésido (OTG) para concentrar la muestra antes
del analisis por CLAE, aumentando asi la sensibilidad. Estas disoluciones micelares concentran los
esteroides hidrofébicos en pequefios volimenes de fase rica en surfactantes, y los componentes
hidrofilicos de la matriz permanecen en la fase acuosa. Este surfactante alquilglucésido (OTG) tiene
la ventaja de que absorbe poca luz UV a 254 nm por lo que no interfiere con la deteccion de los

analitos. [91]

La versatilidad de la cromatografia liquida micelar se debe a la variedad de interacciones entre los
solutos, la fase estacionaria, la fase acuosa y las micelas. Las disoluciones micelares puras son
generalmente utiles como fases méviles y en ocasiones se les puede adicionar disolvente organico
como etanol para disminuir los tiempos de anélisis y aumentar la eficiencia. Las fases micelares son
estables por largo tiempo, son inflamables y su toxicidad es reducida. Los surfactantes que més se
emplean son el SDS (aniénico), bromuro de cetiltrimetilamonio (catiénico) y el Brij-35 (no idnico).

Los modificadores organicos mas empleados son acetonitrilo, 1-butanol y 1-pentanol. [92]

Por lo regular es necesario llevar a cabo un gradiente de eluciéon después de la extraccion de los
esteroides en fluidos biolégicos, pues se reducen los tiempos de analisis, optimizan la separacién y
mejoran la forma de los picos. La hidroxitestosterona se ha determinado por un método de fase
reversa con una columna CI8 (10 cm X 4.6 mm) empleando un gradiente de eluciéon. La
composicion inicial de la fase movil fué tetrahidrofurano/acetonitrilo/agua (10:10:830 v/v)
alcanzando en 10 minutos la composicion (14:14:72 v/v), manteniéndose asi durante 5 minutos.
(93]

La separacion de acidos biliares por CLAE se puede lograr por fase normal o fase reversa. En fase
normal, se adiciona un &cido orgénico a la fase mdvil, y los acidos biliares son eluidos de acuerdo al
nimero decreciente de grupos hidroxilo sobre el nucleo esteroidal. Las columnas con
octadecilsilano ODS (C18) para fase reversa han sido las més utilizadas para determinar acidos
biliares. [94]

La retencion de los acidos biliares depende del pH de la fase mdvil. En cuanto a los acidos biliares
conjugados, que son polares, se pueden separar con una columna de intercambio idnico, aunque se
ha reportado andlisis por fase reversa y extraccion en fase sélida (EFS). Este método se compard
con un analisis que se llevo a cabo por electroforesis capilar, resultando ambos métodos adecuados
para determinar 4cidos biliares conjugados en muestras biolégicas. [95]

Entre los analitos que se han determinado por CLAE se encuentran el colesterol y sus productos de

oxidacion. En la literatura se ha reportado la determinacion de estos analitos mediante un método
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por fase normal empleando una columna de grupos ciano (CN) de 25 cm de longitud, 4.6 mm de d.i.
y tamafio de particula de S5Spm. La fase mévil fué una mezcla de n-hexano/etanol anhidro (97:3 v/v)
a un flujo de 0.8 mL/min. La deteccion se llevé a cabo por dos sistemas diferentes, por UV a 210
nm y por dispersion de luz. [96]

Se ha reportado un método mas simple para determinar colesterol en yema de huevo, empleando
una columna Zorbax® C18 de 15cm X 4.6 mm, con un tamaifio de particula de Sum, y una fase
movil de acetonitrilo/2-propanol (4:1 v/v) a un flujo de 0.6 ml/min. [97]

En la industria farmacéutica la determinaciéon de los esteroides se lleva a cabo por fase reversa
empleando columnas de octadecilsilano (ODS) como primera opcidn, asi se han reportado
determinaciones de testosterona, estradiol y acetato de noretindrona en parches transdérmicos de
liberacion controlada [98,99], benzoato de estradiol en soluciones inyectables [100] y
dietilestilbestrol en ungiientos [101]. En todos los casos la deteccion fué espectrofotométrica y la

fase movil utilizada fué metanol/agua en diferentes proporciones para cada determinacion.

Es de gran interés el uso de las ciclodextrinas '’ como agentes en la fase mévil, por su capacidad
de formar complejos de inclusion. La adicién de ciclodextrinas ha mejorado la separacién de
algunos esteroides (corticosteroides C-21, acidos biliares y estrogenos) mediante la modificacion
de la retencion. Los factores primarios en la formacion de complejos ciclodextrina-analito son las
fuerzas de Van der Waals, las interacciones hidrofébicas y los enlaces de hidrégeno.

Por lo general, en CLAE-FR, la retenciéon de los solutos es inversamente proporcional a la
temperatura. La dependencia de los logaritmos de los factores de retencion (In k) sobre la
temperatura se conocen como curvas de Van’t Hoff. Cuando el mecanismo de retencién es el
mismo en todo el intervalo de temperaturas en que se esta llevando a cabo el estudio, se produce
una linea recta en las graficas de In k contra 1/T. Sin embargo, cualquier proceso reversible que
altere la entalpia o la entropia del mecanismo de adsorcion dara como resultado curvas no-lineales.
Estos procesos reversibles pueden ser cambios en la conformacion de los analitos, interacciones de
los analitos con la fase movil y la fase estacionaria por medio de multiples tipos de enlaces. Por
eso, cuando se adiciona un agente de inclusién a la fase moévil, se llevan a cabo multiples tipos de
interacciones entre solutos y modificador asi como entre modificador y fase estacionaria, por lo que
el efecto de la temperatura sobre la retencion se vuelve complejo. Se ha demostrado que las curvas
de Van’t Hoff de esteroides son no-lineales en un amplio intervalo de temperaturas cuando la fase

movil es modificada con B-ciclodextrina. [102]

Las ciclodextrinas son oligosacaridos cuyo interior es relativamente hidrofobico, debido a que sus grupos hidroxilo se encuentran
hacia afuera de la molécula y se emplean como selectores quirales para mejorar la separacion de estereoisdmeros.
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Se ha llevado a cabo la determinacion del estriol urinario por CLAE-FR con deteccién de arreglo de
diodos para asegurar la funcién feto-placentaria durante el embarazo. Sin embargo, se presentaron
problemas para determinar simultaneamente varios estrogenos debido a que tienen estructuras y
polaridades similares. Por lo que se utilizé6 una fase mévil de acetonitrilo/agua (30% v/v) sin
modificar y otra fase mévil modificada por la adicién de B-ciclodextrinas a una concentracién de 12
mM, para observar el efecto de este agente de inclusion sobre la separacion de los esteroides, donde
la temperatura fue el factor critico. Los esteroides que se escogieron para el estudio fueron el estriol,
el estetrol, el 17B-estradiol, el 17a-estradiol, la estrona, la equilina, la 170-hidroxiprogesterona y la
20a-hidroxiprogesterona. Se observé que, en una fase mdvil sin B-ciclodextrina cuando se
disminuye la temperatura se incrementa la retencion de los esteroides y el orden de eluicién no
cambia, pero cuando se utiliza una fase movil adicionada con B-ciclodextrina la retencion de todos
los esteroides decrece rapidamente a temperaturas menores de 40°C. Por lo tanto, la retencién de los
esteroides investigados esta fuertemente influenciada por la temperatura cuando la fase movil es
modificada con B-ciclodextrina. La conducta de los solutos en presencia de las B-ciclodextrinas se
puede explicar considerando que al disminuir la temperatura se incrementa la capacidad de
complejacién de las B-ciclodextrinas y también porque la retencién de las ciclodextrinas es
considerablemente més baja que la retencion de los esteroides estudiados y el mecanismo de
retencion predominante es la formacion de complejos analito-B-ciclodextrina en la fase movil. A
bajas temperaturas la accion del agente de inclusion es mas efectiva debido a los altos valores de las
constantes de enlace de los complejos formados y a las marcadas diferencias en la retencion de las
B-ciclodextrinas y los solutos sin complejar. [102]

En otro reporte realizado por los autores del trabajo anterior [102], se estudiaron los efectos de la
adicion de ciclodextrinas a una fase moévil compuesta de acetonitrilo/agua (3:7), utilizando
columnas de ODS con diferentes cargas de carbon. Los resultados revelaron que la retencion de los
esteroides fue significativamente reducida sobre la columna con la carga de carbén mas baja, lo que
indica tiempos de anélisis mas cortos. Estas observaciones sugieren que la fase estacionaria influye

sobre la formacion de los complejos. [103]

Los estrogenos se han clasificado dentro de un grupo de compuestos denominados compuestos de
alteraciones endocrinas y se han buscado principalmente en muestras ambientales como son aguas
de desecho, lodos activados y sedimentos, por sus efectos indeseables en especies acuaticas. Un
procedimiento que se basa en una EFS acoplado a un sistema de CLAE-FR y deteccién por arreglo
de diodos, permitié el monitoreo de estrégenos y progestagenos que se emplean en la elaboracion

de pildoras anticonceptivas, pues estos esteroides, cuando son eliminados por la orina llegan a las
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aguas de desechos. Este método es completamente automatizado y presenta ventajas sobre los

procedimientos biologicos. [104]

Los métodos por CLAE se pueden acoplar también con inmunoanalisis, por ejemplo, uno de estos
métodos (CLAE-RIA) se ha usado para separar extractos de varias especies de esparragos
(Asparagus) y determinar el contenido de fitoecdisteroides, que son compuestos analogos a los
ecdisteroides de los insectos. Estos fitoecdisteroides se cree que protegen a los vegetales de ser
fagocitados por insectos depredadores, interfiriendo con su sistema endocrino, por lo tanto, se

pueden emplear para el control de plagas, ya sea microbianas o invertebrados. [105]

