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RE!: SUMEN 

Una formulació-n. de acción controlada., contiene microesferas de 

178-Estradi.C.l. cómo principio.activo. Estas microesteras se obtienen 
,_,.,,,-_ .. · ... · 

por la técnica ·da·:."'?r:=i?-_c,~nge~a~iónt y .e'.1 "este t:'roceso, la muestra 

C178-Estradioli ,,s~·sb~E!.t~':a, ~ondi~Íones\~rá~~icas de calentamiento­

enfriami~~~'.o:~ :;I~>-·~J~::.~:~:~~·~~~-~·~~·~~·a_:r>~~~~~~P~Gi-Ción del fármaco, o al­

guna mccitf·i~-ac-i(;n.'/c·ri·~·t'.~l:i:~~-·._"·E~ _por.:'~~tof que dentro del desaJ"ro-
. ' . . . ~-... . .. -- ' '..~. - . -

Estradiol es -:·.--~.eC:_~~-~-.·r,10· _á~t-~C~_r técnicas ana 1 i ticas adecuadas ·que 

permi_tan -~s~9~ra_r ·1a ·integridad quimica de las microesferas asi 

elaboradas. 

Para la·. cuantificación del 178-Estradiol, en este traba Jo se 

desarrolló un método por cromato9rafia de liquidas de alta resolu­

ci6n CCLAR>, con detector con arreglo de fotodiodos. 

El método resul t6 ser eKacto y preciso, asegurando as1 la 

especificidad de su respuesta. 
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SLJ/"'7HARY 

The development of a sustained release formulation containing 

microespheres of 178-Estradiol as drug substance obtai ned by the 

Spray-Congealing method requires suitable analytical methods in 

arder to ensure the chemical integrity of the drug in the 

microphones. The Spra~-~ongea~ ing .process i nvol v~s th,e exposi tion 

of the drug substa·nce under -~raStically c:onditions of extreme 
~- .. ' ·' - " .. : . 

temperature changeS ·:·th'at · _may:· ind~ce_. ~~compos-ition or modification 
"·' .. 

of the crystall.~n.~. form.·.~'t_ 178:...:.Estr~diol~·-· 1_---( 

,,.~:::,:::1:~~;~;!~~,~~liif i;~f t,·: to observe how the 

form when submitted 

to the microe;.ph~riz~tion p~oéess ;·arici· then adopt the A and e 

polymorphic ·forms when submitt~C to thermal tre~tment <the A 

polymorphic fo'rm is the most stable ene>. This kind of transforma-

tions also are detected by thermal analysis. 

The other spec:troscopic techniques like Ultraviolet (UV>, 

Nuclear Magnetic Resonance CNMR> and Mass Spectrosc:_opy <MS> were 

used in this work in order to ensure the chemical integrity of the 

molecule. 

The High Performance Liquid Chromatography <HPLC> 1 with a 

Photodiode Array Detector was used to quantify 178-Estradiol. This 

analytical method has shown to be precise, accurate and specific. 
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CAPITULO 1 

INTRODUC:CION 

La gran mayoria de los fármaco& uti 1 izados ac:tua lmente como 
anticonceptivos, tienen la desventaja de causar efectos secunda­
rios indeseables •. Estos efectos ocurren debido a que las formula­
c:ícnes actuales emplean dosis demasiado altas para poder producir 
el mencionado efecto anticonceptivo, originando as1 dichos efectos, 
por lo tanto se hace necesario ampliar el desarrollo tecnológico en 
la dosificación de estos farmacos. 

Entre las formulaciones desarrolladas se encuentra un anti­
conceptivo inyectable mensual, el cual asegura una conc:entrac·ión 
adecuada de Progestina en el organismo. 

En este tipo de formulaciones se intenta que la liberación del 
fármaco sea controlada y que solamente se utilice la cantidad 
necesaria para obtener el efecto anticonceptivo deseado, disminu­
yendo asi les efectos secundarios. Dicha formulación propuesta es 
una suspensión inyectable de acción controlada que contiene como 
principios activos miC.rcesferas de 17G-Estradiol y Proges;terona. 

El proceso utilizado para el desarrollo de esta formulación es 
la microesferización, en el cual se utiliza la técnica de rocio­
congelación, la cual consiste en fundir la muestra <178-Estradiol), 
para luego ser rociada con ayuda de aire caliente hacia una cAmara 
de congelamiento y posteriormente recolectar las microesferas a·si 
elaboradas. 

En dicho proceso, el fármaco ~a sometido a condiciones 
drásticas de temperatura., lo que puede originar una descompcsición 
del mismo o la aparición de posibles formas polimérficas, esto 
conlleva al desarrollo del presente trabajo donde se pretenden 
implementar las técnicas analiticas adecuadas para asegurar la 
composición quimica del asteroide como tamb.ién .. las técnicas que 
permitan evaluar las posibles modificaciones c~istalinas <polimor­
fos). 

