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RESUMEN

El presente trabajo muestra el desarrollo, la optimizacion y validacion de un método analitico
basado en Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién (CLAR), para la cuantificacion de
17 B-Estradiol y Progesterona de formulaciones de microesferas de Estradiol y Progesterona.

Inicialmente se contaba con un método analitico por CLAR para la cuantificacion de 7 -
Estradiol y Progesterona, el cual utilizaba una columna Sinergy Hydro RP 4.0 x 20 mm de 2
um de tamafio de particula, una precolumna Security Guard C;g 3.0 x 4.0 mm, una fase movil
compuesta de 25 partes de acetonitrilo HPLC, 60 partes de agua HPLC y 15 partes de alcohol
isopropilico HPLC, un flujo de 2 mL/min y utilizaba un sistema de deteccion por
Fluorescencia a 280 nm de excitacion — 305 nm de emision para el B7 -Estradiol y
deteccion por UV a 256 nm para la Progesterona.

Considerando que el método present6d limitaciones en cuanto a la resolucién entre el 17
B-Estradiol y algunos elementos del vehiculo de la formulacion, se desarrollo un método
analitico, el cual consta de una columna cromatografica Phenomenex Phenyl — Hexyl 2.0 x
50 mm de 3um de tamafio de particula, una fase movil compuesta de 30 partes de acetonitrilo
y 70 de agua HPLC, un flujo de 0.65 mL/min y una precolumna Phenomenex Pheny Hexyl,
un sistema de deteccion por U.V. a 254 nm para la cuantificacion de la Progesterona y un
sistema de deteccion por Fluorescencia a 280 nm de excitacion y 305 nm de emision para la
cuantificacion del 17 B-Estradiol, para cuantificar niveles de concentracion de 2 a 800 ng/mL
para el 17 B-Estradiol y de 20 a 8000 ng/mL para la Progesterona.

El método cromatogréfico, se valido demostrandose que es especifico, lineal, exacto y
preciso, por lo que se emplea para el analisis de muestras de 17 B-Estradiol y Progesterona.



INTRODUCCION
Antecedentes

En la actualidad el desarrollo de nuevas tecnologias le ha proporcionado al ser humano un
numero mayor de conocimientos sobre el origen y accion de las enfermedades, permitiéndole
desarrollar soluciones alternativas para combatirlas y ampliar sus expectativas de vida.

Estas alternativas han sido dirigidas principalmente al desarrollo de nuevas técnicas
quirdrgicas, técnicas de diagnostico, técnicas de terapia y asi como al desarrollo de nuevos
medicamentos y formas farmacéuticas.

En los dltimos afios, el desarrollo de nuevos medicamentos es una de las tendencias méas
importantes dentro de la industria farmaceutica, asi como el desarrollo de nuevas formas
farmacéuticas, entre las cuales se encuentran las formas farmacéuticas de liberacion
modificada, las cuales presentan ventajas terapéuticas sobre las formas farmacéuticas
convencionales, ya que permite un mejor control en cuanto a la liberacion del o los principios
activos.

Dentro del desarrollo farmacéutico una de las pruebas fisicoquimicas importantes para
evaluar una nueva forma farmacéutica, es la prueba de disolucion, la cual permite determinar
la cinética de liberacion del farmaco y con ello realizar modificaciones durante el desarrollo,
si asi se requiere.

Para ello, es necesario, contar con un método analitico capaz de cuantificar de manera eficaz
y confiable el principio activo en las muestras de la prueba de disolucion.

Por lo anterior, se desarrollo el presente trabajo cuyos objetivos son los siguientes:
Objetivo:

Desarrollar un método analitico selectivo y especifico para la cuantificacion de Estradiol y
Progesterona.

Validar el Método Analitico mediante la evaluacion de los siguientes parametros: linealidad,
precision, exactitud, especificidad y estabilidad.




GENERALIDADES
Hormonas Esteroideas (1, 9 — 13, 19 — 22, 26)

Una hormona es una sustancia quimica secretada por un grupo de células que ejerce un
efecto fisioldgico sobre el control de otras células de la economia corporal.

Las hormonas esteroides se producen en células especificas de los testiculos, la corteza
adrenal, ovarios y placenta. Los testiculos son los encargados de secretar, principalmente,
testosterona, la corteza adrenal produce la aldosterona, cortisol y la dehidroepiandrosterona
(DHEA), los ovarios producen los estrégenos que engloban el estradiol, 4-androsteno-3, 17-
diona y la Progesterona,

La produccion controlada y ciclica de estrégenos y progestagenos es exclusiva del ovario.
Los estrogenos y los progestagenos son hormonas endogenas que producen gran variedad de
efectos fisiologicos. En el caso de las mujeres, dichos efectos comprenden acciones
vinculadas con el desarrollo, efectos neuroendocrinos involucrados en el control de la
ovulacion, preparacion ciclica de las vias de reproduccion para la fecundacion e
implantacion, y los principales efectos sobre el metabolismo de los minerales, los
carbohidratos, las proteinas y los lipidos.

El estr6geno natural méas potente en seres humanos es g 17 -estradiol, seguido por la
estrona y el estriol. Cada una de esas moléculas es un esteroide de 18 carbonos, que contiene
un anillo fendlico A (un anillo aromatico con un grupo hidroxilo en el carbono 3), y un grupo
B-hidroxilo o cetona en la posicion 17 del anillo D. El anillo fenolico A es la principal
caracteristica estructural, de la cual depende la unién selectiva y de la alta afinidad a los
receptores de estrégenos

ESTRADIOL
NOMBRE GENERICO: Estradiol
NOMBRE QUIMICO(1): Estra-1,3,5(10)-trieno-3,17-diol (17R)-
Estra-1,3,5(10)-trieno-3,17R-diol
FORMULA DESARROLLADA:

OH

Figura No. 1 Estructura desarrollada del Estradiol
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FORMULA CONDENSADA: C,sH,,0,

18" 24
PESO MOLECULAR: 272.39 g/mol,
DESCRIPCION : Cristales higroscopicos o polvo cristalino blanco

o blanco cremoso.

SOLUBILIDAD : Practicamente insoluble en agua; soluble en 28
partes de etanol, en 17 de acetona, en 435 de cloroformo
y en 150 de éter; soluble en dioxano y soluciones de
hidroxidos alcalinos.

INTERVALO DE FUSION: El Estradiol funde entre los 173°C y los 179°C.

CONSTANTE DE

DISOCIACION: El valor de pka aparente, determinado por
espectrofotometria, para el grupo OH fendlico es de
10.30 £ 0.10

ROTACION ESPECIFICA: La rotacion especifica del p17 -Estradiol se
encuentra entre +73° y +83° determinada en una
solucion con 10 mg/ml de dioxano.

POLIMORFISMO: Con base en los patrones de difraccion de rayos

X'y espectroscopia de infrarrojo, se han encontrado 4
formas cristalinas (de la A a la D) y una forma amorfa
del 17 B-Estradiol, las cuales sufren transformaciones
entre si al ser sometidas a calentamiento y/o agitacion
mecénica.
Una propiedad notable del Estradiol es la tendencia a
adquirir la forma hemihidratada (forma A), la cual se
obtiene a partir de soluciones acuosas, acetato de etilo,
cloroformo y etanol absoluto.

FORMAC— FORMAfl‘_FORM B

FORMA
AMORFA FORMA A

Esquema de Transformaciones de los Polimorfos del Estradiol

ESPECTROSCOPIA

ULTRAVIOLETA: El 17 B-Estradiol, en una solucion metanol-agua
2% (v/v), presenta méaximos de absorcion a 221 nm
(A19% 1cm=289) y 281 nm (A19 1cm= 75), con un hombro a
278 nm.
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Figura No. 2 Espectro Ultravioleta del Estradiol en solucién metanol-agua 2% (v/v) (35)

SINTESIS:

Los estrogenos se sintetizan principalmente en el
ovario, concretamente en los foliculos y el cuerpo luteo
del ovario y en la placenta, aunque también son
secretados en pequefias proporciones por los testiculos.
Durante el segundo y tercer trimestre del embarazo estas
se producen en grandes cantidades. El ovario secreta el
estradiol que es la hormona que se produce en mayor
proporcion 'y es el estrogeno de mayor actividad
bioldgica, asi como la estrona. La placenta por su parte
produce a su vez estos mismos esteroides, pero ademas
secreta el estriol, estrégeno que se produce mas
abundantemente durante la gestacion. Los estrogenos:
estrona, estradiol y estriol, son de estructura esteroide,
con la caracteristica del anillo A derivado de las
bencenogonadotropinas y el AMPc. Los estrogenos
también incrementan la actividad de la enzima de
desintegracion de la cadena lateral del colesterol y
facilitan el transporte del colesterol (el precursor de
todos los esteroides) hacia las mitocondrias de células
que sintetizan esteroides.

Las hormonas esteroides provienen y estan
relacionadas estructural y bioquimicamente con el
colesterol, el cual es proporcionado por las lipoproteinas
circulantes (LDL-colesterol), sintetizadas en el interior
de las células a partir de la Acetil-CoA, o por hidrolisis
de los ésteres de colesterol mediante la colesterol
esterasa.

La biosintesis de las hormonas esteroides
comienza por la escision de la cadena lateral del
colesterol dando como resultado la pregnenolona, el




colesterol es introducido al interior de la mitocondria
mediante un transportador especifico dénde sufre un
proceso de hidroxilacion en las posiciones 20 y 22 por
una monooxigenasa la cual posee un citocromo Pysp en
Su grupo prostético, por ultimo, interviene la accion de
una desmolasa la cual extrae un resto de aldehido
isocaproico. Esta etapa se considera limitrofe en la
biosintesis de hormonas esteroides, llegando incluso a
actuar la pregnenolona como retroinhibidor de la
hidroxilacion del colesterol.

A partir de androstenediona o testosterona como
precursores inmediatos se lleva acabo una reaccion de
aromatizacién del anillo A, y ésta es catalizada en tres
pasos por un complejo de enzima monooxigenasa
(aromatasa) que utiliza la forma reducida NADPH vy
oxigeno molecular como co-sustratos

En la primera etapa de esta reaccion, el C19 (el
grupo metilo angular situado en C10 del precursor
androgeno) es hidroxilado. Una segunda hidroxilacion
da como resultado la eliminacion del grupo
hidroximetilo del C19 recientemente formado y una
hidroxilacion final en C2 da un intermediario inestable
que sufre un reordenamiento y forma el anillo fendlico
A. La reaccion total consume 3 moléculas de oxigeno y
tres moléculas de NADPH
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Figura No. 3 Ruta biosintética de los Estrogenos y Progestagenos a partir de Colesterol
Tomada de la ruta 17 - ciclo del colesterol y de los esteroides - psicobiologia net. (22)

La actividad de la aromatasa reside dentro de una
glucoproteina  transmembrana  (familia P450 de
monooxigenasas; Nebert y Gonzalez, 1987; Corbin y
col.,, 1988); también es esencial una flavoproteina
omnipresente, la NADPH-citocromo P50 reductasa.

FARMACOLOGIA CLINICA: Los estrogenos actdan sobre el desarrollo,
mantenimiento y funciones de los 6rganos reproductores
femeninos, los ciclos de actividad sexual y las
caracteristicas sexuales secundarias femeninas




Los estrogenos tienen acciones promotoras del
crecimiento sobre las células del Utero, vagina, glandula
mamaria y sobre los foliculos de Graaf del ovario,
favoreciendo e induciendo en el Utero el desarrollo
estrémico y el crecimiento de los conductos en la mama,
asi como la sintesis de receptores de progesterona que
son necesarios para que éstos tejidos respondan a la
misma, causan la fase de crecimiento acelerado y el
cierre de las epifisis de los huesos largos que se presenta
en la pubertad, pero ademas, tienen efectos metabdlicos
generales en todo el cuerpo tales como el aumento de la
lipogénesis en el tejido adiposo que podria ser un
marcador de diferencia en la forma corporal y
distribucion de grasas en las mujeres (acumulacion de
grasa alrededor de las caderas y mamas). Altas
cantidades estimulan el desarrollo de pigmentacion en
piel, principalmente en las regiones de pezones, areolas
y genitales.

Cuando la produccion de estrogeno esta
coordinada con la produccién de progesterona durante el
ciclo menstrual, se presentan periodos regulares de
sangrado y eliminacion del recubrimiento endometrial.

Los estrogenos, parecen provocar en parte el
mantenimiento de la estructura normal de la piel y vasos
sanguineos en mujeres, disminuyen el indice de
resorcion de hueso al antagonizar el efecto de la
hormona paratiroidea (PTH); pero no estimulan la
formacion de dicho hueso, tienen efectos importantes en
la absorcion intestinal, ya que reducen la movilidad de
este organo. Ademas de estimular la sintesis de enzimas
que causan crecimiento uterino, alteran la produccién y
actividad de muchas otras enzimas en el cuerpo,
aumentan la sintesis de proteinas de fijacion y transporte
en el higado.

Los estrégenos pueden incrementar la
coagulabilidad de la sangre, disminuyen la oxidacion a
cetonas de los lipidos del tejido adiposo e incrementan
la sintesis de triacilgliceroles. Las alteraciones en la
composicién de los lipidos del plasma provocados por
estrégenos incluyen: aumento en las lipoproteinas de
alta densidad (HDL, del inglés high density lipoprotein),
discreta reduccion en las lipoproteinas de baja densidad
(LDL, del inglés low density lipoprotein) y reduccién en
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MECANISMO DE
ACCION/EFECTO:

los valores de colesterol plasmatico. Aumentan los
valores de triacilgliceroles plasmaticos lo mismo que los
depdsitos de grasas.

Los estrégenos solos disminuyen ligeramente las
concentraciones de glucosa e insulina en ayuno (Barrett,
Connor y Laakso, 1990), pero esto no parece tener
acciones importantes sobre el metabolismo de
carbohidratos

El estradiol (E2) es quizas el producto secretor
més importante del ovario debido a su potencia
bioldgica y diversos efectos fisioldgicos en los tejidos
blanco periféricos. Las concentraciones plasmaticas de
estradiol durante la primera mitad de la fase folicular
son bajas, en general menores de 50 pg/mL (0.18
mmol). Alrededor de una semana antes del surgimiento
de la gonadotropina a mitad del ciclo, las
concentraciones de estradiol empiezan a crecer con
rapidez y se obtienen valores méximos de casi 200 a 300
pg/mL (0.73 a 1.1 nmol/L) en el dia que precede al pico
de la hormona luteinizante (LH) o, con menor
frecuencia, el mismo dia. La elevacion en las cifras de
estradiol plasmatico, se correlaciona de manera estrecha
con el aumento del tamafio del foliculo preovulatorio.
Después del pico de LH, los valores de estradiol sérico
caen con rapidez durante varios dias. Existe un
incremento secundario en los valores de estradiol
plasmatico que alcanza un maximo en la porcién media
de la fase luteinica, lo cual refleja la secrecion de
estrégeno por el cuerpo luteo. Los patrones plasmaticos
de estrona durante el ciclo menstrual son similares a los
del estradiol, pero los cambios en las concentraciones
son menores que los de este Gltimo; asi, la proporcion de
estrona y estradiol varia a través del ciclo. La
proporcién es mayor en el momento de la menstruacion,
cuando la secreciéon de estradiol es minima, mientras
que es menor en el periodo preovulatorio, cuando la
secrecion de estradiol es maxima. En tanto que la mayor
parte del estradiol de la circulacion periférica es el
resultado directo de la secrecion ovérica, una parte
importante de la estrona circulante proviene del estradiol
y de la conversion periférica de androstenediona.

Se cree que los estrogenos, al igual que otras
hormonas esteroides, actian por medio de regulacion de
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la expresion de genes. Los receptores de estrogenos se
encuentran en las vias reproductoras femeninas, mamas,
la hipofisis, el hipotalamo, hueso, higado y otros
drganos, asi como en diversos tejidos en varones.

El receptor interactta con secuencias de
nucledtido especificas denominadas elementos de
reaccion a estrogenos (ERE) presentes en genes
precondicionados, y esta interaccidn incrementa, 0 en
algunas situaciones disminuye, la transcripcién de genes
regulados por hormonas. Ademas de los elementos de
reaccién a estrogenos, muchos genes con capacidad de
respuesta a estrogenos contienen elementos que median
las acciones de otros factores reguladores. Esto puede
proporcionar un mecanismo mediante el cual las sefiales
provenientes de estrogenos Yy otros compuestos
convergen en sitios gendmicos comunes para integrar
respuestas celulares a maltiples estimulos.