Estos fitoecdisteroides se han encontrado también en el género Sileme (Caryophyllaceae). Los
fitoecdisteroides se aislaron e identificaron por CLAE-FR y CLAE-FN. La cuantificacion se llevé a
cabo por la comparacion de las areas de los picos de los ecdisteroides con el 4rea obtenida del pico
de la 20-hidroxiecdisona, que es el fitoecdisteroide mas abundante en la especie Silene. Este estudio
proporciona informacién de importancia quimiotaxonémica para la clasificacion de la especie
Silene. [106]

Los métodos de CLAE que emplean columnas a base de silice y disolventes organicos como fase
movil, podrian ser reemplazados por métodos donde se emplean columnas a base de Zirconio que
proporcionan mayor desempeiio y fases méviles de agua supercalentada que disminuyen el uso de
disolventes organicos contaminantes y emisores de vapores. Este método se ha usado para
determinar testosterona y compuestos relacionados. La columna a base de Zirconio esta recubierta
con polibutadieno como fase estacionaria. El agua a altas temperaturas en CLAE incrementa la
velocidad de transferencia de masa disminuyendo asi el ancho de pico. También disminuye la
viscosidad lo que contribuye a incrementar la difusién y permite trabajar a velocidades de flujo mas
altas, disminuyendo asi los tiempos de anélisis. Las columnas de silice se disuelven mas rapido a
temperaturas elevadas, en cambio las columnas de Zirconio soportan facilmente estas condiciones.
[107]

Otra variante en cuanto a la fase movil es reemplazar ciertos disolventes toxicos como el n-hexano
por otros menos toxicos y mas selectivos, por ejemplo el disolvente fluorado etoxinonafluorobutano
que se ha empleado con cantidades variables de metanol en la determinacion de esteroides en
CLAE-FN. El etoxinonafluorobutano es miscible con todos los modificadores polares comunes
(trietilamina y 4cido trifluoroacético) que se adicionan para mejorar la forma de los picos de elucion

y la eficiencia de la columna. [108]
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Se desarroll6 un método por CLAE para analizar esteroides empleando como fase mévil un fluido
superecritico '*. Se evaluaron parametros que influyen en la seguridad y la eficiencia de este tipo de
cromatografia, lo que es muy importante en el desarrollo farmacéutico de nuevos medicamentos.
Con la cromatografia de fluidos supercriticos se pueden disminuir los tiempos de analisis y
aumentar la eficiencia de la columna, debido a que el coeficiente de difusion del soluto es mas
grande en fluidos supercriticos que en liquidos. El sistema es un cromatégrafo de liquidos
modificado para operar en condiciones de fluido supercritico, en este caso se utiliza como fase

mévil CO2, aunque se pueden utilizar otros gases como NH; y H,O. [109]

Inyeccion de la muestra: En esta parte es recomendable disolver los extractos en la fase mévil,
cuando es dificil su disolucién se adiciona una matriz macromolecular adecuada como el
polietilenglicol. Los equipos con septa de caucho puede provocar que los disolventes lo desgasten y

se produzca suciedad, lo que puede producir deformacién de los picos eluidos.

Sistemas de deteccion: Las cetonas a,B-insaturadas en el anillo A de los esteroides que se
encuentran en la naturaleza, absorben a 240 nm y tienen un coeficiente de extincion molar de
12000-20000 unidades. Los grupos carbonilo aislados absorben a una longitud de onda méxima de
280 nm (+/- 5 nm) y su coeficiente de extincion molar es de 17-175 unidades. Los estrégenos
naturales tienen una absorcién a 280 nm debido al anillo A que es aromatico. Aunque los esteroides
pueden absorber por debajo de 200 nm, en la practica es dificil lograr una clara sefial que sea
distinguible del ruido " sin una reduccién en la sensibilidad principalmente cuando se usan
gradientes de elucion. Se ha descrito un método Ilamado fotodeteccion indirecta para los esteroides
que no absorben en el UV, usando una columna de B-ciclodextrinas inmovilizadas y fase movil
metanol/agua (65:35 v/v) adicionado de testosterona como sonda o prueba. La deteccién de
esteroides también se ha hecho con detectores de indice de refraccion, de fluorescencia y
electroquimicos. Cuando se emplea un detector de indice de refraccion no se puede emplear un
gradiente de elucién debido a que el indice de refraccion esté en funcién de la proporcion de la fase
movil, sin tener una linea base estable durante el analisis. La mayoria de los metabolitos de
esteroides urinarios no tienen absorcion natural en el UV, por lo tanto ha sido necesario la
formacién de derivados. También hay detectores que miden la radiactividad de compuestos

marcados, pero el corto tiempo de residencia de la muestra en la camara de conteo limita la

18 _ . s ) g } ; 1 ;
Fluido supercritico. Es el estado fisico de una sustancia, cuando se le calienta por arriba de su temperatura critica, En esta temperatura, una sustancia ya

no puede condensarse mas a su estado liquido por la aplicacion de presion.
: Ruido. Informacién ajena e indeseada porque degrada la exactitud y la precision de un analisis. Son variaciones aleatorias de la sedal de salida de un

instrumento.
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sensibilidad.

Andlisis cualitativo: Una banda de elucion se identifica con un compuesto de referencia analizado
de la misma forma que la muestra, obteniéndose coincidencia en los tiempos de retencion, pero no
siempre es posible reconocer la homogeneidad por simple inspeccion, en este contexto un detector
de arreglo de fotodiodos permite la inspeccién del pico para asegurar su homogeneidad. En
ocasiones la muestra se analiza con otra columna de polaridad diferente o un sistema diferente de

gradiente de elucion.

Andlisis cuantitativo: La altura o area de una banda de elusion se mide manualmente o por medio de
un integrador y la respuesta del analito se compara con la respuesta obtenida de un estandar de
referencia adecuado. La concentracién de un determinado esteroide es determinada mediante una

curva de calibracion.

En un sistema cromatografico, cuando se usan las mismas condiciones, los tiempos de retencion (tr)
y los indices de retencion (Ir) son reproducibles bajo condiciones sin cambio. Pero si se hacen
cambios en las condiciones cromatograficas (marca de columna, temperatura, gradiente de elucion)
se afecta la reproducibilidad de los tiempos de retencion mas que los indices de retencion. Los Ir a
diferencia de otros parametros de retencion, son mas precisos debido a que se determinan por
interpolacion entre los factores de retencion o tiempos de retencion de una serie de compuestos
empleados como estindares de indice de retencion. La incorporacion de estos compuestos en
analisis por CLAE elimina la influencia de ligeros cambios en las condiciones cromatograficas y se
incrementa la confiabilidad de los resultados. Las 2-alcanonas y las 1-(4-(2,3-dihidroxipropioxi)-
fenil))-1-alcanonas se han utilizado como estandares de indice de retencion para la identificacion de
esteroides en CLAE fase reversa con deteccion de arreglo de diodos en eluciones isocraticas y por

gradiente de elucion. [110]

Mediante una separacioén por CLAE y deteccion UV, se determind el efecto de ciertos metales sobre
una reaccion denominada reaccion de Heyns que se lleva a cabo entre 16a-hidroxiestrona y
proteinas nucleares. Se encontré que el Pt**, Cu®*, Ni**, Co** y Mn** suprimen la formacién de esta
reaccion y que metales como Fe’', Y Gd** y Er’ incrementan ligeramente esta reaccién. Lo
relevante de este estudio radica en que cuando se enlaza la 16a-hidroxiestrona a las proteinas

nucleares se llevan a cabo procesos de transformacion celular in vivo generando posibles eventos
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oncogénicos »°. [111]

Se han encontrado nuevos compuestos idnicos que contienen un anién esteroidal y un cation
alcaloidal. Estos compuestos se aislaron de extractos de la estrella de mar Lethasterias nanimensis
chelifera mediante CLAE-FR utilizando una columna Zorbax ODS y una YMC-Pack ODS,
empleando como fase mévil una disolucién con 35% y 40% de etanol. Las estructuras quimicas de
estos compuestos se determinaron con EM y RMN-C". Aunque no se ha estudiado todavia la

actividad biolégica, se podrian utilizar como agentes terapéuticos. [112]

g) Cromatografia de gases-espectrometria de masas (CG-EM).

ESPECTROMETRIA DE MASAS. La espectrometria de masas es una técnica que se basa en
ionizar moléculas en estado gaseoso (obteniéndose por lo general carbocationes) luego se aceleran
mediante un campo eléctrico para después ser separados en un analizador de acuerdo a sus masas.
Estos iones que han sido separados chocan con un detector, obteniéndose lo que se llama un
Espectro de masas, que es una representacion grafica de la abundancia relativa de cada i6n
obtenido en la fuente de iones durante la fragmentacién de la molécula analizada, en el eje de las
abcisas se obtiene la masa del i6n en unidades de masa atomica dividida entre la carga del i6n
(m/z). La mayoria de los iones producidos tienen una sola carga, de modo que m/z es equivalente a
la masa del i6n en unidades de masa atomica. Estos espectros de masas ayudan a la identificacion
de compuestos, ya que dos moléculas de compuestos diferentes nunca pueden ionizarse y
fragmentarse exactamente de la misma manera. En un espectro de masas al pico de mayor
intensidad se le llama “pico base” y se le asigna un valor arbitrario de 100, los otros picos se
reportan como un porcentaje del “pico base”. El aspecto de los espectros de masas puede ser
diferente para un mismo compuesto si la fuente de ionizacion es diferente.

En CG-EM el eluato del cromatografo pasa directamente a un Espectrometro de masas que registra
la corriente total de todos los iones de un amplio intervalo seleccionado de masas.

En la técnica existe cierto grado de fragmentacion de las moléculas ionizadas, ya sea espontanea o
inducida, y la determinacién de estos fragmentos de iones proporciona evidencia estructural.