Asimismo se hace necesario contar ·can. técnicas analiticas 
adecuadas para asegurar el comportam"iento quimico de las 
microegferas asi elaboradas. 

Las técnicas espectroscópicas sen una herramienta adecuada en 
el presente estudio, ya que cada una de el_las _nos proporciona 
información de los posibles cambios sufridos en la estructura de la 
molécula del 178-Estradiol, sometida a las condiciones antes 
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mencionadas. Las técnicas espectroscópicas utilizadas en el 
presente estudio son las siguientes: 

la absorción al ultravioleta, la espectroscopia infrarrojo, la 
resonancia magnética protónica y la espectroscopia de masas. 

Otra de las técnicas analiticas utilizadas en el presente 
estudio, es la calorimetría diferencial de barrido. 

También se cuenta con un método analitico capaz de cuanti1icar 
al 178-Estradiol sin que interfieran los posibles productos de 
degradación; la técnica a elegir as la cromatografía de liquides de 
alta resolución con detector.de arreglo de fotcdiodos para asegurar 
la especificidad de su respuesta. 
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CAPITULO :2 

OB.JETIVOS 

-.Contar con técnicas par& asegurar el comportamiento quimico de 
las microesfaras de 178-Estradiol que serán utilizadas para una 
formulación de acción controlada. 

- Iriiplementación de métodos 11spect.ro11eópicos y calorimétricos para 
la identificación de cada una de las modificaciones cristalinas del 
178-Estradiol, en el proceso de microesferización. 

- Desarrollo de un método analttico por cromatografía de liquides 
de alta resolución para la cuantificación de 178-Estradiol 
mic:roasferas. 

- Estudiar la estabilidad de las microesferas de 178-Estradiol, ya 
que al presentar diferente• formas cristalinas durante el proceso 
da fabricación, tienden con el tiempo a adoptar la forma mis 
estable (forma A o hemidratada). 
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CAPITULO 3 

GENERALIDADES 

El 17G-Estradiol es la hormona estrogénica más potente, 
controlada y secretada por los ovarios. Junto con la Progesterona, 
tiene ccmo función vital la preparación del aparato reproductor 
femenino para la recepción del esperma y la implantación de un 
huevo fecundado. La stntesis y la aplicación de estas hormonas 
ováricas ha permitido la intervención terapéutica racional en 
ciertas enfermedades; sin embargQ, ha sido mucho mayor el uso 
clinico de éstas como anticonceptivos. 

3.1 Monogra'fia del 'farmac:o ''• 2, :s. •· ª• lb, 7', ., 

Nombre Genérico <L> 

17ll-Estradiol 

Nombres Quimicos 

1. - <17ll>-Estra-1,3,5(10l-trieno-3,17-diol 

2. - Estra-1,3,S<!Ol-tri~no-3,170-diol 

- Nombres Comerciales •.2 > 

1. - ANAFERTIN 

2. - C!LEST 

3. - EXLUTON 

4. - LUTOG!NESTRYL F 

5. - MARVELON 

6. - NORDET 

7. - NORDJOL 

e. - OVRAL 

9. - PERLUTAL 



- Fórmula Condensada 

- Fórmula Desarrollada <1» 

/ 
HO 

P•sa Halecular 

272.39 

Figura 1. 178-Estradiol 

9 

OH 
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- Descripción c1> 

Polvo cristalino o cristales higroscópicos, de color blanco o 
blanco cremoso. 

- Análisis Elemental 

En la tabla 
Estradiol. 

se presenta el aniilisis elemental del 170-

Tabla 1. Análisis Elemental del 17B-Estradiol. 

Elemento PorcentaJ• 

Carbono 79.37 

Hidrógeno e.ea 

Oxigeno 11.75 

3.1.2 Propiedades Físicas y Quimicas (3. 4 • o, •> 

:s.1.2.1 Solubilidad u, 4 • 5 > 

El 170-Estradiol se considera pr4cticamente insoluble en agua, 
ligeramente soluble en etanol, acetona, cloroformo y éter, muy 
soluble en dioxano y en soluciones fuertemente alcalinas. 