Los estrogenos, como otras hormonas
esteroideas, actlan regulando la transcripcion de un
numero de limitado de genes. Estos circulan en la sangre
en asociacion con la albumina y la globulina fijadora de
hormonas sexuales, estas se difunden en forma pasiva a
través de las membranas celulares, se distribuyen en las
celulas y finalmente se fijan a proteinas receptoras
citoplasmaticas de gran especificidad distribuidas en las
células del aparato reproductor femenino, de la mama,
de la hipdfisis y del hipétalamo. La principal
caracteristica estructural responsable de la alta afinidad
especifica de los receptores de estrdgenos esta dada por
el anillo fendlico A.

Estos complejos  estrogeno-proteina  son
transportados al ndcleo, donde se une de forma
definitiva a receptores de estrégenos en el ADN
regulando la sintesis proteica merced a la activacion de
la ARN-polimerasa. Como resultado de la interaccion,
aumenta la sintesis de ARNm y de diversas proteinas
especificas, aumenta la sintesis de ADN y ARN,
reducen la liberacion de la hormona liberadora de
gonadotropina (GnRH) del hipotalamo, que trae como
consecuencia una reduccion en la liberacion de la
hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona
luteinizante (LH) de la pituitaria.
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ABSORCION:

UNION A PROTEINAS:

METABOLISMO:

Los estrogenos utilizados para terapia, se absorben
facilmente a través de la piel, mucosas, membranas y el
tracto gastrointestinal. Cuando son administrados para
accion local, la absorcion observada a menudo es
suficiente para obtener efectos sistémicos. La absorcion
del estradiol y sus derivados por el tracto
gastrointestinal es rapida y completa.

Cuando se liberan hacia la circulacion los esteroides,
estos se unen a las proteinas plasmaticas. El estradiol se
fija con avidez a la globulina de transporte llamada,
globulina fijadora de hormona sexual (SHBG, del inglés
sex hormone binding globulin) y se une con menor
afinidad a la albumina, a pesar de que esta molécula es
mayor en plasma.

Los valores son dos veces mas altos en mujeres que en
hombres. Las proporciones de estradiol libre y unido no
varian de modo significativo durante el ciclo menstrual;
sin embargo, las diferencias en la union pueden tener
importancia clinica después de la menopausia 0 en
mujeres con funcion ovarica anormal relacionada con
exceso de andrdgenos.

El estradiol se une a la globulina fijadora de 17
B-Estradiol en el plasma circulante, no siendo asi en el
caso de la estrona y el estriol que solo se une
débilmente. El estradiol presenta un complejo
metabolismo en los tejidos periféricos y en el higado
que comprende una oxidacion reversible a estrona y una
hidroxilacion irreversible en C-2 y C-16.

En el higado se lleva acabo la interconversion
entre la estrona y el estradiol, catalizada por la 17-
hidroxiesteroide deshidrogenasa, la cual se sirve de los
nucledtidos de pirimidina como cofactores. Los
metabolitos reducidos se conjugan por los grupos
hidroxilo en forma de sulfatos o de glucuronatos que son
precisamente los que circulan en la sangre y los que mas
rdpidamente van a ser excretados por la orina oxidando
el estradiol de forma reversible a estrona, ambos
estrégenos pueden ser convertidos en estriol y una
proporcion en forma de conjugados, en particular
sulfatos, que son excretados por el rifion.

Aproximadamente la quinta parte de estos

productos conjugados es eliminada en la bilis, y
cantidades menores pasan a la orina.
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USOS CLINICOS:

EFECTOS ADVERSOS:

El higado también combina los estr6genos en
forma labil para formar la denominada estroproteina;
que es principalmente en esta forma como circulan los
estrégenos en los liquidos extracelulares.

Los esteroides estrogénicos Yy progestagenos
aparecen rapidamente en la bilis en sus formas
conjugadas entrando en el tracto gastrointestinal y
siendo reabsorbidos seguidamente por el sistema porta
hepatica de nuevo hacia el higado.

A la hora de determinar las hormonas esteroides
y sus metabolitos en sangre y orina, solo se encuentran
trazas de esteroides libres no reducidos en la orina,
debido a su bajo indice de clarificacion, que en parte, se
debe, a su fijacion a proteinas plasmaticas.

Las aplicaciones mas frecuentes de esos
compuestos son en la terapia de reemplazo hormonal
posmenopausicas y como anticoncepcion, a dosis que
se utilizan en estos dos casos son diametralmente
diferentes. Aun cuando los anticonceptivos orales se
utilizan de manera primaria para prevenir el embarazo,
también generan importantes beneficios para la salud,
mas alla de la anticoncepcion.

Los estrdgenos se utilizan ampliamente para
transtornos menopausicos, vaginitis atrofica, inhibicion
de la lactancia, transtornos menstruales, osteoporosis, y
en algunos tipos de carcinoma prostatico y mamario.

El empleo de estrdgenos en la osteoporosis se
sustenta en administrar estrdgenos a pacientes
posmenopausicas.

Las dosis diarias para el sindrome menopausico,
son los siguientes: estrogenos equinos esterificados o
conjugados, 1.25 mg; etinilestradiol, 0.05 mg;
dienestrol, 0.5 mg y dietilestilbestrol, 0.2 mg.

Se presentan una serie de efectos adversos, entre
los que se encuentran, dolor de mama, edema periférico,
agrandamiento de mamas (en mujeres) y ginecomastia
(en hombres) con tratamiento de estrogenos para cancer
de préstata. Con menor frecuencia en amenorrea,
sangrado intermenstrual, menorragia, ligeros sangrados
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PROGESTERONA

NOMBRE GENERICO:

NOMBRE QUIMICO:

intermenstruales, tumores en mama, hepatitis,
tromboembolismo o formacién de trombos.

Progesterona

Pregn-4-en-3,20-diona

FORMULA DESARROLLADA:

Figura No. 4 Estructura desarrollada de la Progesterona

FORMULA CONDENSADA: C,H,O

PESO MOLECULAR:

21 3072

314.47 g/mol,

DESCRIPCION: Polvo cristalino, inodoro, de color blanco o blanco
cremoso. Es estable al aire.

SOLUBILIDAD: Practicamente insoluble en agua; soluble en alcohol,
acetona, y en dioxano; escasamente soluble en aceites
vegetales.

ROTACION ESPECIFICA: La rotacion especifica de la Progesterona se

POLIMORFISMO:

encuentra entre +175° y +183° determinada en una
solucion con 20 mg/mL de dioxano.

La progesterona presenta al menos dos formas
polimorficas en estado cristalino: la forma a y B. A
temperatura ambiente ambos polimorfos no parecen
sufrir transformaciones. De manera espontanea al
aumentar la temperatura ocurre una transformacion
unilateral de B a a, lo cual supone que la forma B es
termodinamicamente inestable.
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INTERVALO DE FUSION: La Progesterona presenta dos intervalos de
fusion. La forma o funde entre los 126° y 131 °C,
mientras que la forma B funde a los 121°C.

Bréndstatter-Kuhnert y col. han reportado la existencia
de formas Il - V, que al parecer son formas
metaestables que generalmente pasan a la forma . La
forma a se obtiene por recristalizaei en disolventes
organicos como etanol, benceno, acetona o0 mezclas
binarias de estos disolventes.

ESPECTROSCOPIA

ULTRAVIOLETA: La  Progesterona  disuelta en  alcohol
deshidratado, presenta un maximo de absorciéon a 240
nm (Al% 1lcm— 540)

Absorbancia

| | 1 | I

1
200 225 250 275 300 325 350 375 400
Longitud de Onda (nm)

Figura No. 5. Espectro Ultravioleta de la Progesterona en alcohol deshidratado (36)

SINTESIS: La Progesterona es un esteroide de 21 atomos de
cabono que se secreta durante la fase lutea del ciclo
ovarico y durante el embarazo. Como otras hormonas
esteroideas, la Progesterona se sintetiza a partir del
colesterol el cual es transformado en Pregnenolona,
induciendo la formacion de Progesterona. La
Progesterona es secretada en el ovario, principalmente
por el cuerpo amarillo durante la segunda mitad del
ciclo menstrual. La secrecion comienza en realidad justo
antes de la ovulacion, desde el foliculo destinado a
liberar el 6vulo. La sintesis de la Progesterona y la
secrecion del cuerpo luteo esta mediada por el efecto
estimulador de la LH, el efecto estimulante de la
hormona luteinizante sobre la sintesis y secrecion de
progesterona por el cuerpo amarillo, esta mediado por
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FARMACOLOGIA
CLINICA:

MECANISMO DE
ACCION/EFECTO:

un receptor unido a membrana enlazado a una via de
transduccion de sefiales acoplada a proteina G que
incrementa la sintesis de AMPc mediante estimulacion
de la adenilciclasa.

La progesterona, al igual que el estradiol, en
cantidades relativamente elevadas inhibe la ovulacion
por supresion de la estimulacion gonadotrdpica. Es
necesaria para la implantacion del évulo fertilizado y
para la inhibicion de la contraccion uterina en el
mantenimiento del embarazo. Estimula el crecimiento
de las zonas secretoras glandulares de tipo uterino y
mamario después de la preparacion por estrogenos.

La secrecién de Progesterona pueden ir desde
unos pocos miligramos por dia durante la fase folicular
del ciclo, durante la fase luteinica y durante la parte final
del embarazo. Cantidades de 1 a 5 mg por dia se han
determinado en hombres y son comparables a los
valores de las mujeres durante la fase folicular del ciclo.
La hormona tiene efecto tanto en el endometrio como el
miometrio. Actla sobre el endometrio, induciendo la
fase secretoria, en la que las glandulas endométricas
crecen y secretan grandes cantidades de carbohidratos
que posiblemente seran utilizados por el Ovulo
fecundado como fuente de energia. Con respecto al
miometrio, la funcion principal consiste en detener las
contracciones ritmicas espontaneas del Utero, para que el
embrion no sea desalojado del Gtero.

La progesterona liberada durante la fase luteinica
del ciclo disminuye la proliferacion endometrial
impulsada por estrégenos y conduce al desarrollo de un
endometrio secretor. La declinacion repentina de la
liberacion de progesterona a partir del cuerpo amarillo,
al final del ciclo, constituye el principal determinante
del inicio de la menstruacién. Cuando se alarga
artificialmente la duracion de la fase luteinica, sea al
sostener la funcion luteinica o mediante tratamiento con
progesterona, es posible inducir cambios deciduales en
el estroma endometrial similares a los que se observan al
principio del embarazo. En circunstancias normales, los
estrogenos anteceden y acompafian a la progesterona en
esta accion sobre el endometrio y son esenciales en la
aparicion del patron menstrual normal.
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La progesterona también influye en las glandulas
endocervicales, y la abundante secrecion acuosa de las
estructuras estimuladas por estrégenos se modifica hasta
ser un material escaso y viscoso. Como se menciono,
esas acciones y otras de los progestagenos disminuyen
la penetracion de los espermatozoides en el cuello
uterino.

Los progestdgenos poseen muchos efectos
metabolicos. La progesterona en si incrementa las
concentraciones basales de insulina y el aumento de esta
altima luego de ingestion de carbohidratos, pero
normalmente no causa un cambio de la tolerancia a la
glucosa. Sin embargo, la administracién a largo plazo de
progestagenos muy potentes, puede disminuir la
tolerancia a la glucosa. La progesterona estimula la
actividad de lipoproteina-lipasa y parece aumentar el
depdsito de lipidos. Se ha informado que la progesterona
y sus analogos como el acetato de medroxiprogesterona,
generan acciones nulas o reducciones moderadas de las
concentraciones plasmaéticas de lipoproteinas de alta
densidad. En contraste, los 19-nor progestagenos causan
decrementos mas pronunciados de las cifras de
lipoproteinas de alta densidad, quiza debido a su
actividad androgénica. Esto ha suscitado preocupaciones
con respecto a que los progestagenos pueden disminuir
los efectos beneficiosos de los estrogenos sobre los
comportamientos de lipoproteinas plasmaticas cuando
los dos compuestos se administran juntos, por ejemplo,
para anticoncepcion y en posmenopausicas. La
progesterona también reduce las acciones de la
aldosterona en los tubulos renales y causa decremento
de la resorcion de sodio que puede aumentar la
secrecion de mineralocorticoides a partir de la corteza
suprarrenal.

La Progesterona como otras hormonas
esteroideas, se difunde libremente en el ndcleo celular
donde se fijan a los receptores de la Progesterona y
afectan la transcripcién de un limitado grupo de genes,
donde aumenta la sintesis de diversos ARNM
especificos mediante la interaccién con la cromatina
(DNA).

Los receptores para Progesterona poseen una
escasa distribucion tisular, expresdndose principalmente
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en el tracto reproductor femenino. A diferencia del
receptor para estrogenos que requiere un anillo fendlico-
A para su fijacion con alta afinidad, el receptor para
progesterona prefiere una estructura con un anillo A A*-
3-ona en una conformacion invertida 1p, 20.3w

Para que la Progesterona ejerza su accion en el
Utero necesita la accion previa de los estrogenos; de
hecho la sintesis de receptores citosolicos de
Progesterona parece ser inducida por los estrogenos.

La progesterona es importante en la
conservacion del embarazo. Los principales efectos de
la hormona constan de supresion de la menstruacion y
de la contractilidad uterina, pero otras acciones también
pueden ser muy importantes. Esos efectos para
conservar el embarazo han conducido al uso histérico de
progestagenos para evitar amenaza de aborto. Como
quiera que sea, el beneficio de ese tipo de tratamiento es
cuestionable, tal vez porque el aborto espontaneo rara
vez depende de progesterona disminuida.

Si el ovulo es fertilizado, la implantacion se
produce unos 7 dias después y casi al mismo tiempo el
trofoblasto en desarrollo secreta su hormona
luteotrofica (gonadotrofina coridnica) en la circulacion
materna, prolongando asi la vida funcional del cuerpo
luteo. Durante la segunda o tercera semana de
embarazo, la placenta en desarrollo comienza a secretar
Estrégeno y Progesterona en colaboracién con las
glandulas suprarrenales fetales y entonces ya no es
necesario el cuerpo liteo para que prosiga la gestacion.
La placenta continla secretando estrogenos vy
progestagenos en gran cantidad hasta el momento del
parto.

La Progesterona liberada durante la fase luteinica
del ciclo lleva al desarrollo de un endometrio secretor.
La declinacion abrupta de la liberacion de Progesterona
por el cuerpo amarillo al final del ciclo es el principal
determinante del comienzo de la menstruacion. Si la
duracion de la fase luteinica es alargada en forma
artificial. Ya sea por una funcién lutea sostenida o por
tratamiento con Progesterona, aparecen cambios
deciduales en el estroma del endometrio similares a los
observados al comienzo de la gestacion. En situaciones
normales, el estrégeno antecede y acompafia a la
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ABSORCION:

UNION A PROTEINAS:

METABOLISMO:

ELIMINACION:

USOS CLINICOS:

EFECTOS ADVERSOS:

Progesterona en sus acciones sobre el endometrio y es
esencial para el desarrollo del patron normal.

La Progesterona natural micronizada y administrada por
via oral, es bien absorbida y presenta una eficacia
significativa. Administrada por via vaginal, rectal e
intramuscular, también presenta buena absorcion.

La unidn a proteinas es aproximadamente del 96 — 99 %,
principalmente a la albumina sérica (50 — 54 %).

El principal metabolito urinario de la progesterona es el
glucorénido del pregnandiol. La Progesterona es
metabolizada principalmente en el higado a
pregnandioles y pregnanolonas, los cuales se conjugan
posteriormente con el acido glucurénico y sulfdrico.

La excrecion del glucoronido de pregnandiol por la
orina se utiliza como indice de produccion de
progesterona por el cuerpo luteo y durante el embarazo.

Los metabolitos de Progesterona se eliminan tanto por
via renal como biliar, siendo la principal via la renal.

La Progesterona se usa sola o en combinacién con
estrégenos como anticonceptivo, el tratamiento de la
dismenorrea, hemorragia uterina disfuncional debida a
un desequilibrio hormonal en ausencia de patologia
organica.