De modo alternativo la EM puede ser mas interpretativa, ya que se puede correlacionar el espectro
obtenido con la estructura de la molécula, basandose en la deduccion de subestructuras moleculares

mediante la observacion de modos caracteristicos de fragmentacion de la molécula.

20 = o N 3 5
Oncogénico. Relacionado a la produccion de células tumorales.
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Se pueden correlacionar las intensidades de las sefiales asociadas a las moléculas ionizadas y
fragmentadas, proporcionando informacién cualitativa y cuantitativa.
Lo esencial de la instrumentacién de la EM se considera en tres categorias:

» Introduccién y ionizacion de la muestra

» Separacion de iones

» Deteccion de iones y manejo de datos.

Ionizacién de la muestra en fase gaseosa [113]: Las fuentes de ionizacion pertenecen a dos
categorias principales, fuentes de fase gaseosa y fuentes de desorcion. En las fuentes de fase
gaseosa, primero se volatiliza la muestra y luego se ioniza, a estas pertenecen la ionizacién por

impacto de electrones, la ionizacién quimica y la jonizacién por campo. En las fuentes de desorcién,

la muestra en estado sdlido o liquido, se transforma directamente en iones gaseosos y tienen la
ventaja de que se aplica a muestras no volatiles y térmicamente inestables. En el analisis de
esteroides, las fuentes que mas se han utilizado son la ionizacién por impacto de electrones y la
ionizacién quimica.

La mayoria de los esteroides neutros (no conjugados) se pueden pasar al estado gaseoso después de
una modificaciéon quimica adecuada (formacién de derivados). En la técnica de CG-EM se combina
la separacion y cuantificacion por CG y la caracterizacion por EM, haciendo posible la
identificacion de compuestos individuales que son dificiles de analizar. Por ejemplo, los
estereoisémeros del androstano-3,17-dioles no se distinguen por EM, pero cuando se combina con
CG se distinguen facilmente. Se han desarrollado muchos métodos de formacién de derivados para
optimizar la técnica.

Las primeras combinaciones de CG-EM requirieron de un dispositivo o separador que removia la
mayoria del gas antes de introducir la muestra al alto vacio del espectrémetro de masas. El empleo
de columnas capilares abiertas y las mejoras en la tecnologia de vacio han permitido el

acoplamiento directo de la columna de CG a la fuente de ionizacién del EM.

Ionizacion por impacto electronico (IE).

Las fuentes de ionizacion se clasifican también en fuentes duras y fuentes blandas o suaves. La
ionizaciéon por impacto de electrones se considera una fuente dura porque proporciona energia
suficiente a las moléculas, de tal manera que quedan en un estado altamente excitado y la relajacion

posterior implica la ruptura de enlaces produciendo la fragmentacion de la molécula en iones con
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una relacién masa/carga menor que la del ion molecular *'. En ésta técnica la muestra se somete
a una temperatura suficientemente elevada para producir un vapor molecular, el cual se ioniza
bombardeando las moléculas con un haz de electrones de elevada energia. Después de la colision,
los productos primarios son iones de una sola carga positiva que se forman cuando los electrones de
elevada energia se acercan lo suficiente a las moléculas de analito como para causar la pérdida de
un electron por repulsion electrostatica.

La reaccion primaria es:

M+e —» M*+ 2¢

Donde M es la molécula del analito y M™* es llamado el ién molecular que generalmente sufre
descomposicién por la pérdida de radicales para producir fragmentos de iones. De la ionizacién por
impacto electrénico se obtienen iones positi\lfos de diversas masas que son menores (y en ocaciones
mayores) que la del ion molecular. Estos complejos espectros de masas son utiles para la
identificacion de compuestos, pues como se menciono antes, el espectro de masas de un compuesto
tiene un patrén de fragmentacion tnico.

En ocaciones aparecen picos que corresponden a masas mayores que la del ion molecular, por
ejemplo (M+1)", (M+2)"", etc. y se atribuyen a dos fenémenos: Uno, se debe a los iones que tienen
la misma férmula quimica pero diferentes composiciones isotdpicas, y el tamaiio de los diferentes
picos depende de la abundancia natural relativa de los is6topos. Dos, cuando un i6n colisiona con
otra molécula se pueden llevar a cabo transferencias de atomos, produciendo picos que
corresponden a masas mayores que la del ion molecular. Sin embargo, a presiones normales de la
muestra, la Gnica reaccion importante es en la que por medio de colisiones se transfiere un atomo de
hidrégeno al ion molecular para dar un ion molecular protonado (M+1)*". Esta Transferencia es de
segundo orden y la cantidad de producto depende de la concentracion del reaccionante. Por lo tanto
la altura de un pico (M+1)*" debido a esta reaccién aumenta rapidamente al aumentar la presién de

la muestra, asi es posible la deteccién de esta reaccion > [113]

Ionizacion quimica (IQ). En este tipo de ionizacién se involucra la transferencia de menor energia,

por lo que se considera una ionizacién suave donde la fuente de ionizacion se mantiene a una

2=y , 3G : o : A . .
El ion molecular es la molécula ionizada que no ha sufrido fragmentacion. Para determinadas moléculas, la fragmentacion es tan efectiva, que en los
espectros de masas no hay pico perteneciente al ion molecular.

22 . . w . _ . _— " i o . o
En ocaciones, la incorporacion de un dtomo del isotopo de 'C, *H o algiin otro isétopo, genera un pico (M+1)  que se puede distinguir del pico (M+1)
producido por la transferencia de un atomo de hidrégeno al ion molecular por colision.
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presién parcial alta de un gas reactivo (como pueden ser metano, isobutano o amonio) que es

ionizado por impacto electrénico.
Las reacciones electron-molécula generan un plasma (gas ionizado) que consiste de moléculas del

tipo CoHpnny' -
Por ejemplo para el isobutano que es uno de los gases mas empleados:
(CHs);CH +e —» (CH;);CH"
(CH;);CH" ——» (CH:),CH' + CH;
(CH;),CH" + (CH;;CH ——» (CH;3);C* + (CH;),CH,

La ionizacién de las moléculas del analito M se logra por reaccion con los iones de gas reactivo

(CHs);C" que tiene la formula molecular C4Hy'"

M +CsHy" ——» MH +C4H;

Las bajas energias internas de moléculas protonadas (iones cuasimoleculares) resulta en poca
fragmentacion, por lo tanto hay una alta probabilidad de observar una sefial que se puede
correlacionar directamente a la masa molecular. La relativamente alta abundancia de moléculas
protonadas en IQ, no necesariamente indicara una alta sensibilidad de deteccion. La mas eficiente
generacion de iones negativos también se logra usando una fuente de ionizacién a alta presién y se
le denomina ionizacion quimica negativa (IQN), pero en la mayoria de los casos, la ionizacion es
por captura de electrones por medio de reacciones ion-molécula. La eficiencia de la captura de
electrones depende de las propiedades del analito, por eso se seleccionan derivados fluorados para

analizar trazas de esteroides por CG-EM. [113]

Para la separacion de los iones se emplean dispositivos denominados analizadores [113,114]. Un
analizador muestrea iones provenientes de una fuente de iones, los resuelve y los separa.
Posteriormente son detectados.

El objetivo de los analizadores es determinar la masa de un i6n y la relacién masa/carga (m/z)

cuando los iones se encuentran en fase gaseosa. Los analizadores deben operar al vacio, debido a
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que los gradientes de presion y temperatura afectan el movimiento de los iones. Asi, los iones se
moveran de la fuente de iones al detector influenciados solo por campos eléctricos o magnéticos.
En el andlisis de esteroides los analizadores que mas se emplean son :

- Cuadrupolos de filtro de masas.

- Cuadrupolos de trampa de iones.

- Instrumentos con sectores magnéticos.

- Analizadores de tiempo de vuelo.

Cuadrupolo de filtro de masas: Las trayectorias de los iones son determinadas por un conjunto de
fuerzas dependientes de tiempo.

Consiste de un arreglo colineal de cuatro electrodos cilindricos. Se establece un campo eléctrico por
acoplamiento de pares de electrodos de cargas opuestas y por aplicacién de potenciales de
radiofrecuencia (RF) y corriente directa (CD) entre los pares de electrodos.

La relacién de potenciales de RF a CD se mantiene constante pero su magnitud se va incrementando
de manera lineal para establecer trayectorias estables para iones conforme se va incrementando su
valor de m/z. Los demas iones adoptan trayectorias inestables y se pierden al colisionar con los
cilindros. La resolucion de masas con estos instrumentos se determina con la relacion de potenciales
de CD a RF.

Cuadrupolo de trampa de iones: Es un analogo tridimensional del cuadrupolo de filtro de masas.
Consiste de un electrodo central en forma de anillo y dos electrodos en forma de cubiertas
terminales. Los iones que son atrapados tienen un amplio intervalo de valores de m/z, y cuando se
va a obtener el espectro de masas se inducen trayectorias inestables para iones con valores
crecientes de m/z al aumentar el potencial de campo de la trampa. Los iones son lanzados de la
trampa a través de perforaciones en uno de los electrodos de cubierta terminal y son detectados
externamente. La resoluciéon aumenta cuando se emplea gas helio, el cual aparentemente concentra
los iones en el centro de la trampa de iones. Es compatible con la introduccién de gas utilizado

como fase movil en CG. [113, 114]

Instrumentos con sectores magnéticos: Es un analizador de tipo estatico en el cual los iones estan

sujetos a fuerzas constantes.

Analizador de tiempo de vuelo (CG-TV): Se han reportado pocos analisis de esteroides empleando

este analizador. En este instrumento los iones son acelerados en forma de pulsos fuera de la fuente
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de iones y se determina su tiempo de vuelo al llegar al detector. El tiempo ¢ que tarda en atravesar

una distancia / se relaciona con el potencial de aceleracion ¥ permitiendo calcular la relacién m/z.
Vg =mP/2¢

Se puede mejorar la resolucién incorporando un reflectron (espejo de iones) para compensar las

pequeiias diferencias en energia cinética de iones que tienen la misma relacién m/z.