Tabla 2. Solubilidad deÍ- 178;.:Es-tradfol Cmg/dll 
en Disolventes .Orgánicos,~"'.> 

--_> 

o '"Yí5!· '"'.•'25 30 

Acetona 2594.1 "_429L2- -7068.B 8914.8 
Benceno - 21'.7: 46.7 80.1 
Cloroformo 140.5 251 ;2 411•4 642.7 
CicloheKano "-'0.5- 1.3 2.2 
Diclorometano 45.1 108.4 192.6 267.1 
Dio>cano 7075;2· 1208!5'.6 19868.4 
Etanol 1541 .0 2387.2 - 3134.4 3727.4 
9511 v/v Etanol 1060.4 1606.9 '2908.8 4186.3 
Oietil éter 533.2: 700.8 745.5 836.7 
He>cano < 0.5_ (' 0.5- - < 0.5 o.9 
Metano! 862.1 - -181l .:S ,2548.8 3525.6 
Tetrahidrofurano 25447;2 '28006.4 ,,. 29222;4 33788.8 
Tolueno 4.3 ,. ·.·., "14_.0, .- - ':33.1 51.5 

_Tabla 3. Solubilidad del ¡;s-'.E~tf~~i~1;mg/dL> 
en Disolventes Acúo'sos:~.,t:'>·::~;.:.. · 

Agua 0.30 
0.02 M Cloruro de Sodio 
0.20 M Cloruro de Sodio 
0.40 M Cloruro de Sodio 
Sol. Amortiguadora de P04

3 -

pH 7.2 , 0.50 l 
pH 7.2 , 0.10 I 
pH 7.2 1 0.20 I 

0.005 M l-Tirosina en 
Sol. Amortiguadora de PQ4 3-

pH 7.2 , 0.10 I 
Sol. Amortiguadora de PQ43 -

pH 7.4 , 0.15 I 
0.02 M Sodio 

Dioxicolato en 
Sol. Amortiguadora de P04

3 -

pH 7.4 , 0.15 I 

0.56 
0.38 
0.34'-
0.28, 

0.38:!:.0:046 :· 
0.36:!;.0.016 
0.34:!;.0.24 --

0.66±_0.049 

0.512-

3.92 

11 
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:s.1.2.2 Constante de Ionización cts> 

El 178-Estradiol es un ácido débil, y su pKa aparente determi­
minado espectrofotométricamente es de 10.12. 

3.1.2.3 Rotación Especifica c1, 8 > 

El 178-Estradiol presenta una rotación especifica entre +76° y 
+83° determinada en una solución en dioxano a una concentración de 
10mg/mL. 

3.1.2.4 Intervalo de Fusión ' 1 • •• ts> 

El intervalo de fusión del 178-Estradiol viene reportado entre 
173°C y 179ªC, por la técnica descrita por la USP. Por calorimetría 
de barrido diferencial el 178-Estradiol presenta dos picos 
endotérmicos a 112°C y 174°C, antes de la endoterma de fusión a 
179°C, como se muestra en la Figura 2. 

l•I 

.§T 
~i 

80 120 160 190 •e 

Figura 2. Termogramas del 178-Estradiol a vélocidades' de 
c:alentamiento de <al 10ªC/min. y lbl 2ªC/min. utilizando Bmg de 
muestra. Determinados en un equipo Stanton Redc:rcft 6718 
analizador. 



13 

3.1.2.5 Sintesis ce, 

El 178-Estradiol es comúnmente sintetizado a partir de la 
reducción con borohidruro de sodio de la Estrena, la cual es 
obtenida por la pir6lisis o reducción de la Androstenodiona. 

3.1.2.6 Estabilidad <e> 

El 178-Estradiol es estable en soluciones diluidas de ácidos y 
bases; y en forma sólida permanece quimicamente estable por lo 
menos por cinco años bajo condiciones de temperatura ambiente. Sin 
embargo; se ha reportado que el 178-Estradiol aplicado en una placa 
de sil ica y expuesto a la a tm6sfera por una hora presenta una 
descomposición sustancial. <•> 

3.1.2.7 Espectroscopia 

Ultravioleta: El 178-Estradiol exhibe máximos de absorción a 
las longitudes de onda de 221 nm y a 280 nm aproximadamente, como 
se muestra en la figura 3. 

0·12 

~ 0·08 
u 

! 
a: 
o 

@ 
0·04 

200 250 300nm 

Figura 3. Espectro de absorción ultravioleta del 178-Estradiol 
obtenido en un Espectrómetro Cecil CE505A, utilizando una celda de 
1 cm de paso óptico, a una concentración de O .0033 mg/ml de 178-
Estradiol en metano! al 2Y. v/v, haciendo un barrido desde 200 nm a 
300 nm. 
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Infrarrojo: El espectro infrarrojo del 176-Estradiol, se 
ilustra en la figura 4. La asignación de bandas y desplazamientos 
se encuentra resumida en la tabla 4. 