El efecto adverso mas comudn en el tratamiento con
Progesterona es la hemorragia menstrual anormal (el
sangrado intermenstrual, el manchado, cambios en la
cantidad de flujo o la amenorrea). También se presentan
nauseas, vomitos, y somnolencia con la administracion
de Progesterona durante un corto periodo. Con la terapia
prolongada puede presentarse edema, aumento de peso y
malestar en el pecho.
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CROMATOGRAFIA
Introduccion (2 -7, 23 - 29, 33)

La palabra cromatografia (kromatos, color y graphos, escrito) fue utilizada por primera vez
por el botanico ruso M. Tswwett en 1907 para designar una técnica empleada por él para
separar pigmentos vegetales; hizo pasar a través de una columna de vidrio, rellena de
carbonato de calcio, un extracto de hojas verdes en éter de petroleo, posteriormente se
adiciono el disolvente puro por la parte superior de la columna, obteniendo una serie de
bandas horizontales diversamente coloreadas, debido a la diferencia de adsorcion por el
carbonato de calcio de los colorantes de la planta. Actualmente se sabe que la separacion no
esta condicionada por el color, sin embargo, se sigue utilizando el nombre de cromatografia
por motivos historicos.

De acuerdo a la definicion de la IUPAC, la cromatografia es un método, usado
principalmente para la separacion de los componentes de una muestra, en la cual los
componentes de la muestra se distribuyen en dos fases, una que es fija (fase Estacionaria) y
otra la cual se encuentra en movimiento (fase Movil).

La fase movil que puede ser liquida o gaseosa se encarga de transferir la mezcla de solutos
que se encuentran en la muestra a traves de la fase estacionaria hasta que eventualmente
emergen separados de la mezcla.

La fase estacionaria puede ser un solido, un liquido retenido sobre un sélido o un gel, puede
encontrarse extendida como una capa o distribuida como una pelicula.

La cromatografia definida como un procedimiento por el cual los solutos son separados por
una diferencia de migracion en un sistema de dos o mas fases, las sustancias exhiben
diferentes movilidades por diferencias de absorcién, particion, solubilidad, presion de vapor,
tamano de la molécula o densidad de carga ionica.

Clasificacion Cromatografica

La cromatografia puede clasificarse de acuerdo al tipo de equilibrio involucrado, mismo que
es gobernado por el tipo de fase estacionaria utilizada. Asi la cromatografia puede ser de
adsorcion, de particion, de intercambio idnico, de exclusion, y de afinidad (Figura 7).

Tipos de cromatografia

La cromatografia se clasifica en 4 grupos, dependiendo del tipo de fase estacionaria y del tipo
de fendmeno fisico que provoca la separacion:

1. Cromatografia de adsorcion: La fase estacionaria es un soélido, se utiliza casi
exclusivamente silice (silica) y en mucha menor medida alimina. La Fase mavil
empleada suele ser de naturaleza liquida.

2. Cromatografia de reparto: En casi todos los casos, como fase estacionaria se
utilizan compuestos unidos quimicamente a un soporte solido de silica. Se
subdivide en cromatografia en fase normal y en fase reversa. En la cromatografia
en fase reversa, el compuesto unido quimicamente a la silica es un hidrocarburo y
se emplean fases moviles polares. En este caso, las sustancias mas polares eluyen
primero. En la cromatografia en fase normal, la fase estacionaria es polar y los
compuestos menos polares eluyen primero al utilizar como fase movil disolventes
de naturaleza no polar.

19




3. Cromatografia de intercambio idnico: Se basa en el equilibrio de los iones de
soluto entre disolventes y los sitios cargados en fase estacionaria. Esta consta de
una matriz (R) con grupos funcionales cargados (A) y contraiones de carga
opuesta (M), susceptibles de intercambiarse con especies de la misma carga
contenidas en la fase maévil (X).

R-A"M"+ X" > R-AX"+M* (intercambio cationico)
R-A"M+Y > RAY +M (intercambio anionico)

4. Cromatografia de exclusion de tamafio: También denominada cromatografia de
filtracion de geles, es una técnica que se aplica fundamentalmente para la
separacion y caracterizacion de sustancias de peso molecular elevado. La fase
estacionaria esta formada por particulas poliméricas o de silice que contienen una
red uniforme de poros y llevan a cabo un fraccionamiento con el tamafio de las
moléculas. Las moléculas de tamafio mayor son excluidas y eluyen primero,
mientras que las mas pequefias que penetran en los poros son retenidas mas

tiempo.
Tipo de Fase Tipo de Fase Aparato para la Tipo de
Estacionaria Movil fase Estacionaria Cromatografia

Gas — Columna . Cromatografia de Gases (CG)

Cromatografia

de Adsorcion Cromatografia de Liquidos (CL)
Columna
Liquido Cromatografia de Liquidos de
Alta Resolucion (CLAR)
Capa Fina ____, Cromatografia en Capa Fina

Cromatografia Gas — Columna — Cromatografia de Fluidos Supercriticos
de Particion Cromatografia de Liquidos (CL)

Liquido — Columna Cromatografia de Liquidos de

Alta Resolucion (CLAR)

>TT>»TOO0HA>Z0XTO

—» Cromatografia de
Intercambio I6nico — Liquido —— Columna —— Cromatografia de Intercambio Iénico

L » Cromatografia por — Liquido —— Columna  —— Cromatograffa de Permeacién por Gel
Exclusion

Figura No. 6 Clasificacion Cromatografica
Para solutos con masas moleculares superiores a los 10 000 daltons, se utiliza la
cromatografia de exclusion por tamafio, aunque ahora también es posible tratar estos

compuestos con cromatografia de reparto en fase reversa. Para especies idnicas de masa
molecular mas pequefia, se utiliza con frecuencia la cromatografia de intercambio i6nico. Los
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métodos de reparto se aplican a las especies poco polares pero no ionicas. La cromatografia
de adsorcion se elige con frecuencia para separar especies no polares, isbmeros estructurales
y grupos compuestos (Figura 7).

Polaridad creciente >

Insoluble en agua Soluble en agua

b No polar N lénico 1

Ne iénico pol.lr

Reparo i Reparto
en fase en fase
inversa normal

Filracién sobre
gel

Peso Molecular

Penetrabilidad
sobre gel

Figura No 7. Tipos de Cromatografia

Cromatografia Liquida

La cromatografia de liquidos también denominada como “cromatografia clésica”, se lleva a
cabo en una columna generalmente de vidrio, la cual esta rellena con la fase estacionaria.
Luego de colocar la muestra en la parte superior de la fase estacionaria se hace fluir la fase
movil a través de la columna por efecto de la gravedad. Con el objetivo de aumentar la
eficiencia en las separaciones, el tamafio de las particulas de fase estacionaria se fue
disminuyendo hasta tamafio de micras, lo cual generd la necesidad de utilizar altas presiones
para lograr que fluya la fase mdvil. De esta manera, nacié la técnica de cromatografia de
liquidos de alta resolucién que requirié de instrumental especial que permitiera trabajar con
altas presiones.

La cromatografia de liquidos de alta resolucion es la técnica analitica de separacion més
ampliamente utilizada, debido a su sensibilidad, su facil, adaptacion a las determinaciones
cuantitativas exactas, su idoneidad para la separacion de especies volatiles o termolabiles y
sobre todo, su gran aplicabilidad a sustancias que son de primordial interés en la industria.

Tabla No. 1 Aplicaciones caracteristicas de la cromatografia de liquidos de alta
resolucion

Campo Mezclas tipicas
Farmacos Antibioticos, sedantes, esteroides analgésicos, etc.
Bioquimica Aminoacidos, proteinas, carbohidratos, lipidos

Productos de alimentacién | Edulcorantes artificiales, antioxidantes, aflatoxinas, aditivos
Productos de la industria Aromaticos  condensados,  tensoactivos,  propulsores,

quimica colorantes

Contaminantes Pesticidas, herbicidas, fenoles, PCB

Quimica forense Drogas, venenos, alcohol en sangre, narcéticos

Medicina clinica Acidos biliares, metabolitos de drogas, extractos de orina, etc.
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Parametros Cromatograficos

Después de la separacion cromatografica, los compuestos separados generan una respuesta en
funcién del tiempo la cual puede ser descrita por medio de un grafico al cual se le denomina
cromatograma. Idealmente se trata de picos gaussianos y cada pico corresponde a un
componente de la muestra original (Figura 8).

Ancho en la
semialtura del pico

Respuesia del detector

[~
3-? Linea
2 extrapolada
£
/1' / | \
0

=TV,
—— TV —)
¢ T,6 V, ?|

Figura No. 8 Cromatograma tipo de una separacion de muestras

En el cromatograma de la Figura anterior se observan varios picos, a distintos tiempos. El
tiempo que transcurre para eluir los compuestos que no presentan afinidad por la columna se
denomina tiempo muerto T, y el volumen necesario para lograr eluir a estos compuestos se
denomina Volumen muerto V,. Este volumen es aproximadamente igual al volumen que la
fase movil ocupa en la columna.

Donde: Tr1 Y Tre corresponde al tiempo que son retenidos dos compuestos en la
columna.
V1y V2 son el volumen requerido de fase movil para eluir al centro de los picos
W, y W, son considerados como el ancho del pico.

El factor de capacidad (k’), que en ocasiones es llamado factor de retencion o coeficiente
retencion, describe la relacion entre la cantidad de sustancia a separar en la fase estacionaria
y la fase movil. Es afectado por el material de empaque de la columna y por las condiciones
de elucidn. Para separaciones practicas es generalmente recomendable que los valores de k”
de los compuestos de interés se encuentren en un rango de 2 a 10. El factor de capacidad se
calcula de la siguiente manera:
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= Tr1 — o

rRo

Donde: tr1 €s el tiempo de retension del analito de interés
tro €s el tiempo desde que se realiza la inyeccion hasta donde se observa el
frente del disolvente (volumen muerto).

La selectividad (a), describe la separacion de los centros de los picos pertenecientes a dos
compuestos. Al igual que el factor de capacidad, esta se ve afectada al cambiar la
composicion de la fase maévil y el material de empaque de la columna.
k!
1

k',

o =

Si el valor de a es 1, las dos especies no se resuelven, si a > 1 indica que los picofirest
resueltos.

La resolucion ( R ), es la separacion de los constituyentes de una muestra. El factor de
separacion (a) solo es la distancia o el tiempo entre los raximos de dos pi cos, la resolucion
sin embargo, toma en cuenta tanto el factor de separacion (o) como el ancho del pico (w) y se
expresa de la siguiente formula:

R= (=t)

Ya(wy + W)
donde:
to y t1 corresponden a los tiempos de retencion de los picos 2 y 1 respectivamente
W,y Wi corresponden a los anchos de los picos 2 y 1 respectivamente medidos en su
base

Este parametro describe la eficiencia de la separacion entre dos especies. Una resolucion
adecuada se tiene con valores de R>1.5

FE,ﬂ:U.E- T]'\D re_.=1,tl_=, T,=2.D
;Jk N J/ \ W\_, L UL

Figura No 9. Resolucion Minima
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Platos Tedricos (N)

El concepto de Plato Tedrico (N) fue desarrollado en 1941 por Martin y Synge para la
cromatografia de particion liquido-liquido (LLC). Para explicar el fendmeno separativo,
compararon la LLC con un proceso de distribucion en contracorriente, donde la extraccion en
las dos fases se repite varias veces en forma encadenada. La diferencia fundamental residia
en que el proceso en cromatografia es un proceso continuo, donde la columna dividida en
cortes 0 rodajas imaginarias se forma un equilibrio transitorio entre la fase movil y un
segmento de la fase estacionaria antes de que llegue al siguiente segmento. Asi bien a cada
segmento o corte se le dio el nombre de “plato” y al espesor del mismo “altura equivalente
del plato tedrico” (H 6 HETP). Por lo tanto, la formula de la altura para una columna de
longitud L, con N platos teoricos es la siguiente:

H=L/N

Asi bien, la eficiencia de una columna cromatografica y su poder separativo se mide en
funcién de su numero de platos tedricos, ya que para la separacion de dos componentes
dados, no solo deben eluir a distintos tiempos de retencidn, sino que el ancho de los picos
debe ser tan bajo como sea posible. Por consiguiente el niUmero de platos téoricos puede ser
calculado en funcion del ancho del pico de la siguiente forma:

N = 16 (tr/Wian)®

donde:
tr = Esel tiempo de retencion del pico enesimo
Wian = Es el ancho del pico medido sobre la linea base y esta expresado en
unidades de tiempo (el calculo puede expresarse en funcion del
volumen de retencién y el ancho del pico, en unidades de volumen).

Por lo tanto, H (y consecuentemente N) depende no sélo del didmetro, morfologia y calidad
de la particula, sino también de la calidad del empaquetamiento, envejecimiento y el
vaciamiento de los canales producidos por la disolucion o los golpes. Por otra parte, otros
factores determinantes del nimero de platos teoricos (N) y ajenos de manera fisica a la
columna corresponden a los procesos por los cuales la geometria del pico se aleja del pico
ideal, es decir de la curva normal o gaussiana.

Se han analizado las modalidades empleadas para la determinacion del numero de platos
teoricos (N), de la cual, se concluye que tanto el célculo basado en la medida del ancho del
pico en la base, como la tomada a media altura del pico, son poco exactas cuando el grafico
se aleja de la normalidad; sin embargo, el método debe elegirse de acuerdo a las necesidades
del analista usando la siguiente formula:

N = a( t, /w)?
Donde a: es una constante dependiente de la altura donde se mida el pico

t, : es el tiempo de retencion
W: es el ancho del pico
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Tabla No 2. Calculode N

W a METODO EXACTITUD
W, 4 Inflexion Baja

W, 5.54 Media onda Baja

W3 9 30 -

W, 16 46 Media

W5 2.5 5o Alta
Wian 16 Tangente Baja

Altura del Pico en %
100.0

60.7 W
50.0 Wi
rd
324 W: s
Y
13.4 Wis
4.4 / Wigs
Wta'm

Figura No 10. Ancho del pico empleado para el calculo de N (4)
Teoria de la Velocidad (teoria cinética)
La forma de la banda que resulta de un pico cromatografico es afectada por la velocidad de
elucion. También es afectada por las distintas rutas disponibles por las cuales las moléculas
de soluto pueden desplazarse dentro y entre las particulas que conforman la fase estacionaria.
Los distintos mecanismos que contribuyen al ensanchamiento de la banda cromatogréfica

estan descritos por la ecuacion de Van Deemter. Esta define a la altura del plato teérico (H)
como:

H=A + B +Cu

i1
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Donde u es la velocidad lineal promedio de la fase movil. A, B y C son factores que
contribuyen al ensanchamiento de la banda.

Aunque esta teoria fue desarrollada para cromatografia en fase gaseosa, es razonable
considerar que el ensanchamiento de las bandas en Cromatografia de liquidos se debe al
mismo tipo de factores.

La difusién de remolino corresponde al termino “A” de la ecuacion de Van Deemter. Esta
difusion ocurre debido a que la fase mavil se desplaza a través de la columna, la cual esta
empacada con la fase estacionaria. Las moléculas del analito tomarédn distintas trayectorias
(de manera aleatoria) a través de la fase estacionaria. Esto tiene como consecuencia que la
banda se ensanche debido a que las distintas trayectorias son de diferente longitud. La
resolucion en cromatografia de liquidos se mejora al disminuir el tamafio de las particulas de
la fase estacionaria, lo cual, en primer lugar, reduce el término A de la ecuacion, ya que las
trayectorias seguidas por la fase mévil son mas uniformes en el caso de particulas de menor
tamafio. Este parametro estd directamente relacionado con el tamafio de las particulas, la
geometria y lo compacto del empaque de la fase estacionaria.

Figura No 11. Compactamiento de las particulas dentro de una columna

La difusion longitudinal corresponde al termino “B” de la ecuacion de Van Deemter. La
concentracion del analito es menor al final de la banda que en el centro y esto se debe a que
las moléculas del analito tienden a migrar desde la porcidn central concentrada de la banda, a
las regiones maés diluidas a ambos lados de ella. Este fendmeno ocurre tanto en la fase movil
como en la estacionaria y su magnitud es inversamente proporcional a la velocidad de la fase
movil, es decir, si la velocidad de la fase movil es alta, los efectos de la difusion longitudinal
decrecen. Este término es importante en cromatografia de gases, pero como la difusion es
mas lenta en los liquidos, el ensanchamiento de las bandas por este motivo en solo es
significativo cuando la velocidad de flujo es excesivamente lenta.