Resolucion en espectrometria de masas. La resolucion proporciona una medicion cuantitativa de la
capacidad del instrumento de distinguir iones cercanamente separados en masa. Los espectrometros
con sectores magnéticos proporcionan una resolucién uniforme a través de los intervalos de masa.
En contraste, los espectrometros con cuadrupolos de masa producen espectros con ancho de picos

uniformes y por lo tanto se incrementa la resolucion con la masa. [114]

Modo SIM: Un espectrometro de masas utilizado como detector en determinaciones
cromatograficas puede medir la corriente idnica total de todos los iones que llegan al detector, o
puede ser selectivo midiendo la corriente iénica de una masa determinada y se denomina monitoreo
de un ion seleccionado o SIM (selected ion monitoring). La relacion sefial/ruido cuando se registran
los resultados por SIM es mejor que la relacion sefial/ruido de la deteccion de la corriente idnica
total en la determinacion del analito en bajas concentraciones, por ejemploa nivel de trazas. Los
espectros de masas de la medicion de la corriente i6nica total resultan con todos los picos de las
sefiales detectadas. En los espectros de masas obtenidos por SIM sdlo se observan los picos con la

relacion masa/carga seleccionada.

Una deteccion en modo SIM es mas sensible pero mas tardado en componentes trazas, empleando
instrumentos de cuadrupolos bidimensionales. Cuando una especie ionica simple es detectada, el
analizador esta estético y varias especies pueden ser detectadas recirculando el proceso.

El modo SIM es muy empleado para analisis cuantitativos y precisos de esteroides usando analogos
de isOtopos estables marcados como estandares internos. Durante un analisis SIM por CG-EM la

deteccion es rapidamente alternada entre el analito y el estandar interno.
La Cromatografia de gases se aplicd al andlisis de esteroides por primera vez en 1960 por

Vandenheuvel y colaboradores. Después, Ryhage combiné este método con espectrometria de

masas en 1964, desarrollando el separador molecular, el cual removia el gas acarreador y
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concentraba selectivamente los analitos por andlisis de espectrometria de masas de impacto
electronico (IE). Los esteroides fueron entre los primeros compuestos analizados por los primeros
equipos de CG-EM que se comercializaron.

Muchas de las antiguas técnicas quimicas necesarias para llevar a cabo la CG-EM, no han cambiado
hasta ahora; por ejemplo, desde 1968 se empleaban éteres de metiloxima trimetilsililados para
analizar esteroides en orina después de su desconjugacion. La diferencia es que se empleaban
columnas empacadas y ahora son columnas capilares de silica fundida. El amplio uso de CG-EM se
debe a su alta resolucion y a la facilidad con que se puede acoplar la EMa la CG, pues en la

mayoria de los casos la salida de la columna termina cerca del 4rea de ionizacion.

A continuacién se mencionan algunos ejemplos de la aplicaciéon de CG-EM en el analisis de

esteroides.

Debido a la baja volatilidad de algunos esteroides ha sido necesario el desarrollo de métodos para
formar derivados para mejorar la forma de las bandas de elucidn, la resolucion y la sensibilidad. Los
esteroides hidroxilados, antes de ser introducidos al sistema cromatografico son transformados a
derivados volatiles, como son derivados de éteres trimetilsililados y dimetiletilsililados.
Recientemente se ha estudiado el comportamiento cromatografico de compuestos ter-hidroxilados
por CG y CG-EM, debido a que la mayoria de los esteroides analizados contienen grupos hidroxilo
primarios y secundarios. Los ecdisteroides son de los pocos esteroides que contienen grupos ter-
hidroxilos. La reactividad de la trialquilacién depende no sélo de los reactivos y condiciones de

reaccion, sino también de factores estéricos de los grupos hidroxilo terciarios. [115]

Usando estandares internos marcados con deuterio y con el método de dilucion de isétopo
estable” se ha podido determinar la velocidad de produccion de cortisol. Métodos anteriores se
basaban en la infusién de esteroides radiomarcados (dilucién de is6topo radioactivo) pero tenian
el riesgo de una exposicion a radiacion ionizante, ademas de que los esteroides radiomarcados se
podian unir a receptores intracelulares que transducen sefiales por unirse a elementos de respuesta
del ADN. Los analogos de is6topos estables se pueden distinguir de los que se encuentran en la
naturaleza, por lo tanto al administrar infusiones de cortisol marcado con deuterio, se altera la
proporcién isotopica natural del cortisol y se puede determinar su velocidad de produccion

cuantificando las isoformas del cortisol. Mediante EFS de las muestras y la formacion de los

Adicion controlada de una variante isotopica de un analito como un estindar interno y que permite una cuantificacion exacta y precisa. Junto con la
dilucién de isétopo radioactivo, son los métodos mas selectivos de que disponen los quimicos.
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derivados de fluoroacilo se determiné la velocidad de produccion de cortisol por CG-EM en el
modo SIM de i6n negativo. Este método produce una sensibilidad de 50 a 100 veces mayor que la
espectrometria de masas de ion positivo permitiendo el analisis en pequefias muestras de suero atn
en presencia de altas concentraciones de contaminantes lipofilicos. [116]

La medicion de la secrecion de cortisol por el método de isétopo estable se llevéd a cabo mediante la

administracion de cortisol marcado con °C. [117]

Se han desarrollado otros métodos donde se emplea la ionizacién quimica negativa y la formacion
de derivados fluorados, por ejemplo, para determinar los estrogenos estrona, estradiol, estriol y
etinilestradiol en orina empleando hidrdlisis enzimatica de las muestras, extracciones con éter y
determinacion de los derivados pentafluorobenzolil que han demostrado ser superiores a los

derivados de trifluoroacetilo, heptafluorobutilo, pentadecafluorooctanoilo, y perfluorotolilo. [118]

La CG-EM con dilucién de isétopo estable,lha sido el método mas especifico en la determinacion
de esteroides que indican la deficiencia de enzimas en el diagnéstico de desordenes endocrinos. Por
ejemplo, la determinaciéon de 17a-hidroxipregnolona indica la deficiencia de la enzima 3f-
hidroxiesteroide deshidrogenasa que afecta la biosintesis de cortisol, y ocasiona ambigiiedad sexual
en neonatos. Por otro lado, la determinacion de 11-desoxicortisol indica deficiencia de la enzima
11B-hidroxilasa que también ocasiona defectos en la sintesis de cortisol provocando hiperplasia
adrenal congénita que se caracteriza por hiperandrogenismo y en algunos casos por hipertension
arterial. En ambos casos se utilizd como estandar interno un analogo del esteroide a determinar
marcado con deuterio, el cual se pone en equilibrio con la muestra de plasma, se separan por EFS y
se purifican con columnas pequefias de Sephadex LH-20. Se formaron derivados de
heptafluorobutiratos y se analizaron en el modo SIM. Se utiliz6 una columna de silica fundida OV-

1(25m X 0.2 mmded.i. y 0.1 um de espesor de pelicula) y helio como gas acarreador. [119,120]

Desarrollar métodos de rutina por CG-EM para determinar esteroides en plasma ha sido un mayor
reto que para determinar esteroides en orina. Esto se debe a que en plasma hay mayor cantidad de
acidos grasos y los niveles de esteroides son de 10-1000 pg/mL. En el caso de la determinacion de
la 17a-hidroxipregnolona se ha empleado el método de CG-EM con dilucién de isétopo estable.
[119,120]

En el campo de analisis “antidoping” se han estado haciendo esfuerzos por desarrollar métodos que

determinen los bajos niveles de esteroides de abuso, tanto en animales como en humanos.
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Al determinar la relacion de excrecion de (testosterona /epitestosterona) por CG-EM se ha
demostrado que puede producir falsos negativos. Un método mas confiable denominado CG-C-EM-
PI (Cromatografia de gases-Combustién-Espectrometria de masas con proporcién de isétopo)
demostré que la testosterona sintética tiene diferente contenido de '*C que la testosterona endogena,
debido a que los materiales de elaboracién tienen diferente contenido de '*C. Se tomaron muestras
de orina de cinco individuos antes y después de la administracion de enantato de testosterona (ET),
los valores de 8'°C°/00 (6= diferencia de la proporcion de isétopo de carbono entre una muestra y un
estandar internacional) para los androstanedioles ** fueron disminuyendo después de la
administracion de ET, demostrando que hubo ingesta de testosterona sintética. Como estandar
interno se empled pregnanediol debido a que su valor de $*C°/00 no cambia con la administracién
de testosterona sintética. En esta técnica existe una interfase entre el espectrometro de masas y el
cromatdgrafo de gases que consiste de un hornillo de combustion relleno de alambres de cobre. En
el sistema cromatografico se empleé una columna DB17 (50% fenil metil siloxano) que es de
mediana polaridad-debido a que con una DB1que es de polaridad baja no hubo resolucion de dos
compuestos epimeros. La ionizacién en el espectrometro de masas fue por impacto electrénico.
[121,122]

El mismo método se ha empleado para controlar el abuso de andrégenos en animales. [123]

Otro compuesto prohibido por el comité olimpico internacional (COI) y que se ha analizado por
CG-EM es la dehidroepiandrosterona (DHEA), que se consigue facilmente en preparados
farmacéuticos utilizados como terapia de reemplazo en hombres adultos cuando los niveles de
andrégenos disminuyen con la edad. Se ha demostrado que la DHEA es una prehormona que se
biotransforma a potentes androgenos y estrégenos que ejercen efectos favorables en el organismo
como son estimulaciéon de proteccion inmune y cardiovascular, inhibiciéon de carcinogénesis,
disminucion de grasa corporal, aumento de masa muscular. La DHEA se administro a siete sujetos,
las muestras de orina se tomaron antes y después de la administracion. En el sistema cromatografico
se empled helio como gas acarreador, una columna capilar de silica fundida HP-1 (metil silicon de
17m X 0.22 mm de d.i. y 0.11um de espesor de fase estacionaria) para separar los conjugados de
acido glucurénico con temperatura programada. Se utilizé otra columna de 25m para separar los
conjugados totales. En el analizador de cuadrupolo del espectrometro de masas la ionizacion fue por

impacto electronico y el modo de deteccion por SIM. [124]