¡ ~-

1 

i ,,..=-~.~ •. r,~~-=.,--~~--,,:~,--~..,=-~~~.=~~~--;i..,"'"""~~~,~ 
\ 

Figura 4. Espectro Infrarrojo del 178-Estradiol obtenido en un 
Espectrómetro Pye-Unicam modelo 5P3-200, de una dispersión de 176-
estradiol en bromuro de potasio, en un intervalo de número de onda 
de 4000 cm-1 a 650 cm-1 • 

Tabla 4. Asignación de Bandas de Absorción al Infrarrojo. del 176-
Estradiol. 

Frecuencia 
<cm-1.> 

,~3435 

~30.60, . 

~3020 

.~J5B5. 

:"1250. 

~1237 

"'.740 

Forma 
e 

Intensidad 

Hombro 

Hombro 

Asignaci6n 

0-H Estiramiento 

C~H Estiramiento 

C-H Estiramiento 

. v;~simétrica anillo 

Flexi6n del anillo 

C-0 Estiramiento 

0-H FenOlico Dobles 

C-0 Alargamiento 

o-H.flexion 
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Resonancia Magnética Nuclear: El espectro de resonancia 
magnética nuclear 1 H del 17.8-Estradiol se muestra en la figura 5, y 
la asignación de bandas se encuentran resumidas en la tabla 5 

ppm7 

Figura 5. Espectro de resonancia magnética nuclear 1 H del 178-
Estradiol determinado en un espectrómetro Bruker WM250, utilizando 
como disolvente acetona y <TMS> como referencia interna. 
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Tabla 5. Asignación de Bandas de 1 H del 178-Estradiol 

Protón Núaero de Desplazamiento Tipo aa 
Protones Qula1ico Señal 

<E/ppml 

a 1 9.0 Singulete 

b 1 7.09 Doblete 

e 2 6.59 - 6.52 ;:¡ Doble:::tes 

d 1 4.54 Doblete 

e . 1. )y·' ·.· 
3.67 Doblete 

f .· . • 2,~> : :o'.·. 2;76 Multiplete 

g . •·.1_:)'·> ;::;y> 2.28 Multiplete 

h . 12. --:·-,,, 2~2_0_:·- 1.10 Multiplete ... <'.:; 

i. 3 ,: 0;77 Singulete .. 
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Escectro de Masas: El espectro de masas del 176-Estradiol se 
muestra en la figura 6. La asignación de señales caracteristicas se 
encuentran en la tabla 6. 

Figura 6. Espectro de masas del 178-Estradiol uti 1 izando un 
espectrómetro de ionización de impacto de electrones AEI <Krat.os) 
MS9. 

Tabla 6. Asignación de Señales Caracteristicas en el Espectro de 
Masas del 17B-Estradiol. 

Relación C:omposici6n Intensidad 
Hasa/C:arga Rala ti va 

272 Cs.11H:z402 tM•J 100 

213 Cs.eHa..,.O 46 

186 Cs.;sH 1 .,.0 14 

185 -Ci.:sHs.:sO 13 

172 
" 

. _..c:.,.H.,.O 27 

160 ... .. C1.s.H:L20 ·43 

159 C:úH_iaO :.29 

158 . Cs.~H:a.oO 
' ./ O: ;13 

146 Cs.oHa.00 .. , i<>:. :28 ·: ,, 
145 : ~s.oH.o 18 ,. 

133 _c: .. H,.O 
. ... 

23 
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3.1.3 Métodos de Análisis cs., "• '7> 

3.1.3.1 EKtracción y Purificación 

Se han reportado técnicas de extracción del 178-Estradiol de 
fluidos biológicos. Este fármaco puede ser cuantitativamente extra­
ído con éter dietilico o benceno, la fase orgAnica se lava con so­
lución amortiguadora de carbonato de sodio a pH 10.5 para eliminar 
las impurezas no esteroidales, después se extrae con hidróxido de 
sodio 0.1M y luego se re-e::trae con el disolvente orgánico después 
de acidificación con iicido sulfúrico. Estos conjugados altamente 
polares son ewtraidos con acetato de etilo (después de la 
separación de la fracción no conjugada) e hidrolizados por reflujo 
con ácido c:lorhidrico o por incubación con enzimas; sulfatasas o G­
glucuronidasas. 

3.1.3.2 Colorimetría y Fluorescencia <e> 

Se han desarrollado varios métodos para el aniilisis 
colorimétrico del 1713:-Estradiol basados en la reacción de •~ober, 

donde una muestra del fármaco es calentada con un fenal (ejemplo a­
naftol) y ácido sulfó.ricn CL 60Y.(p/v) J, dando origen a una solución· 
amarilla la cual es diluida a una concentración de 30-50X(p/v) y 
recalentada hasta formar una solución de color rosa la cual absorbe 
a un má>eimo de 531) nm. Utilizando el método modificación de 
Ittrich, el cual es más sensible y e~:acto, donde se omite el 
recalentamiento después de la dilución, y el complejo colorido es 
extra ido con una solución al 2Y.(p/v), de p-nitrofenol en 
cloroformo, dando origen una solución fluorescente amarillo 
verdoso. 