La resistencia a la transferencia de masa se conoce también como el termino “C” de la
ecuacion de Van Deemter, al analito le toma un cierto tiempo alcanzar el equilibrio entre las
fases, por lo tanto si la velocidad de la fase movil es alta, no se logran verdaderos estados de
equilibrio y el analito que estd relativamente distante de la fase estacionaria, tendera a
desplazarse maés rapido, lo que contribuye a que la banda cromatografica se ensanche, sobre
todo cuando la velocidad de la fase mavil es alta.
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Con la ecuacion de Van Deemter se obtiene una grafica que relaciona la altura del plato
teorico (H) con el promedio de la velocidad lineal de la fase movil.

H (cm)

Velocidad 7 : e fel
idodl Velocidad de 1a Fase Movil « (cin/s)

Figura No 12. Grafico de tipo Van Deemter (23)

Este grafico es sumamente util en la determinacion de la velocidad éptima de la fase mavil.
Es importante recordar que mientras mas pequefio sea el valor de la altura efectiva del plato
tedrico mejor serd la separacion.

Equipo Cromatografico

El notorio avance que la cromatografia de liquidos ha experimentado especialmente
en el desarrollo de nuevas fases estacionarias, ha permitido acceder a un nivel instrumental
de alta precision, compuesto por bombas que permiten entregar flujos estables que varian
entre los microlitros y los mililitros; detectores con celdas intercambiables en las cuales se
puede escoger el volumen, valvulas accionadas por microprocesadores que permiten
direccionar la fase mavil para automatizar procesos, integradores versatiles, conectados a una
computadora que puede permitir no solo el control global de uno o mas equipos
cromatograficos, sino la libre manipulacion y almacenamiento de datos, etc.

El equipo utilizado para la CLAR puede clasificarse como equipos integrados o
modulares. En los equipos integrados cada una de sus partes (reservorio de solventes, bomba,
inyector y detector) se encuentran reunidos en un gabinete y su intercambio o conexion con
otros componentes de la misma o de diferente marca es dificil. En los equipos modulares, son
instrumentos individuales que permiten no solo armar el equipo segln la necesidad, sino
también aumentar la complejidad segun la necesidad.
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Figura No. 13 Esquema representativo de un cromatoégrafo de liquidos de alta
resolucién

Reservorios de Solventes

El tipo mas comdn de depdsito son recipientes de vidrio o de acero inoxidable que pueden
contener hasta 1 litro de fase movil la cual puede constar de solventes organicos puros o
soluciones acuosas de sales o amortiguadoras. La mayoria de los fabricantes proveen estos
con casquillos conectadas a una tuberia del Teflon con filtros especiales para conectar con la
entrada de la bomba y/o con el gas (helio utilizado para eliminar el aire disuelto en el
solvente).

Las soluciones que se utilizan para preparar estas mezclas deben ser de la mayor pureza
posible dado que los contaminantes pueden depositarse sobre la columna e interrumpir la
cromatografia. Las fases moviles deben ser filtradas para extraer el material particulado que
pueda obstruir el sistema y eliminar los gases que pueda contener empleando vacio o
sonicacion.

Bombas

Dado que las particulas que se utilizan para empaquetar las columnas utilizadas en CLAR
son lo suficientemente pequefias como para evitar que el solvente fluya por gravedad se
necesitan bombas que desarrollen presiones de hasta 5000 psi para forzar a la fase movil a
fluir a través del empaque de la columna. Mientras mas pequefias sean las particulas del
empaque de la columna se requeriran presiones mas altas.

Hoy en dia, existen 2 tipos de bombas disponibles: mecanicas, que promueven una velocidad
de flujo constante y neumaticas, que producen una presion constante.

Entre las bombas mecanicas la que se utiliza con mayor frecuencia es la de tipo de piston

reciproco, en la cual una palanca accionada a motor mueve un pistén de zafiro dentro de una
pequefia camara con liquido para hacer salir el solvente con valvulas de control que regulan
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el flujo del solvente dentro del extremo del liquido y fuera de él y evitan el reflujo. Estas
pueden tener dispuestas dos camaras para fase mavil, de tal manera que mientras una de ellas
se esta llenando, la otra se vacia.

Las bombas neumaticas pueden ser de dos tipos: 1) del tipo de desplazamiento utilizando un
gas altamente comprimido a presion directa para hacer salir la fase mdvil de un tubo 6 2) del
tipo de amplificador neumatico, en el cual el gas comprimido a baja presion choca con el
extremo mas grande de un piston y forza el extremo méas pequefio para que entregue el
liquido. La amplificacion de la presion del gas es proporcional a la relacion de las areas de
los dos extremos del piston.

Las bombas neumaticas poseen la ventaja de que realizan las operaciones sin pulsos.

Columnas

Las columnas tipicas para la cromatografia de liquidos son de 5 a 25 cm de longitud, con
particulas extremadamente pequefias del didmetro (3 a 1Qum). Algunas de las ventajas por
las cuales se utilizan particulas méas pequefias, son: una resolucion mas alta, analisis mas
rapidos, y capacidad creciente de la carga de la muestra. Sin embargo, solamente las
separaciones mas exigentes requieren estos avances en cantidades significativas y el diametro
interno de las columnas generalmente es de 2 a 4.6 mm.

Otros componentes utilizados a parte de la columna analitica son la precolumna y
guardacolumna.

Precolumna

La precolumna es un componente opcional y se le puede usar por dos motivos. Cuando las
fases estacionarias constan de una delgada capa de liquido recubriendo un soporte sélido, el
cual se disuelve de manera lenta en la fase movil, provocando una disminucion en la
resolucion. En este caso, la precolumna contiene el soporte sélido revestido con un mayor
porcentaje de capa liquida que la columna analitica, con el fin de saturar la fase movil y
retardar la disolucion de la misma. Dado que la mayoria de las fases estacionarias que se
utilizan de modo corriente en CLAR estan unidas en forma permanente y no estan sujetas a
disolucién, la precolumna se usa sobre todo para proteger la columna principal mediante la
captura de material particulado y la retencion de sustancias que podrian ser adsorbidas de
manera irreversible sobre la columna analitica.

Guarda Columna

La guarda columna es otro componente opcional, el cual se empaqueta con una fase
estacionaria idéntica a la de la columna principal, excepto en que su tamafio de particula
puede ser mayor, de modo que no restrinja el flujo, su funcidn principal es la de proteger a la
columna del desgaste producido por la fase moévil y la presion. EI material mas grande es
algo mas barato y facil de empaquetar por lo tanto el contenido de la guardacolumna se
puede cambiar con frecuencia. Debido a su corta longitud (2 a 10 cm) por lo general no
afecta la separacion.
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Columna Analitica

La columna analitica donde se lleva acabo la separacion de los componentes de una muestra,
consta de un tubo de acero inoxidable, por lo general de 5 a 25 cm de largo, con un didmetro
interno de 2 a 4.6 mm y de un empaquetamiento microparticulado de silice (de 3 a 10m).
La columna analitica se puede emplear como tal para la cromatografia de adsorcion, pero a
menudo se unen quimicamente fases liquidas a su superficie cuando se utilizan en la
cromatografia de particion. Estas incluyen grupos alquilos con largas cadenas de 1, 2, 8 6 18
carbonos, grupos cianopropilo, grupos fenilo e intercambiadores de iones. También se
dispone de empaquetamientos con fases estacionarias quirales para la separacion de isomeros
opticos.

Detectores

Hoy en dia, los detectores Opticos son los mas utilizados. Estos detectores pasan un haz de
luz a través del efluente de la columna que fluye mientras que pasa a través de una celda de
volumen (10 mL). Las variaciones en la intensidad de luz causada por la absorcion
ultravioleta (UV), la emision de la fluorescencia, o el cambio en el indice de refraccion
(dependiendo del tipo de detector usado) de los componentes de la muestra que pasan a
través de la celda, se supervisan como cambios en el voltaje de salida. Estos cambios del
voltaje se registran en un registrador y se alimentan con frecuencia en un integrador 0 una
computadora para proporcionar el tiempo de retencién y datos del area maxima.

Aun no se ha desarrollado un sistema de deteccion satisfactorio para todo proposito, sin
embargo, se emplean una serie de sistemas de deteccion sensibles y especificos basados en
sus propiedades espectrofotometricas, refractométricas o electroquimicas de los solutos, entre
los cuales tenemos el espectrofotdbmetro de UV-Visible y el espectrofotometro de
fluorescencia.

Espectrofotometro de UV-Visible

El detector mas comunmente usado en la cromatografia de liquidos es el detector
ultravioleta-visible al cual se ha dotado con una celda de flujo de volumen muy pequefio (8
uL). EI més sencillo de estos se fija a una longitud de onda, por lo comun 254 nm, dado que
la mayoria de los compuestos organicos aromaticos absorben fuertemente en esa longitud de
onda o cerca de ella y lamparas de mercurio de baja presion empleadas como fuente de luz.

También existen modelos de longitud de onda fija a 280 nm, en el cual absorben los
aminoacidos aromaticos de las proteinas y los péptidos, 0 a 214 nm, que absorben las dobles
ligaduras aisladas, como el grupo carbonilo. Los detectores de onda fija poseen las ventajas
de ser econdémicos y de tener alta sensibilidad, y pueden detectar algunos compuestos en el
orden de nanogramos.

Otros modelos mas elaborados llamados arreglo de fotodiodos pueden rastrear todo el

espectro de UV, de manera repetida durante la elucion de un pico para determinar si hay mas
de una sustancia que coeluya.
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Los detectores por disposicion de diodos tiene la ventaja agregada de una mayor resolucién
de longitud de onda. La adaptacion de la precision del tamafio de las hendiduras a cada
fotodiodo y el enfoque de espectro en un plano focal puede incrementar el poder de
resolucion de la longitud de ondaa 1 0 2 nm.

Componentes

Fuente de radiacion
La fuente de UV por lo comdn es una lampara de descarga luminosa de hidrégeno (o
deuterio) a alta presion, que cubre un espectro de 200 a 375 nm. La fuente empleada para el
espectro visible es una lampara de tungsteno de 6 0 12 V.

Monocromador
La funcion principal de un monocromador es la dispersion de la energia policromatica por
medio de un prisma o grilla. EI rayo monocromatico buscado, cuya longitud de onda esta

determinada por la posicion angular del prisma o grilla, se dirige hacia el compartimiento de
la muestra.

Muestra

él-lendidura Dispersion / ggrgﬁgra Amplificador

e entrada j_ et

.l.r’ 2 ;__.H ,__4__.! | ’A‘

O Ay d e e

o g Az i
Fuente Prisma Fotomultiplicador  Registrador
de luz

policromatica

Figura No. 14 Esquema de un Monocromador (9)

Compartimiento de la Muestra

Es la seccion donde la energia monocromatica se encuentra con la muestra. En un equipo con
doble haz, este compartimiento contiene un dispositivo que corta el haz o un montaje que lo
modifica y permite que pase alternativamente a través de la muestra y las células de
referencia (unas 35 veces/segundo) Esto permite que la relaciébn muestra-referencia no sea
modificada por cambios leves de la fuente o la Optica del instrumento.

Detector
El detector por lo comun es un tubo fotomultiplicador compuesto de catodos, los cuales,
consisten en una superficie recubierta con una capa sensible a la luz. Cuando la energia choca

contra la capa, estd emite electrones y una serie de electrodos, denominados sinodos, que
también estan recubiertos por una capa sensible a la energia, conectados por una red de
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resistores divisores de voltaje, donde los electrones que son atraidos, viajan desde el catodo
hacia el dinodo 1, de este hacia el 2 y asi sucesivamente, de modo que cada cuanto que
chocan, produce una avalancha de aproximadamente 10° electrones. La acumulacién de estos
electrones en el anodo crea unos pocos miliamperes de corriente que puede medirse como
voltaje a través de un resistor (Figura 15).

La salida del detector es amplificada y observada en un medidor, un registrador o un tubo de
rayos catddicos y pueden ser puestos en interfase con una computadora digital a través de un
convertidor analogico-digital para la determinacion directa de los espectros de diferentes
sustancias, asi como para almacenamiento de espectros de referencia.

Senal
de salida
negativa

Luz incidente

100k dinodo

Figura No. 15 Esquema de un Fotomultiplicador (9)
Fluorescencia (9)

La fluorescencia es el fendbmeno mediante el cual ciertas substancias absorben energia
emitiéndola en forma de luz o de otro tipo de radiacion electromagnética. A diferencia de la
fosforescencia, la fluorescencia tiene lugar Unicamente mientras dura el estimulo que la
provoca y todo este proceso ocurre en unas millonésimas de segundo.

El fendmeno de fluorescencia ocurre cuando una molécula con electrones en estado basal
So (estado basal de singulete) absorben radiacion visible o UV y sus electtoses
llevados a un estado S; 0 S, (estado de excitacion del singulete) obteniendo electrones 7
excitados (n*) los cuales al retornar a su estado basal emiten radiaéi con una longitud de
onda mas larga que la que fue absorbida originalmente.

Es decir cuando una molécula absorbe un fotén de alta energia, esta se disipa como calor
emitiendo a su vez un foton de baja energia y la diferencia de energia entre la absorcion y la
emision, se le denomina fluorescencia.

Asi cuando alguna sustancia es expuesta a radiaciones del tipo ultravioleta, rayos catddicos o

rayos X, las radiaciones absorbidas invisibles para el ojo humano, son transformadas en luz
visible, 0 sea, a una longitud de onda mayor a la incidente.
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Caracteristicas de las moléculas

Para que una molécula sea capaz de producir fluorescencia es necesario que posea una
estructura molecular absorbente. En general puede esperarse que haya fluorescencia con
moléculas que contenga un sistema altamente conjugado, por o menos con un grupo dador
de electrones, como el NH; o el OH que forme parte del grupo conjugado.

De igual forma, la fluorescencia crece a medida que aumenta la rigidez de la molécula; es
decir, a medida que hay una reduccion de la vibracién interna de la molécula.

Por otra parte, si la molécula posee grupos capaces de extraer electrones, como el COOH o el
NO,, el fenomeno de fluorescencia se vera reducido e incluso en algunos casos se vera
eliminada.

Espectrofotometro de Fluorescencia

Los espectrofotometros de fluorescencia se caracterizan por ser especialmente sensibles, si
bien, responden solo a la limitada gama de analitos que tienen propiedades fluorescentes. Los
compuestos que pueden presentar fluorescencia son aquellos sistemas ciclicos con un alto
grado de conjugacion. Tal es el caso de hidrocarburos aromaticos, quinoleinas, esteroides,
alcaloides, etc. Con objeto de incrementar su aplicabilidad y lograr sensibilidades en el orden
de los picogramos, es posible inducir fluorescencia a determinados analitos mediante el uso
de reactivos apropiados (derivatizacion).

Disposicion del diodo

Lente espectrografica

Grilla
Hendidura

Celda de
la muestra

Lente de origen

Lampara de deuterio .

Figura No. 16 Esquema de un Espectrofotémetro de Florescencia (9)

Cuando ciertas sustancias quimicas son excitadas electronicamente por la absorcion de
radiacion UV o visible y estas emiten luz con una longitud de onda mas larga. Este fendmeno
se denomina luminiscencia y, segun el periodo de vida de las especies excitadas, para la
fluorescencia el fenémeno de luminiscencia se detiene entre los 10® y 10 segundos después
de la remocion de la fuente de excitacion.
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Instrumento

Un espectrometro de fluorescencia en general emplea dos monocromadores, uno para la
fuente de excitacion y otro para el analisis de la emision de fluorescencia. Si el espectro de
fluorescencia es fuerte, el espectro de excitacion puede determinarse colocando la solucion
deseada en el instrumento y evaluando la fluorescencia mientras se varia la longitud de onda
de la luz excitadora (Figura 17).

El detector es un tubo fotomultiplicador cuya salida estd conectada a un medidor y un
registrador.