- .
Principales metabolitos de la testosterona.
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Existen procedimientos mas elaborados que combinan dos técnicas en linea por ejemplo la CG-
C(combustién)-EMRI/CG-P (pirolisis)-EMRI para determinar la absorcion y sintesis de colesterol

en humanos. [125]

Un estudio realizado para determinar nueve andrégenos en orina por CG-EM, se report6 el empleo
de una columna capilar metilica de acero inoxidable que soporta temperaturas mayores a las
habituales. Este tipo de columnas tiene varias ventajas, permiten trabajar con temperaturas elevadas,
mejorando la separacion y la forma de elusién de los picos; se pueden analizar los derivados de
andrégenos directamente sin la necesidad de hidrolizar los conjugados de 4cido glucurénico; se
distinguen compuestos isoméricos con suficiente resolucién; en una sola elucién se pueden
determinar todos los andrégenos principales presentes en la muestra. En este estudio, ademas de la
columna capilar de acero inoxidable MXT-1 (30m X 0.28 mm d.i. X 0.25 pm de espesor de pelicula
de la fase estacionaria con enlaces cruzados de dimetil polisiloxanos), la ionizaci6én fue por impacto
electronico y el tratamiento de los datos ée realiz6 en el modo SIM siendo la deteccion mas
selectiva. La temperatura del horno de la columna fue inicialmente de 300°C durante 4 minutos, y
se aumento en 2°C/min hasta 322°C durante 5 minutos. Temperatura de inyector 330°C. Después de
ser extraidos por EFS, se formaron derivados de metil-trimetilsilil éteres de los andrégenos
conjugados con MSTFA/TMCS (100:1 v/v) a 60°C durante 15 min. Posteriormente los derivados

se introdujeron en el equipo de CG-EM para su determinacion. [126]

Otro interesante estudio es el que se realizo para distinguir los metabolitos de nandrolona de origen
endogeno de los de origen exdgeno por CG-EM. Los metabolitos 19-norandrosterona y 19-
noretiocolanolona se sintetizan naturalmente en el organismo y llegan a alcanzar los niveles que se
establecen como limite por el Comité Olimpico Internacional (COI), que son 2 ng/mL. El estudio
consistio en determinar los metabolitos en su forma libre, en su forma de conjugados glucurénicos y
en su forma de conjugados sulfatados. La determinacion se realizé a jugadores de futbol con altas
concentraciones naturales de estos metabolitos y a voluntarios a los que se les administré 5pug de
nandrolona. De un volumen de 10 mL de orina se extrajeron los metabolitos en su forma libre,
conjugados glucurénicos y conjugados sulfatados. Se empled una cantidad de 6 ng de
Noretiocolanolona marcada con tres atomos de deuterio (19-NE-d3) como estandar interno en cada
extraccion. Las tres fracciones fueron purificadas en un cartucho de EFS de silica y con una
columna semipreparativa de CLAE. A cada uno de los tres residuos finales se les adiciond MSTFA-
TMIS-DTT (1000:5:5 v/v/m) y se calenté a 60°C por 40 min para formar los derivados que

posteriormente se analizaron en un CG-EM equipado con un analizador de cuadrupolo. La
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ionizacion se llevé a cabo por impacto electrénico y el monitoreo fue por SIM. Los resultados
demostraron que la 19-norandrosterona (19-NA) endogena no se detecta en su forma libre; como
glucurdnido la deteccion es muy pequeifia; y como conjugado sulfatado la deteccion es de un 30%.
En cambio la 19-NA exodgena se excreta en su forma de glucurénido en un 100%. La 19-
noretiocolanolona (19-NE) enddgena se detecté en su forma de glucurénido en un 84% y como
sulfato en un 15%. La 19-NE exdgena se detect6 como glucurénido en un 97%. No hubo deteccion
de la forma libre ni del conjugado sulfatado.

Con los resultados mencionados se puede emplear el método para discriminar los metabolitos de la
nandrolona de origen endégeno de los de origen exdgeno, siendo de utilidad en pruebas

“antidoping”. [127]

Para detectar indirectamente undecanoato de testosterona (UT) se observan cambios en un perfil de
esteroides después de su administracién. Directamente se detecta al compuesto sin cambio en
plasma. Utilizando CG-EM y CG-EM-EM % se determin un aumento en la concentracion del
glucurénido de testosterona, que parece ser la sefial mas caracteristica de la ingesta de UT. Estos
estudios son un reto, debido a que algunos individuos muestran una fisiologia mas elevada que otros
y producen relaciones mayores que las establecidas por el COI y el caso contrario es el de
individuos que después de haber ingerido el esteroide, no muestran una relacion mayor a la
establecida [128]. La androstenediona es otro esteroide de abuso para aumentar el desempefio
deportivo e incrementa la relacion T/E (testosterona/epitestosterona) por arriba de los limites

establecidos por el COI [129].

Los esteroides presentes en una especie de arbol denominado Tabernaemontana hilariana de la
familia Apocynaceae, se han determinado por CCF, CG con deteccion de ionizacién de flama y una
variante de la CG-EM que es la CGAR-EM (CG de alta resoluciéon-EM). Esta variante emplea un
detector de masa selectiva con ionizacion de impacto electronico acoplado a un CG con una
columna capilar de silica fundida LM-S (15 m X 0.2 mm de d.i. y 0.2 pm de espesor de pelicula),
empleandose helio como gas acarreador. Estas plantas se han empleado en medicina tradicional en
Brasil por sus propiedades antiparasitarias, alucinégenicas y antimicrobianas. Los esteroides se
aislaron de extractos etandlicos de raiz, corteza, frutas verdes, frutas maduras y semillas del arbol.

[130]

25 ; o 2 y , .
Cromatografia de gases-Espectrometria de masas-Espectrometria de masas. En esta t se pueden emplear en linea dos analizadores de espectrometria
de masas iguales o diferentes.
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Otras variantes de CG-EM son la Pirolisis-CG-EM vy la Pirolisis-metilacion-CG-EM que se han
empleado en la determinacion de esteroides en depdsitos orgénicos que se acumulan durante el
proceso de blanqueado de la pulpa de la madera de Eucalyptus globulus en la industria del papel. La

pirolisis es util para analizar materiales vegetales. [131]

Entre los esteroides que mas se buscan utilizando la técnica de CG-EM para diagnosticar
enfermedades estan el colesterol y el 7-dehidrocolesterol (7-DHC). En el sindrome de Smith-Lemli-
Opitz (SSLO) hay deficiencia en la concentracion de colesterol y un aumento en las
concentraciones de 7-DHC, debido a la deficiencia de la enzima 7-dehidrocolesterol-7-reductasa
que cataliza el paso final de la transformacién del colesterol. Las concentraciones de 7-DHC se
pueden determinar en fluido amniético y células de vello coriénico, pero son métodos invasivos. La
utilizacién de la CG-EM es una alternativa como método no invasivo, pues se determinan los
niveles de 7-DHC en orina de mujeres embarazadas y nifios con SSLO. El diagnéstico de SSLO es
importante debido a que el colesterol ademis de tener ciertas funciones metabdlicas, es precursor de

todas las hormonas esteroidales. [132,133]

El consumo de carne contaminada con esteroides anabélicos ha sido un problema de salud publica.
Estos esteroides se encuentran en niveles de ng/kg de tejido animal, por lo que se han desarrollado
métodos por CG-EM para la deteccion de trazas de estos esteroides en muestras de tejido renal,
muscular, orina, heces fecales y cabello de los animales. La determinacién de estos esteroides se
llevaban a cabo por inmunoanalisis, pero tienen el inconveniente de que detectan un solo compuesto
a la vez, en cambio los métodos por CG-EM con analizador de trampa de iones detectan una amplia
variedad de compuestos en un solo analisis [134]. Uno de los esteroides empleados como promotor
del crecimiento es la B-trembolona que ha sido dificil analizar por CG-EM, por lo que se desarrollé
un método por CG-EM-EM altamente sensible para su cuantificacion. Para el estanozolol que es
otro esteroide promotor del crecimiento y prohibido por la comision médica del COI, se han
desarrollado métodos de CG-EM-EM para su cuantificacién, mejorando su deteccién por formacion
de derivados trimetilsililados con MSTFA-NH4I durante 20 min a 60°C después de su aislamiento
de la matriz bioldgica en la que se encuentra (MSTFA=N-metil-N-trimetilsililtrifluoroacetamida).
[135,136]

Los productos del metabolismo microbiano (Bacillus) de la pregnenolona fueron identificados por
CG-EM. Los bacilos se aislaron de la flora del intestino de un escarabajo acuatico (Agabus affinis).
[137]
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El esteroide acetonido de triamcinolona (ATA) como derivado de acetato tiene las caracteristicas
inherentes para ser detectado por captura de electrones bajo condiciones de EM y ionizacién
quimica negativa con gas metano. Esto se ha utilizado para desarrollar una técnica por CG-EM
altamente sensible y selectiva para medir los niveles de ATA en fluido bronqueo alveolar después
de su inhalacién en pacientes con asma para determinar un patrén de deposicién y estudios cinéticos
in vivo. Otros métodos indirectos que se utilizan no proporcionan exactitud en los patrones de
deposicién del esteroide en tejido pulmonar. Un andlogo del ATA marcado con siete atomos de

deuterio se empleé como estandar interno. [138]