3.1.3.3 Análisis Cromatográfico 

Cromatografía en Placa fina ce» 

Existen varios sistemas útiles para la separación del 17B-Es­
tradiol. A continuación se enlistan dos sistemas (disolventes 
utilizados como fase móvil), utilizados en placa fina. 

Adsorbente - Si lica gel 13, con 250 µm de espesor ai:ti vada a 
150 ac por 3 horas. 

Solventes - <a> cloroformo:acetato de etilo,_80:20 
(b) acetona:diclorometano, 20:80. 

Revelado - Rociar con tricloruro de antimonio -100%-P/P 
en ácido acético glacial. Desarrolla a 95ªC 
por 5 minutos manchas de color· rojo· claro con 
<a> R~ 0.32 y (b) R~ 0.56. 
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- Cromatografia de Liquides de Alta Resolución c1. º• 7 > 

Muchos son los sistemas utilizados para cuantificar al 178-
Estradiol, tanto en preparados farmace~ticos como en fluidos 
biológicos. Un método de ancilisis utilizado para cuantificar 178-
Estradiol es el descrito por la USP XXII, el cual utiliza una 
columna de acero inoxidable de 3.9-mm x 300-mm, empacada con 
silica de lOµm de tamaño de partícula, de forma irregular, unidas 
quimicamente a una cadena de C1 e con recubrimiento final, 
utilizando como fase móvil acetonitrilo/agua (55:45>, a una 
velocidad de flujo de 1 ml/min, con un volumen de inyección de 
25µL, utilizando un detector UV. a una longitud de onda de 205 nm y 
como estandar interno el etilparabeno a una concentración de 15µ/ml 
y para el 178-Estradiol una concentración de 20 µg/ml. 

Otro método de anal is is uti 1 i Za una columna de Sistema de Se­
paración de Compre:::;ión R~dial CSSCR> Radial-PAf<': CµBondapak), 
empleando como fase móvil acetonitrilo/agua (50:50), a una 
velocidad de flujo de 2 ml/min, con un volumen de inyección de 
lOOµL, utilizando un detector UV. a una longitud de onda de 280 nm 
y una concentración de 178-Estradiol de 0.05µg/ml, con un tiempo· de 
retención de 5.6 min. 

3.1.4 Propiedades Farmacológicas ce, ., 

El 176-Estradiol es una hormona estrogénica cuya produce i ón 
controlada y cíclica es exclusivamente del ovario. Junto con la 
progesterona tienen como función vital la preparación del aparato 
reproductor femenino para la recepción del esperma y la 
implantación de un huevo fecundado. L:'I sfnh:osis y acción d~ estas 
hormonas ováricas ha permitido la intervención terapéutica racional 
en ciertas enfermedades. Sin embargo, ha sido mucho mayor el uso 
clínico de estas hormonas que actuan como anticonceptivos. 

3.1.4.1 Biosintesis ce• e> 

El 176-Estradiol es biosintetizado en la mujer principalmente 
por componentes de los ovarios (folículos, cuerpo luteo y estroma>, 
siguiendo con la clásica ruta de los esteroides, convirtiendo el 
acetato en colesterol siguiendo hasta pregnolona y androstenodiona. 

El 176-Estradiol se forma en definitiva con androstenodiona o 
testosterona como precursores inmediatos (figura 7>. De los tres 
estrógenos humanos principales, el 176-Estradiol es el más potente 
y el principal producto secretorio del ovario; se oxida fácilmente 
a estrena, que a su vez puede hidratarse a estriol. Estas 
transformaciones tienen lugar principalmente en el higado, donde 
hay interconversión libre entre la estrena y el 176-Estradiol. 
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Eslradiol 

Figura 7. Biosintesis del 176-Estradiol. 

3.1.4.2 Acciones Fisiológicas y FarmacolOgicas 'ª' 

El 176-Estradiol es responsable en buena parte de les cambios 
que se producen en las niñas al llegar a la pubertad, y explican en 
gran medida los atributos tangibles e intangibles de la femeneidad. 
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Por una acción directa _causa el crecimiento y desarrollo de la 
vagina, el útero y las trompas de falopio. Agranda las mamas promo­
viendo el crecimiento ductal, el desarrollo del estroma y la acumu­
lación de grasa. La secreción varia con la fase del ciclo mestrual; 
su niveles plasmáticos fluctúan rápidamente, las velocidades tipi­
cas de secreción durante la etapa folicular, mitad del ciclo Y fase 
tutea son de 80, 400 y 200 µg/dL, proporcionando un total de nive­
les en plasma 'de 178-Estradiol aproximadamente de 6, 30 y 15 ng/dl 
respectivamente. 