Aplicacion

La espectrometria de fluorescencia tiene la mayor sensibilidad inherente de todas las técnicas
espectrofotométricas. Pueden medirse concentraciones tan pequefias como 107 M en forma
exacta y precisa. También tiene una gran selectividad por lo que es de gran utilidad para el
analisis de farmacos y metabolitos en liquidos bioldgicos y es menos utilizada en otras
técnicas de absorcion debida a la cantidad relativamente limitada de compuestos organicos a
los cuales pueden inducirseles la fluorescencia.

Detector de Indice de Refraccion

Este tipo de detectores es el que mas se aproxima al detector universal ideal, ya que, el indice
de refraccion de la fase mévil deberd modificarse por la presencia de cualquier soluto que
tenga un indice de refraccion diferente a ella. El principal inconveniente de este tipo de
detectores es que son muy sensibles a los cambios de temperatura, la cual debe ser controlada
con fluctuaciones de = 0.0001 °C.

Detectores Electroquimicos

El detector electroquimico es una alternativa para la deteccion de moléculas que no presentan
absorcion de la luz U.V. ni fluorescencia nativa.

La deteccidn electroquimica ofrece ciertas ventajas respecto a otros métodos de deteccién, en
orden de especificidad, sensibilidad y amplia aplicabilidad, especialmente para compuestos
organicos.

Cualquier especie capaz de ser oxidada o reducida sobre un electrodo es susceptible de
deteccion por via electroquimica en una variedad de matrices.

Los detectores electroquimicos mas utilizados con esta finalidad son:
e Detectores Amperométricos

e Detectores Conductimétricos
e Detectores Potenciométricos
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Inyectores

La introduccién de la muestra se puede lograr de varias maneras. Una es utilizar inyectores
de tabique, en los cuales las soluciones de muestra se inyectan a través de una goma
autosellante o de un disco de teflon con una jeringa de microlitros. Esto se puede hacer
mientras la fase movil esta fluyendo o mientras esta se ha detenido en forma temporal.
Aunque estos dispositivos son baratos y faciles de usar, es dificil lograr inyecciones
reproducibles y la automatizacion en su operacion. Por lo tanto la introduccion de la muestra
se realiza casi siempre usando un inyector de valvula rotatoria-espiral.

Esta consta de un bloque de teflon y acero inoxidable que ha sido perforado para proveer dos
vias alternativas para el flujo del solvente, y se puede seleccionar cada una de ellas mediante
una valvula rotatoria. Cuando la valvula esta en la posicion de “llenado” el solvente fluye a
través de una via directamente sobre la columna. En otra via un volumen fijo (10 a 1000 pL)
dentro de un tubo en espiral estrecho de acero inoxidable que se llena con la solucion de
muestra usando una jeringa o por aspiracion. Asi, cuando se mueve la valvula a la posicién
de “inyeccién”, la via de la fase mavil se desvia a través de la espiral y lavando su contenido
sobre la columna. Los resultados son muy reproducibles y el inyector puede ser automatizado
si se usa un solenoide para cambiar la posicién de la valvula.

En sistemas mas sofisticados de cromatografia de liquidos, se incorporan dispositivos
automaticos de muestreo donde la introduccion de la muestra se hace con la ayuda de
automuestreadores y microprocesadores.

En la cromatografia de liquidos, las muestras liquidas pueden ser inyectadas directamente y
las muestras sélidas necesitan solamente ser disueltas en un solvente apropiado. El solvente
no necesita ser la fase mavil, pero se elige con frecuencia para evitar interferencia con el
detector o los componentes de la columna.

Se recomienda eliminar particulas de las muestras por filtracion o centrifugacion puesto que
las inyecciones continuas del material podrian causar eventualmente la obstruccién de los
dispositivos o de las columnas.

Sistemas de los datos

Puesto que el detector emite una sefial eléctrica, es necesario el uso de técnicas modernas
para la adquisicion de datos en el andlisis de la sefial. Ademas, algunos sistemas pueden
almacenar datos en una forma recuperable para el andlisis computarizado altamente
sofisticado.

La meta principal al usar sistemas de los datos electrénicos es aumentar la exactitud y la
precision del andlisis. En andlisis de rutina, donde no es necesaria la automatizacion, un
integrador programado puede ser suficiente.
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VALIDACION DE METODOS ANALITICOS (2, 8, 11)

De acuerdo a las Buenas Practicas tanto de Fabricaciéon como de Laboratorio, es necesario
que todos los métodos analiticos que se utilicen estén validados.

La validacion de métodos analiticos es el proceso por el cual se demuestra, por estudios de
laboratorio, la capacidad del método al satisfacer los requisitos para la aplicacion analitica
deseada, con la evidencia documentada para demostrar su confiabilidad dentro de limites
previamente definidos.

Elementos Requeridos para la Prueba de Validacion

Considerando la gran variedad de pruebas, es l6gico que existan diferentes esquemas de
validacion y por consiguiente el esquema de validacién de un método analitico varia de
acuerdo a la naturaleza del método:

En la seccion Validacién de Procedimientos Farmacopeicos (1225) de la USP 32 se muestran
las categorias mas comunes y las pruebas requeridas para la validacion de métodos de
acuerdo a la categoria.

Categoria l: ~ Procedimientos analiticos para la cuantificacion de los componentes
principales de farmacos a granel o ingredientes activos.

Categoria: Il: Procedimientos analiticos para la determinacion de impurezas de farmacos a
granel o productos de degradacion en productos farmacéuticos terminados.
Incluye andlisis cuantitativos y pruebas limite.

Categoria Ill: Procedimientos analiticos para la determinacion de las caracteristicas del
desempefio de un producto, como disolucion o liberacién del farmaco.

Categoria IV: Pruebas de Identificacion.

En la tabla No. 3 se muestran los parametros requeridos para cada categoria.

Tabla No 3. Parametros Analiticos de Validacion

Parametros Categoria Categoria Tipo Il Categoria | Categoria

Analiticos Tipo | Cuantitativo | Prueba Limite Tipo 111 Tipo IV

Exactitud SI SI * * NO

Precision SI SI NO Sl NO
Especificidad SI SI Sl * SI

Limite de NO NO S| * NO

Deteccion

Limite de. NO S| NO x NO
Cuantificacion

Linealidad SI SI NO * NO

Robustez SI SI * * NO

* Puede requerirse dependiendo de la naturaleza de la prueba.

36




El método desarrollado y propuesto en este trabajo de tesis se identifica dentro de la
categoria I y I, por consiguiente, los parametros analiticos requeridos para la validacion del
método son Precision, Exactitud, Especificidad, Linealidad y Robustez.

Una vez revisado lo anterior para la validacion del método cromatografico propuesto en este
trabajo de tesis se propusieron los siguientes parametros:

PARAMETROS DE VALIDACION DEL METODO ANALITICO

Sistema
- Linealidad
- Precision
Meétodo
- Linealidad
- Exactitud
- Precision
- Repetibilidad
- Reproducibilidad
Estabilidad

- Atemperatura ambiente
- Encondiciones de refrigeracion

Especificidad

Robustez
Linealidad
Es la habilidad que posee el método o sistema para asegurar que los resultados obtenidos
directamente o por medio de una transformacion matematica definida, son
proporcionales a la concentracion del analito, dentro de un intervalo determinado.
Exactitud
Es la concordancia entre el valor obtenido experimentalmente y el valor de referencia.
Precision
Es el grado de concordancia entre los resultados analiticos individuales cuando el
procedimiento se aplica repetidamente a diferentes concentraciones de una muestra
homogénea o de una referencia.
Reproducibilidad
Es la precision de un método analitico que expresa la variacion obtenida entre

determinaciones independientes realizadas en el laboratorio, pero bajo diferentes
condiciones de analisis, tales como equipo, columnas, analistas, etc.
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Repetibilidad

Es la precision de un método analitico, expresado como la concordancia entre
determinaciones independientes realizadas bajo las mismas condiciones.

Especificidad

Es la respuesta debida Unicamente a la sustancia de interés y no a los componentes de la
muestra.

Estabilidad

Con este pardmetro se conocen las condiciones en las cuales, las muestras que se
obtienen durante el proceso de analisis, conservan su integridad fisicoquimica para su
cuantificacion de un determinado analito con precision y exactitud durante un periodo de
tiempo determinado. Esto proporciona una mayor confiabilidad de los resultados, pues
permite determinar si la muestra presenta degradacion durante el tratamiento o el
almacenamiento, por medio de la medicion de una respuesta o propiedad para ser
cuantificada.

Robustez
Es el grado de reproducibilidad bajo diferentes condiciones o parametros de operacion.
Tolerancia

Es la reproducibilidad de los resultados analiticos obtenidos del analisis de la muestra
bajo diferentes condiciones de operacion, como pueden ser equipos, columnas, etc.

Selectividad
Es la capacidad que tiene un método para que la respuesta obtenida proceda del farmaco
de interés pueda ser distinguida de otros componentes que estén presentes en la matriz y

que pudieran tener caracteristicas quimicas y cromatograficas muy semejantes al farmaco
de interés.
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PARTE EXPERIMENTAL
EQUIPOS, MATERIAL, REACTIVOS Y SUSTANCIAS DE REFERENCIA
Equipo
Equipo Cromatografico marca Waters

Bomba Cuaternaria Mod. 515 ™
Automuestreador Mod. 717 plus
Detector UV de Fotodiodos Mod. 2487
Detector de Fluorescencia Mod. 2475
Controlador de Temperatura Mod TCM2

Equipo Purificador de Agua Mili-Q Waters
Equipo de Filtracion por membrana Millipore

Columna Phenomenex Phenyl-Hexyl 50 x 2.0 mm, 3um
Computadora Dell Optiplex GX620
Software Empower Pro version 2.0

Balanzas

Balanza Analitica Mettler Toledo Mod. XS205DU
Balanza Mettler Toledo de 0.5a 3100 g
Refrigerador REVCO Mod. REC 5004A18
Ultrasonido Branson Mod. 3510MR-T
Repipeteadora Eppendorf Mod. Multipette plus

Reactivos

Acetonitrilo Grado cromatografico (HPLC)

Metanol Grado cromatogréafico (HPLC)

Agua purificada grado cromatografico (HPLC)

Polisorbato 80 (Tween 80)

Vehiculo para dispersion de microesferas ME2004050 (proporcionado por el departamento
de microesferas)

Sustancias de Referencia

Estradiol, Sustancia de Referencia Secundaria con pureza de 99.9 %
Progesterona, Sustancia de referencia Secundaria con pureza de 100.1 %
Metilparabeno NF

Propilparabeno NF

Manitol NF
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TRABAJO PREVIO (30-32)

A través de una investigacion bibliografica, se encontraron métodos analiticos capaces de
cuantificar 17-B Estradiol y Progesterona, los cuales sirvieron como fundamento para este
trabajo de tesis, los cuales se describen a continuacion:

Metodo Analitico 1 (12)

Leticia Mayumi H. reporta un método para cuantificar por CLAR 17-B Estradiol y
Progesterona de formulaciones de microesferas de Estradiol:Colesterol y Progesterona, el
cual fue utilizado para pruebas de perfiles de disolucion utilizando dodecilsulfato de sodio
como medio de disolucidn, el método cromatografico consistié de lo siguiente:

Fase Movil: Acetonitrilo:Fosfato de Sodio Monobasico
0.05M:2-Propanol (10:80:10) pH 5.0 £ 0.05

Columna: puBondapak CN 3.9 mm x 150 mm, 10 um de
tamano de particula

Flujo: 2.0 mL/min

Vol. de Inyeccion: 100uL

Deteccion para el 17 B-Estradiol: ~ Fluorescencia Agx 281 nm - Agm 305 nm

Deteccidn para la Progesterona: uv 254 nm

Respuesta: Areas

Posteriormente el medio de disolucion utilizado para los perfiles de disolucion fue
reemplazado por una solucion de Tween 80 al 0.3% obligando nuevamente a modificar las
condiciones cromatograficas para obtener un método analitico sensible, selectivo y confiable.

Método Analitico 2

Dentro de las instalaciones del Centro A.F. de Estudios Tecnoldgicos, S.A., y continuando
con el desarrollo del método, se modifico la polaridad de la fase movil, se sustituyo la fase
estacionaria, se modifico el volumen de inyeccion y se modifico la velocidad de flujo, dando
como resultado el siguiente sistema cromatografico:

Fase Movil: Acetonitrilo/Agua/lsopropanol (25:65:15)

Columna: Symmetry C18 3.9 x 150 mm, S5pum de tamafio de
particula.

Flujo: 1.5 mL/min

Vol. de Inyeccion: 80 uL

Deteccion para el 17 B-Estradiol:  Fluorescencia Agx 281 nm - Agy 305 nm

Deteccidn para la Progesterona: uv 254 nm

Respuestas para el 17-p Estradiol: Areas
Respuesta para la Progesterona: Areas

Este método presentd ciertas limitaciones concernientes a la sensibilidad para el

17-B Estradiol (cuantificable hasta una concentracion de 5 ng/mL), asi como problemas en
la cuantificacion e identificacion tanto del 17-f Estradiol como de la Progesterona, ya que
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durante periodos de analisis largos, los tiempos de retencién aumentaban, obligando a

trabajar con tiempos de corrida mayores. (Cromatogramas 1, 2, 3y 4).
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Cromatograma No.1 17-p Estradiol 5 ng/mL (Método Analitico 2)
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Cromatograma No.2. 17-B Estradiol 10 ng/mL (Método Analitico 2)

Progesterona 50 ng/mL
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Cromatograma No.3. Progesterona 50 ng/mL (Método Analitico 2)
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Porgesterona 100 ng/mL

— o —
0.00 2.00 4.00 6.00
Minutes

Cromatograma No.4. Progesterona 100 ng/mL (Método Analitico 2)

Método Analitico 3

Se modifico nuevamente la polaridad de la fase movil, se sustituyo la fase estacionaria y se
modificd la velocidad de flujo dando como resultado el siguiente sistema cromatografico:

Fase Movil: Acetonitrilo/Agua (30:70)

Columna: Sinergy Hydro RP 4.0 x 20 mm, 2um de tamdio
de particula.

Flujo: 2.0 mL/min

Vol. de Inyeccion: 80 uL

Deteccion para el 17 B-Estradiol: ~ Fluorescencia Agx 281 nm - Agy 305 nm

Deteccidn para la Progesterona: uv 254 nm

Respuestas: Areas

Sin embargo, bajo estas condiciones, el método aun presento problemas durante su
aplicacion, debido a una pobre resolucion entre las sefiales del 17-B Estradiol y los
componentes del vehiculo empleado para dispersar las microesferas de la formulacion.

Como propdsito de este trabajo de tesis, se desarroll6 un método analitico que presentara una
mayor sensibilidad (deteccion de 2 ng/mL para el 17-p Estradiol y 20 ng/mL para la
Progesterona), mayor resolucion entre las sefiales del 17-p Estradiol y los componentes del
vehiculo y tiempos de andlisis cortos tanto para el 17 B-Estradiol como para la Progesterona.
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Desarrollo del Método

Considerando que los métodos anteriormente descritos no presentaron problemas para la
cuantificacion y deteccion de la Progesterona, el desarrollo del método se enfocd
principalmente en resolver la resolucion entre el 17-B Estradiol y el vehiculd de la
formulacion.

Por lo cual, el desarrollo del método se enfocd en los siguientes puntos:

1) La obtencion de las condiciones cromatograficas adecuadas capaces de permitir la
resolucion entre el 17-f Estradiol y el vehiculo de la formulacion.

2) Obtener el menor tiempo de elucién tanto del 17-p Estradiol como de la Progesterona
en el anélisis.

3) Laseleccion del Intervalo de la Curva de Cuantificacion

4) Tiempos de analisis cortos, sencillez en su ejecucidn, alta sensibilidad para la
cuantificacion del 17-B Estradiol (2 ng/mL) y la Progesterona (20 ng/mL).

5) Ser un método lineal, exacto y preciso tanto para el 17-B Estradiol, como para la
Progesterona.