El desarrollo de un método por CG-EM para determinar epimeros (7a y 7B) de la 7-
hidroxihiepiandrosterona (7-OH-DHEA) tiene importancia en el diagnéstico de la enfermedad de
Alzheimer * y cancer de mama, debido a que estos esteroides se han encontrado en niveles altos en
pacientes con Alzheimer, asi como actividad de la 7-hidroxilasa en tejido neoplasico de mama. La
determinacién de estos compuestos se llev6 a cabo en suero y en saliva de pacientes masculinos y
femeninos. El método sustituye a métodos por RIA que no ofrecian resultados confiables. En el
analisis se utilizé una columna capilar de polaridad media (50% fenilsiloxano de fase estacionaria)
de 15m X 0.25 mm y 0.15 pm de espesor de pelicula. La ionizacién se llevé a cabo por impacto

electronico. Los esteroides se determinaron como los derivados de éteres-TMS. [139]

Un interesante estudio para mejorar la crianza de elefantes asiaticos en cautiverio consistio en la
determinacién de la So-androst-2-en-17-ona y el Sa-androst-2-en-178-ol por un método que
involucra la microextraccién en fase solida y la CG-EM. El objetivo del estudio fue determinar
estos analitos en muestras diarias de orina y pronosticar las mejores condiciones de estro %’ en el
ttero y se lleve a cabo la fecundacion del 6vulo. La ventaja del método es que es un método no

invasivo. [140]

h) Cromatografia de liquidos-espectrometria de masas (CL-EM). En CG-EM los esteroides se
pueden transformar en sustancias volatiles y permanecer térmicamente estables por formacion de
derivados, pero esto sugiere un paso adicional en el procedimiento analitico, y algunos tipos de

esteroides como conjugados glucurénicos o sulfatados no se analizan facilmente por estos métodos.

1 Aifirnl
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Proceso atrofico cerebral que se caracteriza por una fase de comienzo (déficit de memoria, desor n i para realizar movimientos)

y una fase de estado (demencia masiva, trastomnos de la orientacion tiempo-espacial y trastomos psicoticos).

27 ; . "
Etapa en la que el endometrio se encuentra con los niveles adecuados de estrogenos para asegurar el desarrollo de un dvulo fecundado.
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En CLAE los analisis se realizan a temperatura ambiente y los compuestos polares y esteroides
conjugados pueden ser analizados sin degradacién.

Cuando se empez6 a desarrollar la técnica de CLAE-EM, el principal problema fue la evaporacion
de la muestra para introducirla al Espectrometro de masas. Una primera técnica para remover la fase
mévil fue el “moving belt” que recibia el eluato de la columna, lo secaba y transportaba los analitos
secos a un sistema de vacio. Este sistema pronto fue desplazado por la interface de “termoespray”
desarrollado en 1983. Después se desarrollaron las interfaces de “electroespray” y el sistema
FAB/LSIMS *® que son los sistemas de ionizacién mas empleados en CLAE-EM. La técnica de
termoespray y la de haz de particula ofrecian poca informacidn estructural y poca sensibilidad. El
desarrollo de Ionizacion a Presion Atmosférica (IPA) vencié estas limitaciones. Los métodos de
ionizacién a presion atmosférica (ionizacién por electroespray y ionizacion quimica a presion
atmosférica) combinados con una nueva generacion de espectrémetros de masas (cuadrupolo
simple, cuadrupolo triple, trampa de iones) han hecho més versatiles los métodos por CLAE-EM y
CLAE-EM-EM. [113,114] |

Ionizacion de la muestra en fase condensada. [114]

1) El sistema de ionizacion por “Termoespray” es un método adecuado para introducir un liquido
en un espectrometro de masas; se emplea cuando se han usado separaciones por CLAE en fase
normal (principalmente cuando la ionizacién es mediante operacion sobre filamento) y puede ser
usado en un modo bifdsico donde la muestra es introducida directamente al espectrometro de masas
o en modo CLAE donde la muestra es separada en una columna antes de introducirse al
Espectrometro de masas.

La técnica consiste en el calentamiento eléctrico de un capilar por donde pasa el liquido, el que es
nebulizado formando finas gotas (denominado spray) por el calentamiento eléctrico del capilar. Las
gotas llegan a una fuente de ionizacién y se vaporizan. Una porcién de este vapor y los iones
producidos en la fuente de iones escapan a un sistema de vacio del analizador a través de un cono
de muestreo, bombeando el remanente de vapor hacia afuera. La formacién de los iones es por
desorcion de las gotas y de las reacciones ion-molécula en la fase gaseosa.

a) La principal forma de ionizacién en la técnica de termoespray es la evaporacion directa del ion
que involucra la evaporacion de los iones en disolucion. La sensibilidad se mejora por la adicion de
una disolucién amortiguadora volatil como acetato de amonio 0.01-0.1 M. La sensibilidad es mejor

cuando predomina la disolucion amotiguadora. Aunque la técnica puede ser usada con 100% de

- Fast Atom Bombardement/Liquid Secondary lon Mass Spectrometry.
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metanol, la sensibilidad es una limitante si el contenido de agua es menor al 20%.

b) Otro tipo de ionizacién en termoespray es por operacion sobre filamento, el cual emplea un
filamento para iniciar la ionizacién quimica. Este proceso es deseable cuando las muestras
contienen disolventes organicos. También es 0til cuando hay presencia de sales como acetato de
amonio. La técnica de espectrometria de masas con termoespray puede ser usada en modo ién
positivo o i6n negativo. En modo i6n positivo se producen iones moleculares MH', pero se han
encontrado iones MNH4" (del disolvente), y los iones MNa" 0 MK" (de las muestras y de los
disolventes). El termoespray en modo i6n negativo es mas util para analizar conjugados de
esteroides debido a la presencia de iones MH'.

Se ha encontrado aplicacion de esta técnica en el analisis de esteroides neutros y conjugados

glucurénidos, pero la sensibilidad obtenida es baja.

2) Sistema de ionizacién por electroespray. En electroespray el flujo del liquido es nebulizado por
aplicacion de un alto potencial al final de un capilar de acero inoxidable por donde pasa el flujo. Se
aplica aire comprimido como la fuente de nebulizacion y el resultado es un espray estable de gotitas
cargadas. Cuando en la formacion de gotas se emplea un gas nebulizador, el método se denomina
ionespray. Las gotas altamente cargadas se evaporan y se produce abundantes iones moleculares
positivos y negativos. En electroespray la ionizacion aparentemente involucra una desorcion idénica
de gotas cuyo tamaiio ha sido reducido por evaporacion del disolvente al pasar por un gradiente de
presion. El electroespray se realiza a temperatura ambiente, por lo que el proceso es mas suave. El
proceso completo de la evaporacion de los iones se lleva a cabo a presion atmosférica y sélo
después de la ionizacioén los iones entran al espectrometro de masas para pasar por una cortina de
gas, la cual previene que moléculas de disolvente y amortiguador entren al analizador de masas. En
este método los flujos son bajos, de 5-10 pL/min. La incorporacién de un gas nebulizador permite
flujos mas altos facilitando el acople directo a CLAE.

La técnica de electroespray se ha aplicado en el analisis de ésteres de testosterona y acetato de
medroxiprogesterona CL-EM-EM (tandem de EM) [141], y de corticosterona en plasma utilizando
el sistema de deteccion SIM [142]. Muchos otros analitos se han determinado mediante esta técnica
de ionizacién por lo que se le ha considerado la técnica de ionizacion por seleccién para analisis por
CL-EM.

La modificacion postcolumna de la fase movil se ha utilizado para mejorar la sensibilidad de la
deteccién en EM. Amonio metabdlico y trietilamina se han usado como modificadores para
promover la desprotonacion de los estrogenos acidos débiles e incrementar la respuesta del EM

operado en el modo i6n negativo y por electroespray.
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3) Una técnica diferente es la nebulizacion térmica, que se emplea para moléculas pequeiias. El
eluato pasa por un nebulizador donde se produce una fina niebla por un propulsor de aire a alta
velocidad (nebulizacién). Un gas auxiliar acarrea las gotas a un tubo de cuarzo calentado que
vaporiza las gotas. El gas se calienta por lo regular a 100°C para evitar degradacion térmica. La
mezcla gaseosa entra a un reactor donde es quimicamente ionizado por iones reactivos producidos
por un elemento de descarga. Las moléculas de analito son ionizadas por transformacién de
protones solvatados en modo idn positivo o por transformacién de protones a dtomos de O2 en el
modo i6n negativo. Los iones producidos pasan a través de una cortina de gas nitrogeno antes de
entrar al espectrometro de masas.

Los sistemas de ionizacion de electroespray, termoespray 'y el nebulizador térmico son usados en
conjunto con analizadores de cuadrupolos del Espectrometro de masas, aunque pueden ser usados
con analizadores de sector magnético. Una desventaja de la ionizacién suave es la poca
fragmentacion, lo cual reduce la especificidad de la técnica como un sistema de deteccion y da poca

informacidn sobre caracteristicas estructurales de compuestos desconocidos

4) Técnica de ionizaciéon FAB (Fast Atom Bombardement) 6 LSIMS (Liquid Secundary Ion Mass
Spectrometry). Este sistema involucra la insercién del analito disuelto en un liquido no volatil como
el glicerol, esta disolucién es bombardeada por 4tomos de Xendn o iones Cesio (Cs") energéticos
resultando en el esparcimiento de la muestra iénica y neutra. Los iones son acelerados de la fuente
de ionizacion al analizador de masas.

Las principales especies idénicas generadas son MH" y MH'". La produccién de iones protonados
se mejora por adicion de acido a la matriz. La complejidad de la quimica en la fase gaseosa y
condensada resulta en la oxidacién y reduccion de especies diferentes a la molécula protonada. La
re;gvién ionica molecular de los espectros de masas por FAB muestra abundancia relativa que refleja
los productos de estos procesos, asi como la contribucién de diferentes variantes isotdpicas.