3.1.4.3 Absorción y Excreción '"' •> 

El 176-Estradiol se absorbe fácilmente a través de la piel 1 
las mucosas y el tracto gastrointe~ti11al. La absorción en el tracto 

g~;tr~~ n~~~~i "aª 1sue~e't~~~~1 s~o ~u~s c:~~~~ti~~m=~t~ i r~:6r~b r:e;~ i ~~~:~ 
Cuando se inyecta disuelto en ac:eite se absorbe y metaboliza 
rápidamente. Los aril- y alquil-ésteres del 178-Estradiol se hacen 
cada yez menos polares al aumentar el tamaño de los sustituyentes; 
por lo mismo, el indice de absorción de los preparados oleosos· es 
cada Ye: más lento y la duración de la acción más prolongada. 

Su inactivación en el organismo se realiza principalmente en 
el hígado. Cierta proporción que llega a dicho órgano se excreta 
por la bilis, pero se reabsorbe luego del intestino. Durante esta 
circulación enterohepátic:a, se produce degradación en productos 
menos activos como estriol y muchos otros estr6genos, por oxidación 
a sustancias no estrogénicas, y por conjugación con el ácido 
sulfúr~co y glucurónico. Circula en la sangre junto con globulina y 
albúmina ligadoras de hormonas se~tuales. Una parte importante del 
1713-Estradiol está en forma de conjugados, especialmente sulfato. 
Estos conjugados hidrosolubles son ácidos fuertes y como tales se 
ionizan totalmente en los liquides corporales; la penetración en 
las células es 1 imitada y la excreción por el riñón es la que 
predomina, porque hay poca posibilidad de reabsorción tubular. 

3.1.4.4 Efectos Colaterales 

El síntoma desfayorable más frecuente es la presencia de 
nauseas. A grandes dosis también puede presentarse anorexia y hasta 
vómitos y ligera diarrea. Cuando se administran dosis muy elevadas, 
como en el tratamiento de cáncer de mama, las nauseas sólo se pre­
sentan durante las primeras semanas. 

3.1.4.5 Usos Terapeúticos 

El uso más importante en combinación con prcgestágenos es para 
formar anticonceptiYos orales, y en general, en les transtornos que 
suelen aparecer en la menopausia. 
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3.1.4.6 Preparados ,., 

Diversos ésteres de 178-Estradiol <benzoato, cipionato, enan­
tato, propionato succinato y valerato> se preparan en suspensión 
acuosa o solución oleosa para liberación lenta después de la inye­
cción intramuscular, en combinación con un progestágeno. Estos 
preparados contienen 5 a 10mg/ml y se venden con diferentes nombres 
comerciales <ANAFERTIN, VECTAMES, PERLUTAL, LUTOGINESTRVL F y mu­
chos otros>. También en oraoeas y tabletas como anticonceptivos 
erales entre las cuales &R encuentran los ~ombres comerciales 
(CILEST, MINULET y otros>. 

3.2 Proceso d• Fabricación da 11icroas1eras por la 
Técnica d• Rccio-CongalaciOn '•• ªº• 1.1., a:a• 

Los productos inyectables conteniendo microasfaraa biodegrada­
bles son un ejemplo del desarrollo de la má.s reciente tecnclogia 
para formas de dosificación de liberación controlada de uso paren­
teral. Los productos en forma de microe&feras son polvos con libre 
tlujo que consisten en particulas esféricas con un diámetro menor a 
2~0 micras, idealmente de 12~ micras. La& partículas de este tamaño 
pueden ser fá.cilmente administradas suspendiéndolas en un vehiculo 
acuoso adecuado e inyectándolas en la forma convencional. 

La técnica de rocio-congelacion utilizada para la obtención de 
microesferas de 17il-Estradiol fué introducida por Robinson, M.J., 
Bondi, A. y S1<Jintosky, J .v. en 1958 la cual se puede definir de la 
siguiente manera: 

11 El rociado de un material, previamente fundido, hacia una 
cámara a bajas temperaturas, donde las Qotas de roclo solidifican 
generalmente como particulas esféricas individuales y con una 
distribución de tamaño de particulas definida. Sus caracteristicas 
fisicas dependen de las condiciones operacionales 11

• 

Esto es, con esta técnica podemos controlar, dentro da ciertos 
limites, la forma <esférica> y tamaño de particula del producto 
final, la11 cuales son dos variables de oran importancia en el 
comportamiento de la disolución de principios activos de baja 
solubilidad ~n agua. El requisito indispensable para emplear esta 
tOcnica es que al fundir la muestra no sufra ningün tipo de 
degradación. 