Partiendo de las condiciones cromatograficas descritas anteriormente (Método 3) y como
primer paso en el desarrollo, fue necesario conocer los componentes del vehiculo, para esto,
se inyectaron por separado y se encontro que el propilparabeno era el principal componente
en el vehiculo que debia ser resuelto del pico cromatografico del 17-f Estradiol.
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] . @)
: | Z
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Minutos Minutos Minutos
Cromatograma No. 5 Cromatograma No. 6 Cromatograma No. 7
Metilparabeno, Manitol Propilparabeno

(Método Analitico 3)
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Posteriormente se continuo con el desarrollo del método en el siguiente orden:

e Seleccion de Columna

e Seleccidn de Fase Mavil y Velocidad de Flujo

e Seleccidn de Condiciones de Deteccion para el 17-p Estradiol
e Seleccidn de Volumen de Inyeccidn

Seleccion de Columna

La seleccion de la columna, se baso en la afinidad de sus grupos funcionales con la molécula
del 17 B-Estradiol y de la Progesterona. Para ello se realizé una investigacion bibliografica
sobre métodos de separacion de mezclas de esteroides por cromatografia de liquidos de alta
resolucion encontrandose referencias Utiles en revistas de investigacion cientifica como el
“Journal of Pharmaceutical and Bimomedical Analysis” (31), el “Water Research” (32) y el
“Journal of Chromatography A” (30, 37, 38), asi como en catdlogos de proveedores de
refacciones y equipos cromatograficos (Waters Chromatography Columns and supplies
Catalog y Agilent Chromatography Columns and supplies Catalog).

Se encontré que la columna mas adecuada para la resolucion entre el 17-p Estradiol y el
vehiculo de la formulacién, es la Phenomenex Phenyl Hexyl, por poseer en sus cadenas
grupos funcionales fenilo y hexilo, los cuales proporcionaran una mayor selectividad a través
de las interacciones 7 de los anillos aromaticos del 17 -p Estradiol y de la Progesterona con el
anillo fenilo de la fase estacionaria y una mayor interaccion con los compuestos hidrofébicos
presentes en la muestra debido a las interacciones de los puentes de hidrégeno por parte del
grupo hexilo (Figura No 17).
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Figura No. 17 Grupos funcionales presentes en la columna Phenomenex Phenyl
Hexyl

La columna seleccionada fue una Phenomenex Phenyl Hexyl con un diametro interno de 4.6
mm, una longitud de 50 mm y un tamafio de particula de 3 um, pero al utilizarla bajo las
condiciones cromatograficas descritas en el método analitico No 3, se observo que el tiempo
de elucion para la Progesterona era mayor a los 20 minutos, por consiguiente se decidi
probar con una columna con las mismas caracteristicas pero con un diametro interno menor
con el fin de disminuir el nimero de platos tedricos para la Progesterona y por consiguiente
su tiempo de retencion, encontrandose que la columna mas adecuada es la Phenomenex
Phenyl Hexyl con un didmetro interno de 2.0 mm, una longitud de 50 mm y tamafio de
particula de 3um; obteniendo una buena resolucion entre el 17-p Estradiol y el vehiculo de la
formulacién y un tiempo de retencion de 12 minutos para la Progesterona (Cromatograma 8 y
9)
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Cromatograma No.8 17-B Estradiol 5 ng/mL (Columna Phenomenex Phenyl Hexyl
2.0 x 50 mm, 3 um)
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Cromatograma No.9 Progesterona 50 ng/mL (Columna Phenomenex Phenyl Hexyl

2.0 x 50 mm, 3 um)
Seleccion de Fase Movil y Velocidad de Flujo

Para encontrar la fase movil y la velocidad de flujo optima, para obtener una buena
resolucion entre el 17-f Estradiol y el vehiculo de la formulacién, asi como el menor tiempo
de elucion para la Progesterona, se probaron fases moviles a diferentes velocidades de flujo
descritas en la tabla No.4

Tabla No 4. Condiciones de Fase Mdvil y Flujo

Fase Movil Flujo
Acetonitrilo/Agua (25:75) 0.6 mL/min
Acetonitrilo/Agua (20:80) 0.4 mL/min
Acetonitrilo/Agua (30:70) 0.4 mL/min
Acetonitrilo/Agua (30:70) 0.6 mL/min
Acetonitrilo/Agua (30:70) 0.65 mL/min

Acetonitrilo/Metanol/Agua (30:40:30) 0.4 mL/min
Acetonitrilo/Metanol/Agua (25:35:40) 0.4 mL/min
Acetonitrilo/Metanol/Agua (40:30:30) 0.4 mL/min
Acetonitrilo/Metanol/Agua (30:30:40) 0.4 mL/min
Acetonitrilo/Metanol/Agua (20:05:75) 0.4 mL/min

Al probar las fases movil Acetonitrilo:Agua (25:75) a flujo de 0.6 mL/min y
Acetonitrilo:Agua (20:80) a flujo de 0.4 mL/min, no presentaron una buena resolucion entre
el 17-f Estradiol y los componentes del wvehiculo. Al utilizar la fase movil
Acetonitrilo:Metanol:Agua en las proporciones (30:40:30), (25:35:40), (40:30:30),
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(30:30:40) y (20:05:75) a flujo de 0.4 mL, se observd que la linea base se desestabiliza
debido a la presencia del Metanol ain cuando la proporcion de este fuera pequefia; afectando
el equilibrio entre la fase estacionaria y dificultando la cuantificacion del 17-f Estradiol, por
lo tanto se elimind de la fase mdvil y al utilizar la fase movil Acetonitrilo:Agua en la
proporcién (30:70) a flujo de 0.4, 0.6, y 0.65 mL/min, se observo una buena resolucion entre
el 17-B Estradiol y los componentes del vehiculo. La mejor resolucion entre el 17-f Estradiol
y los componentes del vehiculo se encontr6 a un flujo de 0.65 mL/min (cromatogramas 10 y
11), también se puede apreciar que al inyectar la progesterona bajo las condiciones de fase
movil Acetonitrilo:Agua (30:70) a flujo de 0.65 mL/min el tiempo de elucién de la
Progesterona fue de alrededor de 9 minutos (cromatograma 12), por lo cual la fase mévil y
velocidad de flujo méas adecuadas fueron Acetonitrilo:Agua (30:70) a flujo de 0.65 mL/min .
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Cromatograma No.10 Vehiculo (Fase Mdavil Acetonitrilo/Agua (30:70), Flujo

0.65 mL/min, Columna Phenomenex Phenyl Hexyl 2.0 x
50 mm, 3 um)
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Cromatograma No.11 17-B Estradiol 5 ng/mL (Fase Mdvil Acetonitrilo/Agua (30:70),
Flujo 0.65 mL/min, Columna Phenomenex Phenyl Hexyl 2.0 x
50 mm, 3 pm)
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Cromatograma No.12 Progesterona 50 ng/mL (Fase Movil Acetonitrilo/Agua (30:70),
Flujo 0.65 mL/min Columna Phenomenex Phenyl Hexyl 2.0 x
50 mm, 3 um)
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Durante corridas prolongadas se observo que el tiempo de elucion de la Progesterona era
afectada por la temperatura ambiente, especificamente durante la noche, por lo cual se
decidid controlar la temperatura de trabajo a 35°C para mantener el tiempo de elucion de la
misma

Seleccion de Condiciones de Deteccion para el 17-p Estradiol

Con el fin de aumentar la sensibilidad del método analitico para poder cuantificar
concentraciones pequefias de 17-p Estradiol (2 ng/mL) se decidid probar algunos parametros
propios del detector de fluorescencia como son la ganancia (GAIN) y la atenuacion
(ATTEN).

Para encontrar las condiciones de ganancia y atenuacion mas adecuadas se trabajo a una
concentracion de 2 ng/mL de 17-f Estradiol bajo las condiciones descritas en tabla No. 5.

Tabla No.5 Condiciones de Atenuacion y Ganancia

GAIN | ATTEN
100 128
1000 256
100 32
10 64
1 128
1000 1
100 256

Al emplear las condiciones de ATTEN 64, GAIN 10 y ATTEN 128, GAIN 1
respectivamente no se obtuvo una sefial significativa, que pudiera ser cuantificada. Las
condiciones de ATTEN 32, GAIN 100 y ATTEN 256, GAIN 100, se presento una debil sefial
debidaal  17-p Estradiol la cual dificulta su correcta integracion y cuantificacion. Por otro
lado bajo las condiciones de ATTEN 256, GAIN 1000 y = ATTEN 1, GAIN 1000 se
observaron sefales debidas al 17-f Estradiol de mayor magnitud a las anteriores pero a la vez
presentaron una linea base ruidosa, lo cual dificultd una adecuada integracion de la sefial y
por ultimo, bajo las condiciones de ATTEN 128 y GAIN de 100 se obtuvo una sefal
aceptable en lo concerniente al 17 B-Estradiol ya que presenta una linea base estable, sin
sefiales de ruido significativas, permitiendo una adecuada integracion (cromatograma 13),
por lo cual se consideré como la condicion de deteccion mas adecuada a utilizar en el
detector de fluorescencia para la cuantificacion del 17-p Estradiol.
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Cromatograma No. 13 17-B Estradiol 2 ng/mL (Fase Mdvil Acetonitrilo/Agua (30:70),

Flujo 0.65 mL/min, Columna Phenomenex Phenyl Hexyl 2.0 x
50 mm, 3 pm, Atten 128, Gain 100, 35 °C)

Seleccién de Volumen de Inyeccion

Como el analito limitante para el método analitico es el 17-p Estradiol por el nivel de
concentracion en relacion con la Progesterona, la busqueda del volumen de inyeccion estuvo
en funcion de la sefial dada por este, ya que no se observo ningun problema en cuanto a la
deteccidn y cuantificacion para la Progesterona.

Se probaron bajo las condiciones cromatograficas antes mencionadas los siguientes
volumenes de inyeccion: 30, 50, 80 y 1Qd.  encontrandose como volumen de inyeccion
optimo 80 uL (Cromatograma 14) y no mayores a este, ya que se observé que al trabajar bajo
volumenes de inyeccion mayores (100 uL) se sobrepaso la capacidad de carga de la columna
y esta se saturo.
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Cromatograma No. 14 17-pB Estradiol 2 ng/mL (Fase Movil Acetonitrilo/Agua (30:70),

Flujo 0.65 mL/min, Columna Phenomenex Phenyl Hexyl 2.0 x
50 mm, 3 um, Atten 128, Gain 100, 80 uL, 35 °C)
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Finalmente las condiciones cromatograficas Optimas para obtener una mayor sensibilidad,
una resolucion adecuada entre el 17-B Estradiol y el vehiculo de la formulacion, asi como el
menor tiempo de elucion para el 17-p Estradiol y la Progesterona (Cromatograma 15y 16) en
el método fueron las siguientes:

Fase Mévil:
Columna:

Flujo:
Temperatura:
Vol. de Inyeccion:

Deteccion para el 17 B-Estradiol:

Acetonitrilo/Agua (30:70)

Phenomenex Phenyl Hexyl 50 x 2.0 mm, 3um de
tamarfio de particula.

0.65 mL/min

35°C

80 uL

Fluorescencia Agx 281 nm - Agm 305 nm

GAIN 100 y ATTEN 128

Deteccidn para la Progesterona: Uv 256 nm
Respuestas: Areas
<0.00
- 20.00]
1 Estradiol 2 ng/mL
=] Vehiculo e
0.00 4
1 1 PR
oo 100 200 300 400 00 600 o0 &00 900 100
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Cromatograma No.15
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e
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Cromatograma No0.16 Progesterona 20 ng/mL

Posteriormente se procedid a buscar las condiciones de trabajo para el cual el método fuera
lineal y sensible tanto para el 17 B-Estradiol como para la Progesterona y poder validar el
método analitico y evaluar su confiabilidad y aplicacion.
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VALIDACION DEL METODO
SISTEMA
LINEALIDAD
La linealidad del sistema se evalud, al determinar la relacion entre la concentracion de
Progesterona o 17-f Estradiol “X” y la respuesta del 17-p Estradiol o Progesterona “Y?”,
preparando por triplicado curvas a partir de pesadas independientes, la preparaciéon de las

curvas se indica en la tabla No. 6.

Tabla No. 6 Curva Patrén

e s Concentracion del Concentracion de la

Identificacion )
17-B Estradiol (ng/mL) | Progesterona (ng/mL)

P1 2 20

P2 5 50

P3 10 100

P4 25 250

P5 50 500

P6 200 2000

P7 400 4000

P8 800 8000
Calculos

Se realiz6 el analisis de regresion lineal por minimos cuadrados, donde la variable
independiente “X” es la concentracion nominal (ng/mL) del 17-B Estradiol o Progesterona y
la variable dependiente “Y” es la respuesta (area absoluta), calculando los siguientes
estadisticos para las tres curvas: Pendiente (B), ordenada al origen (A), coeficiente de
determinacion (r?) y el intervalo de confianza al 95% de la pendiente (ICB), asi como las
gréficas de los datos y el porcentaje de error relativo por la regresion de los puntos de la
curva. La linealidad se evalué en los siguientes intervalos de: 2 a 800 ng/mL para el
17-B Estradiol y de 20 a 8000 ng/mL para la Progesterona.

Criterios de Aceptacion
El coeficiente de determinacién (r*) debe ser mayor o igual a 0.98, con un error relativo por
la regresion de los puntos no mayor al 2% y el intervalo de confianza de la pendiente no
debid incluir al cero.
PRECISION
Se prepard una solucién a una concentracion de 200 ng/mL de 17-B Estradiol y 2000 ng/mL
de Progesterona y se inyecto por sextuplicado para realizar la prueba de adecuabilidad. Se

midié la respuesta analitica bajo las mismas condiciones establecidas para la curva de
calibracion y muestras analiticas.
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Célculos
Se calculo el coeficiente de variacion de la respuesta analitica.
Criterio de aceptacion
El coeficiente de variacion de la respuesta debe ser menor o igual al 2.0%.
METODO
LINEALIDAD
Se evaluo la linealidad del método al determinar la relacion que existe entre la concentracion
adicionada de 17-B Estradiol y/o Progesterona (X) contenidas en el vehiculo utilizado y la
concentracion recuperada (Y), preparando tres concentraciones por triplicado a partir de
pesadas independientes e interpolando los valores a curvas patrén en el rango de 8 a

200 ng/mL para 17-f Estradiol y de 80 a 2000 ng/mL para Progesterona (tabla No. 6).

Tabla No. 7 Muestras Adicionadas para la prueba de Linealidad del Método

Identificacion Concentracion de Concentracion de la
17-B Estradiol (ng/mL) | Progesterona (ng/mL)
MA 2 20
MB 100 1000
MC 800 8000
Calculos

Con los datos que se obtuvieron se realizd un analisis de regresion lineal por minimos
cuadrados tanto para el 17-f Estradiol como para la Progesterona, utilizando como variable
independiente “X” a la concentracion adicionada (ng/mL) y como variable dependiente “Y” a
la concentracion recuperada (ng/mL), calculando lo siguiente: ordenada al origen (A),
pendiente (B), coeficiente de determinacion (r?), coeficiente de variacién de la regresion,
intervalo de confianza al 95% para la pendiente, intervalo de confianza al 95% de la
ordenada al origen, asi como la pendiente relativa y el porcentaje de recobro.

Criterio de aceptacion.
El coeficiente de determinacion (r°) debe ser mayor o igual a 0.98, el intervalo de confianza

de la pendiente (ICB) debe incluir a la unidad y el intervalo de confianza de la ordenada al
origen (ICA) debe incluir el cero. La pendiente relativa debe encontrarse entre 0.98 y 1.02.
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EXACTITUD

Para la exactitud del método, se calculd el porcentaje recuperado, para cada una de las
réplicas de los niveles de concentracion probados en la prueba de linealidad del método, el
promedio del porcentaje recuperado para cada nivel de concentracion probado y global, el
coeficiente de variacion del porcentaje recuperado y el intervalo de confianza al 95% para el
porcentaje cuantificado.

Criterio de aceptacion.
El promedio del porcentaje recuperado por nivel y global, asi como el intervalo de confianza
al 95%, deben encontrarse entre 98 y 102%, el coeficiente de variacion debe ser menor al
2%.

PRECISION (Repetibilidad y Reproducibilidad)

Repetibilidad
De las muestras que se emplearon para evaluar la exactitud del método, se obtuvo el
coeficiente de variacion (C.V.) para cada nivel y el global, el cual debi6 ser menor o igual al
2%.

Reproducibilidad
Para la prueba de reproducibilidad, dos analistas prepararon su fase movil, soluciones
estandar y curva patron, para analizar por triplicado las muestras indicadas en la tabla de
preparacion de muestras para la prueba de reproducibilidad. Estas se prepararon a partir de
las soluciones madre preparadas por uno de los analistas, lo anterior se realizé durante dos

dias.