FAB es un proceso de ionizacion suave, por lo que hay poca descomposicion de las especies

protonadas o desprotonadas.
La separacion de los iones se logra empleando los mismos analizadores que para CG-EM.
También se ha empleado la técnica de “fandem” de espectrometria de masas, que consiste en la

utilizacion de instrumentos con varios analizadores de espectrometria de masas en linea (EM").

El método de CLAE-EM se ha aplicado en diferentes estudios sobre esteroides, por ejemplo,

estudios “antidoping”, estudios de metabolismo, analisis farmacéuticos, monitoreo de
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contaminantes ambientales y seguimiento de sintesis. A continuacién se mencionan algunos de

estos ejemplos.

Se han determinado ésteres de testosterona por CLAE-EM mediante ionizacién por electroespray.
La importancia del método radica en que los ésteres de testosterona son rapidamente hidrolizados a
testosterona después de su administracion oral o parenteral. Por tal motivo las concentraciones de
ésteres de testosterona intacta son muy bajas en plasma, por lo que se tuvieron que formar derivados
polares de los ésteres para poder ser separados por CLAE. El ién molecular y los fragmentos de
iones obtenidos fueron monitoreados por un método desarrollado para detectar esteroides en plasma
llamado SIR (selected-ion-recording). De esta manera los ésteres de testosterona se pudieron
detectar después de su administracién oral o intramuscular, lo cual es importante en pruebas

“antidoping”. [143]

La técnica de CLAE-EM se ha acoplado con la Cromatografia de inmunoafinidad para formar un
sistema de Cromatografia de inmunoafinidad-CLAE-EM (CIA-CLAE-EM), que ha demostrado ser
un importante método en la determinacién de esteroides a bajas concentraciones en matrices
biolégicas complejas. Los anticuerpos soportados sobre la columna de inmunoafinidad permiten el
enriquecimiento del analito favoreciendo al proceso de EM. En lugar de usar gel de sepharosa como
material de soporte en la columna de afinidad, se utiliza un polimero de polihidroxietil metacrilato
(HEMA) que soporta presiones y velocidades de flujo mas grandes. Este método se ha empleado
para determinar los corticosteroides dexametasona y flumetasona después de su administracion en
caballos. La interface de rayo de particula empleada permite la desolvatacion y transporte del soluto

al EM donde seran ionizados electrénica o quimicamente. [144]

Los preparados farmacéuticos que se anuncian y venden por via Internet no siempre cumplen con
normas de calidad. Es el caso de preparados farmacéuticos (shampoo, crema y locién) indicados
para tratamiento de la comezon, enrojecimiento y piel escamada causado por eccema *°, seborrea *°

s s 31
y psoriasis ~.

29 . - = = .
Una de las dermatosis mas frecuentes que se caracteriza por la presencia de vesiculas sobre un fondo eritematoso.

30 .. - . . = . g . 5
Tipo de dermatitis que se caracteriza por el aumento de secrecion de las glandulas sebiceas de la piel. La lesion elemental es la dilatacion de los poros y
cuello de los foliculos polisebiceos con acumulacion de células epidérmicas descamadas, microbacilos y secrecion sebacea.

31 x i ; i ; ) .
Dermatosis crénica caracterizada por la aparicion de placas rojas recubiertas de espesas escamas blancas en todo el cuerpo, predominando en codos,
rodillas y torax. Es frecuente en cuero cabelludo y ufias.
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Mediante analisis por CLAE-EM se encontré que contenian un corticosteroide, el propionato de
clobetazol, clasificado como muy potente, y que no se mencionaba en la etiqueta como principio
activo. El principio activo de la etiqueta era la piritiona de zinc que se usa para el tratamiento de la
caspa y seborrea del cuero cabelludo, pero no para el tratamiento de la psoriasis. Todos los
corticosteroides tienen efectos colaterales que dependen de la potencia del esteroide y del tiempo de
exposicion. Estos esteroides se clasifican como de baja, alta y muy alta potencia. La deteccion se
realizé por CLAE-UV y CLAE-EM y CLAE-EM-EM. [145]

El Estanozolol es un esteroide sintético que se ha empleado para tratar la osteoporosis y la
deficiencia de sintesis de proteinas. También lo han utilizado deportistas para aumentar su
desempeiio, se ha empleado en carreras de caballos y como promotor del crecimiento en ganado
vacuno. Se desarrollé un método por CLAE-EM-EM para determinar estanozolol, que podria
sustituir a métodos por CG-EM que tenian ciertos inconvenientes como la dificultad para formar
derivados y la adsorcion de las muestras en las partes del inyector. Se llevé a cabo la deteccion de
los extractos sin formacion de derivados mostrando extensa fragmentacién. La deteccion del 16p-

hidroxiestanozolol mostré aceptable reproducibilidad. [146]

Se ha desarrollado un método para determinar simultineamente nueve corticosteroides en muestras
de orina por CLAE-EM (ionizacion por electroespray), teniendo ventajas sobre otros métodos como
son CG-EM, debido a que los corticosteroides son termolabiles y al formar derivados se pierde
calidad en la informacion. Estos esteroides se han empleado para aumentar el desempeiio fisico de
atletas. El analisis de corticosteroides presentd dificultades con otros métodos, por ejemplo, las
bajas concentraciones al momento del analisis debido a su corto tiempo de vida media en plasmay
orina. El espectro de masas obtenido en el modo i6n negativo identifica y confirma la presencia de
los corticosteroides en orina. Con este método se pueden evitar errores en los resultados como los

obtenidos por el método de ELISA. [147]

La técnica de ionizacion por electroespray se ha vuelto la mas comin (junto con ionizacién quimica
a presion atmosférica) para analizar esteroides no volatiles y polares por CLAE-EM. La técnica
depende de la capacidad de la molécula para convertirse en i6n positivo o negativo, lo cual a su vez
depende de la composicion de la fase movil, pH, presencia de aditivos y tipo de muestra. Se ha
demostrado que la adicion de éacidos organicos voldtiles (acido férmico, acido acético y acido
trifluoroacético) en concentraciones trazas a la fase mévil, aumenta la sefial de respuesta en el

analisis de ergosteroides. También la adicion postcolumna de sales de plata incrementd la
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sensibilidad de estos compuestos. [148]

En los métodos por CLAE-EM para determinar esteroides como contaminantes en muestras de agua
y suelos, es muy importante la limpieza de la muestra. Se han desarrollado métodos novedosos que
incluyen un procedimiento de limpieza en linea con el sistema de CLAE-EM. El método consiste en
un sistema de dos precolumnas conectadas en linea “column switching”. Las precolumnas estan
empacadas con un material denominado “material de acceso restringido” (MAR) que combinan los
procesos de separacion por exclusion de tamafio y separacion por retencion en fase reversa. El
término acceso restringido indica el acceso limitado de los componentes de la matriz por barreras de
difusion fisica (diametro de poro pequeiio) y barreras de difusion quimicas (fase quimicamente

unida). [149]

Se ha investigado la reacciéon de glucuronidacién in vivo del 24,25-dihidroxivitamina D;. Los
monoglucurénidos formados se identificaron mediante CLAE y CLAE-EM, empleando como
estandares de referencia tres isomeros de posicién del metabolito y para realizar la hidrélisis
enzimética se utilizd la enzima B-glucuronidasa. La 24,25-dihidroxivitamina D; es uno de los
principales metabolitos de la vitamina D;, que es responsable del incremento del volumen dseo y
fuerza mecanica sin hipercalcemia a dosis farmacolégicas. La vitamina D; y sus derivados naturales
y sintéticos también se han analizado por CLAE-EM, CLAE-EM-EM, y combinaciones de CLAE-
EM con CG-EM debido a su importancia como agentes calcémicos y como agentes terapéuticos en

la prevencion y tratamiento del cancer de prostata. [150,151]

Se ha determinado el colesterol total en suero empleando CLAE-EM y el método de dilucién de
isétopo [152]. Los metabolitos oxidados del colesterol se han determinado por CL-FR. Después de
una ionizaciébn quimica a presion atmosférica (electroespray), los iones se separaron en un
analizador de trampa de iones. En este estudio se buscé optimizar la sensibilidad modificando en el

analizador la temperatura del nebulizador y el voltaje aplicado al electrodo en forma de anillo. [153]

Se han desarrollado métodos en donde se conjuntan CLAE y varios sistemas de deteccion en linea,
como es el caso de la caracterizacion espectroscopica e identificacion de ecdisteroides en extractos
de plantas. La separacion se llevo a cabo por CLAE. Como sistema de deteccion se utilizdé una
combinacion de arreglo de diodos UV, RMN-H, IR-TF y EMTV. La combinacién de los datos

espectroscopicos permitié la completa caracterizacion estructural de estos compuestos. [154]
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V) Otros métodos.

a) Polarografia. Es un método electroquimico de analisis, que se fundamenta en la medida del flujo
de corriente que se produce por la electrélisis de una disolucion en un microelectrodo polarizable en
funcion del voltaje aplicado. La grafica obtenida se denomina polarograma y proporciona
informacion cualitativa y cuantitativa de sustancias que se pueden reducir y oxidar. En la
polarografia de corriente directa, el microelectrodo es un electrodo de gota de mercurio que tiene un
flujo de pequefias gotas de mercurio de tamafio reproducible que caen lentamente desde el orificio
de un tubo capilar conectado a un depdsito de mercurio.