Las ventajas antes mencionadas confieren al producto obtenido 
por esta técnica la posibilidad de ser empleado como un sistema de 
liberación controlada. 

Las microesferas de 178-Estradiol obtenidas por e6ta técnica 
re»ultan ser inestable& en el vehiculo en el cual van estar 
suspendidas (posiblemente porque no han alcanzado la energia 
suficiente para cristalizar, esto es, están en fase de 
cristalización, denominada fase glassi o vitrea>, por lo tanto se 
les realiza un tratamiento térmico. 
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El equipo empleado para la producción de microesferas.de 178-
Estradiol esta constituido por lo siguiente: 

- Reservorio para fusión del producto. 
- Sistema de calentamiento. 
- Sistema de enfriamiento (cámara fria). _ 
- Sistema de atomización de presión por b6.qu{lia. 
- Sistema de extracción • · 
- Sistema colector de partículas. · 

-El reservorio es el d_Onde · _funde la 
muestra. · : .. <·,<·· .',. < . 

-El sistema de calentamie·~·~O· )~ie:~·~ . .-'·:a·,,:: cábo :·1a fusión y 
garantiza el estado liquido de .. la ·muestra .h'asta alcanzar· ~1· procese 
de recio <el 178-Estradiol Se cafie!nta'::6<~'c: gf.a"dos<pOr a~r_iba de· su 
punto de fusión>. ·· ·· ·. ·· · · · · 

-El sistema de enfriamiento a traVés de la cámara fria permite 
la solidificación del producto rociado. 

-El sistema de atomización de presión por boquilla genera el 
recio del producto para obtener las microesferas. 

-El sistema de extracción conduce al producto 
rociado hacia el sistema colectar. 

-El sistema colector almacena al producto rociado. 

En la figura 8 se muestra el esquema del equipo de rocio­
congelación. 
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Figura B. Esquema del equipo recio-congelación. 

3.3 Análisis Térmico u:s. 14, 

Durante el proceso de manufactura de las microesferas, por la 
técnica de recio-congelación, se lleva a cabo un proceso de fusión 
y solidificación, por lo que es importante evaluar el 
comportamiento térmico de las microesferas de 178-Estrad iol 
obtenidas, ya que éste es selectivamente interconvertible por 
acción de la temperatura, y por esta técnica p~rlemos ~vjrlenciar las 
posibles modificaciones cristalinas Cpolimorfos>, por las formas y 
desplazamientos en los termogramas obtenidos. 

El análisis térmica está definido, de acuerdo con la 
Confederación Internacional (ICTA>, como la 11 serie de téc:nic:as en 
la cual una propiedad fisic:a de una substancia y/o sus productos de 
reacción es medida como una función de la temperatura, mientras la 
substancia es sujeta a un programa de temperatura cantrolada 11

• El 
calentamiento o enfriamiento de una substancia a una velocidad 
especifica de calentamiento o enfriamiento puede causar varios 
cambios como son: fusión, cristalización, deshidratación, 
descomposición, y otros. Estos cambios ocurren a una temperatura 
conocida para cada substancia, mientras que el grado o velocidad de 
cambio es afectado por la estructura del cristal, aditivos o 
impurezas en la substancia. 

Dentro de las técnicas del an4lisis térmico las mas usuales en 
farmacia son el análisis térmico diferencial COTA>, y la 
calorimetría diferencial de barrido CDSC). 
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3.3.1 Análisis Térmico Diferencial COTA> c.1 3 • 14 > 

El análisis térmico diferencial es una técnica en la cual la 
diferencia de temperatura entre la substancia y un material de 
referencia, térmicamente inerte, .es medida como una función de la 
temperatura mientras la substancia y el material de referencia 
es tan sujetos a ur1 programa de tempera tura controlada. La detección 
de esta diferencia de temperatura se reali:::a por termopares, los 
cuales tienen una sensibilidad de detección muy alta. 

los cambios de temperatura en la muestra son debidos a cambios 
físicos (fusión, sublimación, cambios de forma cristalina, 
cristalización, ·etc.) o cambios quimicos <oxidación, reducción, 
etc.>, y se manifiestan en forma de emisión o absorción de calor 
llamandose a estas respuestas exotermas y endotermas 
respectivamente. · 

3 .. 3 .. 2 Calorimetria Di"ferencial de Barridá CDSC> cs.::s. 

La calorimetría diferencial de barrido es una técnica en la 
cual la diferencia en la ·energta introducida a ·una substancia y a 
un material de referencia es medida como una función de la 
temperatura mientras la substancia y el material de referencia, 
térmicamente inerte, estén-· sujetos a un programa de temperatura 
controlada. 