Tabla No. 8 Muestras para la Prueba de Reproducibilidad

Identificacion Concentracién de Concentracién de la
17-B Estradiol (ng/mL) | Progesterona (ng/mL)
RA 2 20
RB 100 1000
RC 800 8000
Calculos

Con los datos obtenidos, se calculd el coeficiente de variacion para cada nivel para los dos
analistas en los dos dias y el coeficiente de variacion global para los dos analistas.

Criterio de aceptacién

El coeficiente de variacion global del porcentaje cuantificado para los dos analistas en los dos
dias y el global debe ser menor o igual al 2.0%.
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ESTABILIDAD ANALITICA DE LA MUESTRA.

A TEMPERATURA AMBIENTE
Para la estabilidad de las muestras a temperatura ambiente, se utilizaron las muestras
preparadas por uno de los analistas de la prueba de reproducibilidad y se almacenaron a
temperatura ambiente a ciclos normales de luz y oscuridad, analizandolas a las 24, 48, 72 y
96 horas.

EN CONDICIONES DE REFRIGERACION

Para la estabilidad de las muestras en refrigeracion, se utilizaron las muestras preparadas por
uno de los analistas de la prueba de reproducibilidad y se almacenaron en refrigeracion (2-
8°C) y analizaron a las 24, 48, 72 y 96 horas de su preparacion.

Célculos
Para cada tiempo de andlisis se obtuvo el promedio del porcentaje cuantificado de las
muestras y el valor absoluto de la diferencia entre el promedio del porcentaje cuantificado de
cada uno de los tiempos analizados, con respecto al promedio del porcentaje cuantificado al
tiempo cero.

Criterio de aceptacién
La diferencia absoluta del promedio del porcentaje cuantificado de las muestras en cada
tiempo de anélisis con respecto al porcentaje al tiempo cero no debe ser mayor al 2%, para
ser consideradas estables dentro de las condiciones de almacenamiento.

ESPECIFICIDAD

Se prepararon las soluciones blanco de Tween 80 al 0.3%, de Fase movil [Acetonitrilo: Agua
(30:70)] y del Vehiculo solo con Tween 80 al 0.3 % e inyectaron al sistema cromatogréafico.

Criterio de aceptacion

No se debe observar sefial alguna por parte de las soluciones blanco en los tiempos de
elucion correspondientes al 17-f Estradiol o la Progesterona.

ROBUSTEZ
La prueba de Robustez del método se evalud al cambiar las proporciones de la fase moévil a
25 partes de acetonitrilo HPLC y 75 partes de agua HPLC vy al utilizar una velocidad de flujo
de 0.68 mL/min.

Para ello, se utilizaron las soluciones muestras descritas en la linealidad del método.
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Calculos

Los célculos se realizaron como se indica en la prueba de exactitud del método.

Con los datos de porcentaje recuperados y calculados, se determind la media aritmética de la
condicion normal de operacion (Yo0) y de cada condicidn de operacion de prueba diferente a
la condicion normal (Yi).

Se calculo la diferencia absoluta de la media aritmética de cada condicion de prueba respecto
a la condicion normal (| dil).

Criterio de Aceptacion

El porcentaje global recuperado para cada nivel en la condicion normal de operacion y la
condicion de prueba debe encontrarse entre 98 y 102%.

La diferencia absoluta de la media aritmética de la condicion de prueba respecto a la
condicion normal no debe ser mayor al 2%.

RESULTADOS Y DISCUSION

SISTEMA
LINEALIDAD

En las tablas 9 y 10 se muestran los datos con los que se realizo el analisis de regresion lineal
por el método de minimos cuadrados, utilizando como variable independiente “X” a la
concentracion (ng/mL) y como variable dependiente “Y” a la respuesta dada por el 17-p
Estradiol o la Progesterona, en los intervalos de 2 a 800 ng/mL y de 20 a 8000 ng/mL
respectivamente, se presenta la ecuacion de la linea recta y los resultados estadisticos, donde
el coeficiente de determinacion (r*) es mayor a 0.98, el error relativo por la regresion de los
puntos no es mayor al 2 % y el intervalo de confianza (ICB) al 95% de la pendiente no
incluye al cero.
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TablaNo.9 Linealidad del Sistema para el

17-p Estradiol (Intervalo de 2 - 800

ng/mL)
Identificacion de| Concentracion Concef?tfac'on
Respuesta | Cuantificada | % Error
las Muestras (ng/mL)
(ng/mL)
P1-1 2.0 9168 2.0 -1.3
P1-2 2.0 9421 2.0 1.3
P1-3 2.0 9238 2.0 -0.6
P2-1 5.0 24001 5.0 0.1
P2-2 5.0 24301 5.1 1.3
P2-3 5.0 23698 4.9 -1.2
P3-1 10.0 48603 10.0 0.3
P3-2 10.0 48931 10.1 0.9
P3-3 10.0 48318 10.0 -0.3
P4-1 25 123022 25.2 0.9
P4-2 25 122342 25.1 0.3
P4-3 25 122815 25.2 0.7
P5-1 50 245647 50.3 0.5
P5-2 50 240444 49.2 -1.6
P5-3 50 243937 49.9 -0.2
P6-1 200 982228 200.7 0.3
P6-2 200 977687 199.8 -0.1
P6-3 200 974274 199.1 -0.5
P7-1 400 1961983 400.8 0.2
P7-2 400 1969443 402.3 0.6
P7-3 400 1947445 397.8 -0.6
P8-1 800 3932032 803.0 0.4
P8-2 800 3913451 799.3 -0.1
P8-3 800 3904614 797.4 -0.3
Ecuacion de la recta
y= 4897.0142 x -499.6927
r°= 0.99998

Intervalo de Confianza al 95 % para la Ordenada al Origen y la Pendiente

t Tablas
Limite Superior =

Limite Inferior =

Ordenad al Origen

2.074

2420.7119

-3420.0972

Pendiente

2.074

4906.0094

4888.0191
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Tabla No. 10 Linealidad del Sistema para Progesterona (Intervalo de 20 — 8000 ng/mL)

e, ., Concentracion
Identificacidon de las;  Concentracion ien
Respuesta Cuantificada % Error
Muestras (ng/mL)
(ng/mL)
P1-1 20.0 6772 19.7 -1.4
P1-2 20.0 6952 20.3 1.3
P1-3 20.0 6920 20.2 0.8
P2-1 50.0 16896 49.1 -1.9
P2-2 50.0 17444 50.7 1.3
P2-3 50.0 16986 49.3 -1.3
P3-1 100.0 33970 98.6 1.4
P3-2 100.0 34890 101.2 1.2
P3-3 100.0 34566 100.3 0.3
P4-1 250.0 84853 246.0 -1.6
P4-2 250.0 86605 251.1 0.4
P4-3 250.0 86096 249.6 -0.2
P5-1 500.0 171132 496.1 -0.8
P5-2 500.0 172192 499.1 -0.2
P5-3 500.0 172671 500.5 0.1
P6-1 2000.0 692289 2006.5 0.3
P6-2 2000.0 692129 2006.0 0.3
P6-3 2000.0 692109 2006.0 0.3
P7-1 4000.0 1381191 4003.0 0.1
P7-2 4000.0 1374316 3983.1 0.4
P7-3 4000.0 1380817 4002.0 0.0
P8-1 8000.0 2757966 7993.2 0.1
P8-2 8000.0 2760865 8001.6 0.0
P8-3 8000.0 2762723 8007.0 0.1
Ecuacion de la recta
y= 345.0446 X -35.2225
r?= 0.999997

Intervalo de Confianza al 95 % para la Ordenada al Origen y la Pendiente

Ordenada al Origen Pendiente
t Tablas 2.074 2.074
Limite Superior = 855.8906 345.3191
Limite Inferior = -926.3357 344.7701

En las Figuras 18 y 19 se aprecian los graficos del analisis de regresion lineal donde se puede
observar, que existe una relacién lineal entre la concentracion y la respuesta debida al
17-p Estradiol o la Progesterona respectivamente.
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Linealidad del Sistema para 17- Estradiol
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Figura No. 18 Grafica de Linealidad del Sistema para 17- Estradiol
(Intervalo de 2 a 800 ng/mL)
Linealidad del Sistema para Progesterona
3500000
y = 345.04x- 35.22
3000000 S 0,999
= 2500000
2
= 2000000
3 1500000
& 1000000
500000
0
0 2000 4000 6000 8000 10000
Concentracion (ng/mL)
Figura No. 19 Grafica de Linealidad del Sistema para Progesterona

(Intervalo de 20 a 8000 ng/mL.)

De acuerdo a lo anterior, se concluye que el sistema es lineal en los intervalos de
2 a 800 ng/mL para el 17-f Estradiol y de 20 a 8000 ng/mL para la Progesterona.

PRECISION

Los resultados de la precision del sistema se muestran en las Tablas 11 y 12, donde el C.V.
de la respuesta no es mayor al 2%, por lo que se concluye que el sistema es preciso.
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Tabla No. 11

Tabla No. 12

Precision del Sistema para el 17-p Estradiol

Identificacion de las | Concentracion Respuesta
Muestras (ng/mL) Area
SR1 200 795148
SR2 200 813618
SR3 200 793777
SR4 200 782391
SR5 200 797047
SR6 200 796094
n= 6

Promedio = 796346
D.E. = 10017

C\V.= 1.3

Precision del Sistema para Progesterona

Identificacion de las | Concentracion Respuesta
Muestras (ng/mL) Area
SR1 2000 635455
SR2 2000 635470
SR3 2000 643352
SR4 2000 644400
SR5 2000 644864
SR6 2000 640901
n= 6

Promedio = 640740

DE. = 4312

CV.= 0.7
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METODO

LINEALIDAD

En las tablas 13 y 14 se muestran los datos con los que se realizé el anélisis de regresion
lineal por el método de minimos cuadrados utilizando como variable independiente “X” a la
concentracion nominal (ng/mL) y como variable dependiente “Y” a la concentracion
cuantificada para el 17-p Estradiol o la Progesterona (ng/mL), se presenta la ecuacion de la
recta y los resultados estadisticos, donde se observa que el coeficiente de determinacion (%)
es mayor a 0.98.

Tabla No.13 Linealidad del Método para el 17-p Estradiol
Identificacion de las|  Concentracion Concentracion
Muestras Nominal (ng/mL) | Cuantificada (ng/mL)
MA-1 2.0 1.9879
MA-2 2.0 1.9858
MA-3 2.0 1.9821
MB-1 100.0 98.5445
MB-2 100.0 98.6218
MB-3 100.0 98.5169
MC-1 800.0 800.4088
MC-2 800.0 797.3656
MC-3 800.0 801.0128

Ecuacién de la Recta

y= 1.0002 x -0.6918
r? = 1.0000
CV.= 0.4

Intervalo de Confianza al 95 % para la Ordenada al Origen y la Pendiente

Ordenada al Origen Pendiente
t Tablas 2.365 2.365
Limite Superior = 0.5929 1.0030
Limite Inferior = -1.9764 0.9975

Pendiente relativa

Pend. Rel. (Bo) = 1.0023
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Tabla No. 14 Linealidad del Método para Progesterona

Identificacion de Concentracion Concentracion
las Muestras Nominal (ng/mL) | Cuantificada (ng/mL)

MA-1 20.0 20.2493

MA-2 20.0 20.2461

MA-3 20.0 20.2038

MB-1 1000.0 1012.8231
MB-2 1000.0 1019.5141
MB-3 1000.0 1020.1481
MC-1 8000.0 8143.5352
MC-2 8000.0 8158.8939
MC-3 8000.0 8151.4031

Ecuacion de la Recta

y=  1.00190 x -0.7796
2= 1.00000
C.V.= 0.2

Intervalo de Confianza al 95 % gl = 7 para la Ordenada al Origen y la Pendiente

Ordenada al Origen Pendiente
t Tablas 2.365 2.365
Limite Superior = 4.0593 1.0200
Limite Inferior = -5.6185 1.0180

Pendiente Relativa
Pend. Rel. (Bo) = 1.0003

El intervalo de confianza de la ordenada al origen (IC-A), tanto para el 17-B Estradiol como
para la Progesterona incluye al cero. En el caso del intervalo de confianza de la pendiente
(IC-B) para el 17-B Estradiol incluye la unidad, mientras que para la Progesterona no.
Para la pendiente de Progesterona, debido a que el intervalo de confianza de la pendiente
(IC-B) no incluye a la unidad, se consideré el valor de la pendiente relativa 1.0003, la cual
debe encontrarse entre 0.98 y 1.02, de forma que cumple con el criterio de aceptacion.

En las Figuras 20 y 21 se aprecian los graficos del analisis de regresion lineal para el

17-p Estradiol y la Progesterona donde se puede observar, que existe una relacion lineal entre
la concentracion adicionada (ng/mL) y la concentracion cuantificada (ng/mL).
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2z Linealidad del Método para 17-B Estradiol
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Figura No. 20 Grafica de Linealidad del Método para 17-p Estradiol
(Intervalo de 2 a 800 ng/mL)

Linealidad del Método para Progesterona
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Figura No. 21 Grafica de Linealidad del Método para Progesterona
(Intervalo de 20 a 8000 ng/mL.)

De acuerdo a lo anterior, se concluye que el método es lineal en el intervalo de
2 a 800 ng/mL para el 17-p Estradiol y de 20 a 8000 ng/mL para la Progesterona.

EXACTITUD

En la tabla 15 y 16, se muestran los resultados de la evaluacion de la exactitud del método,
para el 17-p Estradiol y para la Progesterona, donde a partir de los ng/mL cuantificados, en la
prueba de Linealidad del método, se calculo el porcentaje cuantificado para cada réplica en
los niveles de concentracion probados, los cuales se encuentran entre el 98 y 102%, asi como
el porcentaje global, por lo que se cumple con el criterio de exactitud del método.
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PRECISION

Repetibilidad

En las tablas 15 y 16, se observan los resultados de la evaluacion de la repetibilidad, donde el
coeficiente de variacion (C.V.) del porcentaje recuperado por nivel y el global no fue mayor
al 2% , por lo cual, se concluye que el método es repetible.