Se desarré un método polarografico, rapido y sensible para la determinacién de estradiol y de
estriol. El método consistié6 de una reaccién de nitracién controlada usando una disolucién de
nitrato de sodio 0.4 M en un bafio de agua a 100°C durante 30 min. El analito nitrado se determina
directamente en la mezcla de reaccion por polarografia. Debido a la fuerte capacidad de adsorcién
de los compuestos nitrados, la sensibilidad en este método es extremadamente alta. Los limites de
deteccion son del orden de 6 X 10® mol/L para el estradiol y de 4 X 10" mol/L para el estriol. Este

procedimiento se aplic6 en la determinacion de estriol en orina de mujeres embarazadas. [155]

b) Anilisis por inyeccion de flujo (AIF), también llamado FIA de sus siglas en inglés (Flow
Injection Assay), es otro método de andlisis que se ha empleado para determinar esteroides. Es un
procedimiento analitico de flujo continuo, es decir, se mide la concentracién del analito sin detener
el flujo del gas 6 liquido en el que estd contenido. La muestra liquida se inyecta dentro de otro
liquido que funciona como portador sin que exista una division de este por burbujas de aire ni ciclos
de lavado. La muestra inyectada es transportada a lo largo del sistema hasta un detector que
continuamente registra una sefial proporcional a la concentracién. A pesar de que tiene ciertas
ventajas con respecto a otros métodos (los tiempos de anélisis son mas cortos, los costos son
menores y se pueden automatizar) se han reportado pocos estudios de esteroides por este método.
[156]

Uno de estos estudios que se ha reportado, ha sido el acoplamiento de la técnica de ELISA
competitivo en un sistema de andlisis por inyeccién de flujo para determinar el esteroide
denominado budesonide ** en muestras de plasma. La limpieza de las muestras se llevé a cabo

mediante extraccion en fase sélida y cromatografia de liquidos. El marcador enziméatico fue la

El Budesonide también llamado Budesonida es un corticosteroide que se emplea como ico lérgico, antiinfl 10 y descongestivo nasal.
Es un esteroide no halogenado con alta afinidad por el receptor de glucocorticoides y 200 veces mas potente que la hidrocortisona, lo que le proporciona
su actividad antiinflamatona.
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fosfatasa alcalina que reaccioné con el p-aminofenil fosfato para producir p-aminofenol. El p-
aminofenol se detectd electroquimicamente empleando un electrodo de carbén de vidrio a 250 mV
y como referencia un electrodo de calomel saturado (Ag/AgCl). El esteroide se cuantificé en las
muestras de plasma por debajo de una concentracién de 10pM (picomolar 10"? mol/L). La
importancia del budesonide es que tiene menos efectos adversos con respecto a otros

corticosteroides convencionales. [157]

El desarrollo de estos sistemas de inyeccion de flujo a los que se les han incorporado reacciones
inmunoquimicas para determinar esteroides se pueden automatizar con mayor facilidad, con la
posibilidad de emplear diferentes sistemas de deteccion. Por ejemplo, se ha utilizado una técnica de
reaccion enzimatica postcolumna para determinar cortisol y budesénidos. Se emplea una columna
de afinidad a la que se le han fijado anticuerpos afines al complejo esteroide-proteina (hapteno).
Cuando se satura la columna, los analitos no enlazados pasan a través de ella y reaccionan
enzimaticamente en un sistema de reaccion 'postcolumna. El producto de la reaccién enzimatica se
detectd por amperometria. En otros casos la deteccién fue por fluorometria. En este método no es
necesario lavar la columna de los residuos acumulados, acortando los tiempos de analisis y
aumentanto el tiempo de vida media de la columna. Es importante mencionar que este método

permitid analizar hasta 20 muestras por hora, incluyendo la reaccion enzimatica postcolumna. [158]

Los métodos automatizados por AIF son muy versitiles en cuanto al nimero de muestras que se
pueden procesar, un ejemplo es el método AIF automatizado para determinar cortisona,
hidrocortisona, dexametasona, prednisolona, metilprednisolona, progesterona, corticosterona,
testosterona y betametasona. El método emplea un sistema de deteccion quimioluminométrico que
se basa en la sensibilidad de cada esteroide en una reaccion quimioluminégena con sulfito de Cerio
IV. Este método permitié medir méas de 100 muestras por hora y puede ser usado para pruebas de

uniformidad de contenido en la industria farmacéutica. [159]

Una variante en el estudio de los esteroides por AIF, es la de utilizar estos compuestos para
aumentar la sensibilidad en reacciones quimioluminicentes y obtener asi, efectivos sistemas de
deteccion. Con este método se puede detectar la reaccion de oxidacion entre sulfito de cerio IV y
iones bromato para detectar la cantidad de iones bromato presentes en muestras de agua, este ion es

toxico y se ha clasificado como carcinégeno para el ser humano. [160]
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CONCLUSIONES.

La importancia de analizar esteroides se debe a sus multiples funciones en los seres vivos (animales,
vegetales o microorganismos), estas funciones resultan esenciales para la regulaciéon de su
metabolismo y de su desarrollo, si no existieran los esteroides, la regulacién de estos procesos
vitales seria dificil. Por tal motivo se han desarrollado diversos métodos analiticos para su
determinacion, aplicando los avances de la ciencia y la tecnologia, lo cual se pone de manifiesto por
el gran nimero de articulos que se han publicado en cuanto al anélisis de esteroides, indicando la
importancia que tiene para los cientificos la determinacion de estos compuestos en el campo clinico,

sintesis de anticancerigenos, monitoreos ambientales, pruebas “antidoping”, etc.

Uno de los avances que se ha logrado en el andlisis de esteroides es el desarrollo de técnicas para el
tratamiento previo de las muestras. Materiales especiales como los PIM (polimeros de inclusién
molecular), MAR (materiales de acceso reétringido) y materiales de inmunoafinidad son los mas
utiles para este fin. Por lo tanto, la busqueda de esteroides no se ha limitado solo a fluidos
bioldgicos sino también en muestras ambientales como son lodos, polvos y aguas residuales donde

pueden existir estos analitos y han provocado efectos mutagénicos en la fauna.

Los métodos inmunoldgicos han mejorado el procedimiento de determinacion, en cuanto al modo
de evitar reacciones cruzadas y tener métodos mas precisos, para esto ha sido importante el
desarrollo de métodos que utilizan anticuerpos policlonales altamente especificos y anticuerpos
monoclonales que reconocen especificamente una regién del analito que se esta investigando.
También se ha evitado el empleo de compuestos radioactivos, sustituyendo a estos por diferentes
tipos de enzimas, disminuyendo de esta manera los residuos contaminantes y los costos del proceso.
Los métodos inmunoldgicos se han acoplado a métodos de Cromatografia de liquidos de alta
resolucion (CLAE) y de inyeccion de flujo (AIF) automatizados, obteniéndose métodos altamente

especificos.

Dentro de los métodos que se han desarrollado para el analisis de esteroides, estan los que se basan
en la electroforesis capilar, los cuales han resultado efectivos en cuanto al nimero de muestras que
se pueden analizar por tiempo, su rapidez en la obtencion de resultados, volimenes pequefios de
disolventes y de muestra, lo cual involucra una disminucién de los desechos y por lo tanto,

disminucion de los costos.
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Los métodos mas utilizados en la investigacion y el analisis de esteroides son los métodos
cromatograficos. Los aspectos mas relevantes en CLAE y CLAE-EM son los siguientes, e indican

que se ha trabajado e investigado para mejorar los métodos ya existentes:

¢ Fluidos supercriticos y agua supercalentada utilizados como fase movil.

e Polimeros de inclusion molecular y materiales de acceso restringido como materiales de
empaque en pequefias columnas de extraccion en fase sélida y columnas cromatogréaficas de
CLAE. Estos materiales han permitido el empleo de precolumnas en linea “column-
switching” para analisis en CLAE-EM.

¢ El empleo de columnas a base de Zirconio en lugar de silice como soporte.

e El empleo de detectores en linea (EM, RMN, IR y UV)

¢ La busqueda de disolventes menos toxicos para el analista y el medio ambiente.

e El desarrollo de métodos por CLAE-?EM" ha mejorado la sensibilidad de la técnica.

e El método de dilucion de isétopo estable es muy empleado en CLAE-EM.

En CG y en CG-EM, se ha mejorado en los siguientes aspectos:
e La ionizacién de los derivados formados para producir resultados confiables.
e Se han fabricado columnas metélicas para trabajar a temperaturas mas altas a las habituales,
mejorando asi la separacion y la forma de las bandas de elucion.
e La CG-EM se ha mejorado desarrollando métodos de CG-EM", los cuales se han aplicado
en estudios “antidoping” y diagndstico clinico.
e El desarrollo de métodos que incluyen pirolisis y CG-EM es otro avance, aunque sea una

técnica que involucre un proceso mas elaborado.

Se ha llevado a cabo el desarrollo de otras técnicas que son menos utilizados en el analisis de
esteroides, estos métodos (polarografia, analisis por inyeccion de flujo) indican la preocupacién por
tener mas herramientas utiles en la determinacion de estos compuestos tan importantes. La técnica
de AIF podria tener mas aplicacion que la polarografia, debido a que se pueden obtener resultados
en tiempos cortos y se pueden crear procesos automatizados, lo cual es importante en los anélisis

clinicos, la industria farmacéutica y la industria alimenticia.
Como conclusiones finales cabe sefialar dos aspectos importantes de la investigacion bibliografica:

1) La importancia que tienen las técnicas cromatograficas para cualquier tipo de analisis. Tal es la
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sensibilidad que pueden tener estos instrumentos que es una de las principales herramientas con la
que se han equipado las sondas espaciales en sus misiones al planeta Marte para analizar el suelo y

subsuelo marciano tratando de encontrar evidencia de material biologico, por ejemplo, aminoacidos.

2) Y la importancia que tiene la determinacion de esteroides por cualquier método. La investigacion
en el analisis de esteroides ha llegado al grado de utilizarlos en terapias para prolongar la vida de los
organismos, actuando de alguna manera en la elongacion de los telémeros de los cromosomas, es

decir, se trata de utilizar a los esteroides como una especie de elixir de la vida.
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