Tabla No. 15

Exactitud y Repetibilidad del Método para 17-f Estradiol

Concentracion Nominal 17 p-Estradiol

(ng/mL)
2 | 100 | 800
Replica % Recuperado
1 99.4 98.5 100.1
2 99.3 98.6 99.7
3 99.1 98.5 100.1
n= 3 3 3
Promedio = 99.3 98.6 99.9
D.E.= 0.1 0.1 0.2
CV.= 0.1 0.1 0.2
Global
n= 9
Promedio = 99.3
DE. = 0.6
CV. = 0.6

Intervalo de Confianza al 95% para el % Cuantificado

Limite Superior =

Limite Inferior =

99.7 %

98.8 %
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Tabla No. 16 Exactitud y Repetibilidad de Método para Progesterona
Concentracion Nominal Progesterona (ng/mL)
20 | 1000 | 8000
Replica % Recuperado
1 101.2 101.3 101.8
2 101.2 102.0 102.0
3 101.0 102.0 101.9
n= 3 3 3
Promedio 101.2 101.7 101.9
D.E.= 0.1 0.4 0.1
CV.= 0.1 0.4 0.1
Global
n= 9
Promedio = 101.6
DE. = 0.4
CV. = 0.4

Intervalo de confianza al 95%, para el % Cuantificado

101.9 %
101.3 %

Limite Superior =
Limite Inferior =

Reproducibilidad
En las tablas 17 y 18 se muestran los resultados de la prueba de reproducibilidad realizada
por dos analistas, en dos dias, el coeficiente de variacion global del porcentaje cuantificado

para cada nivel probado y para cada analista tanto para el 17-p Estradiol como para la
Progesterona, no fue mayor al 2%, por lo cual se considera que el método es reproducible.
Tabla No. 17 Reproducibilidad del Método para 17 p-Estradiol

Porcentaje Cuantificado

Nivel Analista A Analista B
(ng/mL) Dial Dia2 | Dial | Dia2
2.0 99.9 100.6 101.5 101.9
2.0 100.3 100.9 99.9 99.7
2.0 100.2 99.3 100.1 101.1
n 3 3 3 3
Promedio 100.1 100.3 100.5 100.9
D.E. 0.2 0.9 0.9 1.1
C.V. 0.2 0.9 0.9 1.1
n 12
Promedio 100.5
D.E. 0.8
C.V. 0.8
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Tabla No. 18

Nivel Analista A Analista B
(ng/mL) Dial Dia2 | Dial | Dia2
100.0 99.1 100.3 101.3 99.6
100.0 100.8 99.7 101.1 99.3
100.0 99.5 98.5 101.1 99.1
n 3 3 3 3
Promedio 99.8 99.5 101.2 99.4
D.E. 0.9 0.9 0.1 0.2
C.V. 0.9 0.9 0.1 0.2
n 12
Promedio 100.0
D.E. 0.9
C.V. 0.9
Nivel Analista A Analista B
(ng/mL) Dia l Dia2 | Dial | Dia2
800.0 101.2 99.8 101.8 101.0
800.0 100.5 99.2 101.3 99.4
800.0 98.9 98.8 101.3 99.3
n 3 3 3 3
Promedio 100.2 99.2 101.5 99.9
D.E. 1.2 0.5 0.3 1.0
C.V. 1.2 0.5 0.3 1.0
n 12
Promedio 100.2
D.E. 1.1
C.V. 1.1

Reproducibilidad del Método para Progesterona

Porcentaje Cuantificado

Nivel Analista A Analista B
(ng/mL) Dial Dia2 | Dial | Dia2
20.0 99.2 101.5 101.3 101.4
20.0 100.4 100.9 101.0 101.1
20.0 100.1 100.1 99.3 99.4
n 3 3 3 3
Promedio 99.9 100.8 100.5 100.7
D.E. 0.6 0.7 1.1 1.1
C.V. 0.6 0.7 1.1 1.1
n 12
Promedio 100.5
D.E. 0.8
C.V. 0.8
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Nivel Analista A Analista B
(ng/mL) Dia l Dia2 | Dial | Dia2
1000.0 99.8 99.7 100.1 99.6
1000.0 100.2 99.4 99.8 99.6
1000.0 99.1 99.0 101.5 100.9
n 3 3 3 3
Promedio 99.7 99.4 100.5 100.0
D.E. 0.6 0.3 0.9 0.8
C.V. 0.6 0.3 0.9 0.8
n 12
Promedio 99.9
D.E. 0.7
C.V. 0.7
Nivel Analista A Analista B
(ng/mL) Dia l Dia2 | Dial | Dia2
8000.0 99.4 99.7 100.9 100.6
8000.0 100.3 99.6 100.8 101.4
8000.0 99.3 99.7 101.4 101.3
n 3 3 3 3
Promedio 99.7 99.7 101.0 101.1
D.E. 0.5 0.1 0.3 0.4
C.V. 0.5 0.1 0.3 0.4
n 12
Promedio 100.4
D.E. 0.8
C.V. 0.8

ESPECIFICIDAD

En las figuras 22 a 29, podemos observar las soluciones blanco preparados para la prueba de
Especificidad tanto para el 17-B Estradiol como para la Progesterona, las cuales, no
presentan sefial alguna que interfiera con la sefial cromatografica. Por consiguiente, el
método se considera especifico para la cuantificacion del 17-p Estradiol y Progesterona.

50,00 i )
- { Estradiol 10 ng/mL
E
IZI.IZIIZI—-
0.o0 o IE.IIIIIZI o I4.IIZIIZI o IE.IIZIIZI I
hiinutes
Figura No. 22 Cromatograma Tipico del 17-pg Estradiol
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ESTABILIDAD DE LAS MUESTRAS
A TEMPERATURA AMBIENTE

En las tablas 19 y 20, se muestran los resultados de la prueba de estabilidad de las muestras a
temperatura ambiente, en ellas se observa que la diferencia absoluta del porcentaje
cuantificado con respecto al porcentaje cuantificado inicial para todos los niveles de
concentracion para el 17-p Estradiol probados, no es mayor al 2%, hasta las 72 horas y para
todos los niveles de concentracion de Progesterona probados, no es mayor al 2% hasta las 96
horas.
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Tabla No. 19

Tabla No. 20

Estabilidad de Muestras de 17-p Estradiol
(Temperatura Ambiente)

NIVEL 2 ng/mL

Tiempo Promedio % Diferencia Relativa con
Horas % Cuantificado | Respecto a Tiempo Cero
0 101.4 | e
24 101.2 0.2
48 100.6 0.8
72 100.7 0.7
96 80.4 21.0
NIVEL 100 ng/mL
Tiempo Promedio % Diferencia Relativa con
Horas % Cuantificado | Respecto a Tiempo Cero
0 986 | e
24 100.0 1.4
48 98.9 0.3
72 98.0 0.6
96 96.9 1.7
NIVEL 800 ng/mL
Tiempo Promedio % Diferencia Relativa con
Horas % Cuantificado Respecto a Tiempo Cero
0 992 | e
24 100.3 1.1
48 99.6 0.4
72 99.7 0.5
96 98.6 0.6

Estabilidad de Muestras de Progesterona
(Temperatura Ambiente)

NIVEL 20 g/mL
Tiempo Promedio % Diferencia Relativa con
Horas % Cuantificado | Respecto a Tiempo Cero
0 100.8 | e
24 101.3 0.5
48 100.7 0.1
72 100.4 0.4
96 100.2 0.6
NIVEL 1000 ng/mL
Tiempo Promedio % Diferencia Relativa con
Horas % Cuantificado Respecto a Tiempo Cero
0 990 | e
24 100.4 1.4
48 100.1 1.1
72 100.4 0.5
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NIVEL 8000 ng/mL

Tiempo Promedio % Diferencia Relativa con
Horas % Cuantificado | Respecto a Tiempo Cero
0 T —
24 100.0 1.1
48 100.0 1.1
72 99.9 1.0
96 99.0 0.1

EN REFRIGERACION.

En las tablas 21 y 22, se muestran los resultados de la prueba de estabilidad de las muestras
en refrigeracion (2-8 °C), en ellas se observa que la diferencia absoluta del porcentaje
cuantificado con respecto al porcentaje cuantificado inicial para todos los niveles de
concentracion para el 17-p Estradiol probados, no es mayor al 2%, hasta las 72 horas y para
todos los niveles de concentracion de Progesterona probados, no es mayor al 2% hasta las 96

horas.

Tabla No. 21

Estabilidad de Muestras de 17 p Estradiol

(Refrigeracion)

NIVEL 2 ng/mL

Tiempo Promedio % Diferencia Relativa con
Horas % Cuantificado Respecto a Tiempo Cero
0 1014 | e
24 100.6 0.8
48 100.7 0.7
72 100.3 1.1
96 72.9 28.5
NIVEL 100 ng/mL
Tiempo Promedio % Diferencia Relativa con
Horas % Cuantificado Respecto a Tiempo Cero
0 986 | -
24 100.1 1.5
48 99.1 0.5
72 98.4 0.2
96 92.4 6.2
NIVEL 800 ng/mL
Tiempo Promedio % Diferencia Relativa con
Horas % Cuantificado Respecto a Tiempo Cero
0 992 | s
24 100.3 1.1
48 99.0 0.2
72 99.6 0.4
96 975 1.7
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Tabla No. 22 Estabilidad de Muestras de Progesterona
(Refrigeracion)
NIVEL 20 ng/mL
Tiempo Promedio % Diferencia Relativa con
Horas % Cuantificado Respecto a Tiempo Cero
0 100.8 | e
24 101.4 0.6
48 100.5 0.3
72 100.1 0.7
96 100.7 0.1
NIVEL 1000 ng/mL
Tiempo Promedio % Diferencia Relativa con
Horas % Cuantificado Respecto a Tiempo Cero
0 990 | -
24 99.5 0.5
48 99.5 0.5
72 100.3 1.3
96 99.5 0.5
NIVEL 8000 ng/mL
Tiempo Promedio % Diferencia Relativa con
Horas % Cuantificado Respecto a Tiempo Cero
0 989 | e
24 100.0 1.1
48 99.9 1.0
72 99.9 1.0
96 99.4 0.5
ROBUSTEZ.

Cambio de Fase Movil Acetonitrilo : Agua (25:75)

En las tablas 23 a 28 se muestran los resultados del porcentaje de cuantificacion debido al
cambio de fase movil y se observa que para todos los niveles de concentracion probados,
tanto para el 17-p Estradiol como para la Progesterona se encuentran dentro del 98 y 102%,
el CV para cada nivel y el CV global son menores al 2% y la diferencia absoluta de la media
aritmética de la condicion de prueba con respecto a la condicion normal no es mayor al 2%.




Tabla No. 23

Robustez del Método para cuantificar 17-p Estradiol
(Cambio de Fase Movil)

Concentracion Condicion Normal Yo Condicién de Prueba Yi
Nominal (ng/mL) 2 | 100 \ 800 2 | 100 | 800
Replica % Cuantificado % Cuantificado
1 100.3 100.6 100.9 101.1 99.6 101.7
2 101.4 100.3 101.1 99.8 98.5 101.9
3 100.7 101.2 101.1 99.4 99.2 101.9
n= 3 3 3 3 3 3
Promedio 100.8 100.7 101.0 100.1 99.1 101.8
D.E. 0.5 0.4 0.1 0.9 0.6 0.1
C.V. 0.5 0.4 0.1 0.9 0.6 0.1

Yo = Condicién Normal, utilizando ACN:Agua (30:70)
Yi = Condicion de Prueba, utilizando ACN:Agua (25:75)

Tabla No. 24 Diferencia Absoluta de la Robustez del Método para cuantificar
17-p Estradiol
(Cambio de Fase Movil)

Identificacion % Cuantificado
de Muestras n Promedio Yo | Promedio Yi /di/
MA 3 100.8 100.1 0.7
MB 3 100.7 99.1 1.6
MC 3 101.0 101.8 0.8
Tabla No. 25 Robustez del Método para cuantificar Progesterona

(Cambio de Fase Movil)

Concentracion Condicion Normal Yo Condicion de Prueba Yi
Nominal (ng/mL) 20 | 1000 \ 8000 20 | 1000 | 8000
Replica % Cuantificado % Cuantificado

1 101.9 99.9 100.5 101.1 100.1 100.8
2 101.3 100.5 100.1 100.9 98.9 101.1
3 99.6 100.5 100.0 99.6 100.7 100.6

n= 3 3 3 3 3 3
Promedio 100.9 100.3 100.2 100.5 99.9 100.8

D.E. 1.2 0.4 0.3 0.8 0.9 0.3

C.V. 1.2 0.4 0.3 0.8 0.9 0.3

Yo = Condicién Normal, utilizando ACN:Agua (30:70)

Yi = Condicion de Prueba, utilizando ACN:Agua (25:75)




Tabla No. 26 Diferencia Absoluta de la Robustez del Método para cuantificar

Progest

erona

(Cambio de Fase Mavil)

Identificacion % Cuantificado

de Muestras n Promedio Yo | Promedio Yi /di/
MA 3 100.9 100.5 0.4
MB 3 100.3 99.9 0.4
MC 3 100.2 100.8 0.6

Cambio de Flujo ( 0.68 mL/min)

En las tablas 29 a 34 se muestran los resultados del porcentaje de cuantificacion debido al
cambio de flujo, donde se observa que para cada replica en todos los niveles de
concentracion probados, tanto para el 17-p Estradiol como para la Progesterona se
encuentran dentro del 98 y 102%, el CV para cada nivel y la diferencia absoluta de la media
aritmética de la condicion de prueba respecto a la condicion normal no es mayor al 2%.

Tabla No. 27 Robustez del Método para cuantificar 17-B Estradiol
(Cambio de Flujo 0.68 mL/min)
Concentracion Condicion Normal Yo Condicion de Prueba Yi
Nominal (ng/mL) 2 | 100 | 800 2 | 100 | 800
Replica % Cuantificado % Cuantificado

1 100.3 100.6 100.9 100.6 100.0 100.1
2 101.4 100.3 101.1 100.9 100.0 100.3
3 100.7 101.2 101.1 100.0 101.3 101.3

n= 3 3 3 3 3 3
Promedio 100.8 100.7 101.0 100.5 100.4 100.6
D.E. 0.5 0.4 0.1 0.5 0.7 0.6

C.V. 0.5 0.4 0.1 0.5 0.7 0.6

Tabla No. 28

Yo = Condicion Normal, utilizando flujo de 0.65 mL/min.
Yi = Condicion de Prueba, utilizando flujo de 0.68 mL/min.

Diferencia Absoluta de la Robustez del Método para cuantificar
17-B Estradiol
(Cambio de Flujo 0.68 mL/min)

Identificacion % Cuantificado

de Muestras n Promedio Yo | Promedio Yi [di/
MA 3 100.8 100.5 0.3
MB 3 100.7 100.4 0.3
MC 3 101.0 100.6 0.4
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Tabla No. 29 Robustez del Método para cuantificar Progesterona

(Cambio de Flujo 0.68 mL/min)

Concentracion Condicion Normal Yo Condicion de Prueba Yi
Nominal (ng/mL) 20 | 1000 | 8000 20 | 1000 | 8000
Replica % Cuantificado % Cuantificado

1 101.9 99.9 100.5 101.0 100.4 100.9
2 101.3 100.5 100.1 100.0 100.0 101.7
3 99.6 100.5 100.0 100.7 100.8 101.0

n= 3 3 3 3 3 3
Promedio 100.9 100.3 100.2 100.6 100.4 101.2

D.E. 1.2 0.4 0.3 0.5 0.4 0.4

C.V. 1.2 0.4 0.3 0.5 0.4 0.4

Yo = Condicion Normal, utilizando flujo de 0.65 mL/min.
Yi = Condicion de Prueba, utilizando flujo de 0.68 mL/min.
Tabla No. 30 Diferencia Absoluta de la Robustez del Método para cuantificar
Progesterona
(Cambio de Flujo 0.68 mL/min)

Identificacion % Cuantificado

de Muestras n Promedio Yo | Promedio Yi /di/
MA 3 100.9 100.6 0.3
MB 3 100.3 100.4 0.1
MC 3 100.2 101.2 1.0

Por tanto, podemos concluir que el método es robusto al cambio en la composicion de la Fase
Movil, al cambio de Flujo y al cambio de Temperatura, sin embargo, para fines de analisis,
conviene utilizar las condiciones normales con las cuales se valido el método.
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CONCLUSIONES

e EI método analitico es selectivo a los componentes del vehiculo y del medio de
disolucién para el 17-p Estradiol como para la Progesterona.

e El método es especifico a la cuantificacion del 17-f Estradiol y de la Progesterona.

e EIl método presenta una sensibilidad superior a los métodos analiticos anteriormente
desarrollados, presentando una sensibilidad de 2 ng/mL para el 17-f Estradiol y de
20 ng/mL para la Progesterona.

e El sistema es lineal, en los intervalos de 2 a 800 ng/mL para el 17-p Estradiol y de
20 a 8000 ng/mL para la Progesterona.

e El sistema es preciso, con un coeficiente de variacion de respuesta no mayor al 2%.

e EIl método es lineal, en los intervalos de 2 a 800 ng/mL para el 17-f Estradiol y de
20 a 8000 ng/mL para la Progesterona.

e EIl método es exacto al demostrar que el porcentaje cuantificado en cada réplica de
los niveles de concentracion probados se encuentran entre el 98 y 102% en el
intervalo de cuantificacion de 2 a 800ng/mL para el 17-B Estradiol y de 20 a
8000 ng/mL para la Progesterona.

e El método es reproducible al presentar un coeficiente de variacion global no mayor al
2%, en el intervalo de cuantificaciéon 2 de a 800 ng/mL para el 17-p
Estradiol y de 20 a 8000 ng/mL para la Progesterona.

e Las muestras conteniendo 17-f Estradiol al ser almacenadas en refrigeracion (2-8 °C)
o0 temperatura ambiente (20-25 °C) son estables hasta 72 horas.

e Las muestras conteniendo Progesterona al ser almacenadas en refrigeracion (2-8
°C) o temperatura ambiente (20-25 °C) son estables hasta 96 horas.

e EIl método es robusto al cambio de fase mdvil de Acetonitrilo:agua (25:75), al cambio
de temperatura de la columna de 37.5 °C y al cambio de la velocidad de flujo a
0.68 mL/min.
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