Como material térmicamente inerte o de referencia se utiliza 
generalmente la a-alúmina, la cual no presenta ningún cambio 
térmico a una temperatura menor de 500 °C 1 solo eleva su 
temperatura sin llegar a presentar fusión, sublimación o descampo -
sici6n. 

Cuando se analiza una muestra que descompone, no se debe 
permitir que ésta a !canee su temperatura de descomposición ya que 
ataca a los termopares y platillos .. En este caso se utilizan gases 
inertes como helio y nitrógeno para permitir una homogeneización de 
la temperatura del horno y ayudar a eliminar las impurezas durante 
el análisis. 

3.4 Polimor'fismo 'ª• •· ae. ••· &'7'> 

Durante el proceso de fabricación de las microesferas se 
emplean 'condiciones drásticas de calentamiento-enfriamiento que 
pueden favorecer la formación de diferentes tipos de sistemas 
cristalinos Cpolimorfos), por tal motivo es importante conocer éste 
.fenómeno y las propiedades del cristal del fármaco. 

El polimorfismo es la capacidad de una substancia para 
presentarse en forma sólida, amorfa, o en mas de una forma 
cristalina. 
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Cuando el medio ambiente de un cristal en crecimiento se 
altera , la apariencia externa del cristal también se modifica, sín 
que esto signifique un cambio en la estructura o red cri.stalina 
interna; con esto se obtiene un nuevo hábito. Esta alteración o 
cambio es debida a una interferencia en la disposición normal de 
las moléculas que cristalizan sobre diferentes superficies del 
cristal. 

Los factores que pueden cambiar el hábito de los cristales son 
Jos mismos que pueden cambiar la estructura cristalina u orden 
interno, por ejemplo: velocidad de enfriamiento, agitación de la 
solución, tipo de disol\fente empleado para la cristalización y la 
presencia de material extraño a la cristalizaciOn. 

Por .convención las formas. pulimórficas cristalinas, son 
designadas por números romanos. La forma I es generalmente la más 
estable a la temperatura ambiente. Las otras formas son numeradas 
en orden de su descubrimiento, el cual frecuentemente, pero no 
necesariamente, sigue un orden de estabilidad. Estas diferentes 
formas cristalinas puede,i presentar también diferencias en sus 
propiedades fisicas tales como: color, dure~a, punto de fusiOn 
solubilidad y otras, siendo la solubilidad una de las propiedades 
fisicas mas importantes, ya que ésta afecta directamente la 
biodisponibilidad. 

Métodos para Identificar los Polimorfos 'ª 3 • ª 6
• 

17 > 

Análisis Térmico: La calorimetria diferencial de barrido y el 
análisis térmico diferencial miden la pérdida o ganancia de calor 
resultante de los cambios fisic:os y quimicos de una muestra como 
función de la temperatura; ejemplos de procesos endotérmicos 
<absorción de calor), son la fusión, ebul 1 ición, sublimación, 
vapori::ac:ión, desolvatación, transiciones sólido-solido y 
degradación química. La cristalización y la degradación son 
comúnmente procesos exotérmicos. 

Las mediciones cuantitativas de esos procesos· tienen -mucha 
aplicación en los estudios de preformulación, incluyendo, pureza·, 
polimorfismo, solvatación , degradación y ccmpatibilidcid ccn otros 
excipientes. 

Para caracteri::ar las formas .del cf-iStá1·~ .:·'81' .·.·c\a 1·6~: de:· fusiérl 
<HF), puede obtenerse por el á.rea bajo: la. cur.Ya".:'d9L~- DSC., J'.1~.ra_~ Ja 

endot:~::a::i::si::· Rayos "X":.' La \difü•c¿¡~n¿;i6ife'.cc~~aiJ~!<:.X" ·del 
cristal proporciona la informaci<;»ri~ ~áS~";;'éDrñp_~eta-~(a_c::.~rc~·:,,~:d:e:f.· estado sólido. Es una prueba rapida y reh.ttvamente:·simple::y·es' el. método 
más común. ~ ·,,..,· ·."-~}~~': ···· .. :. ·.'·~'· 

. ·," . . ; .-... _; \ ;<;¡.~. 

Los modelos de difracción de·. rayos·--:.~.~.-.-~·u·~ ... -d·~::,:-ppí\ío·5:~-.sof1 IJnicos 
para cada -forma polimórfica, los·_mate~iale~.~,:a_m~rfos-'··no' .... inúestran 
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cualquier modelo o muestran uno o dos picos anchos atribuibles a la 
presencia de rangos cortos. La .dif~acción de rayOs 11 X11 no siempre 
indica si el material cristalino es un verdadero polimorfo o un 
sol va to. , 

Propiedades del Cristal ce. 1 e> 

Se ha demostrado por espectroscopia de infrarrojo y por 
patrones de difracción de rayos 11 X11 que el 178-Estradiol puede 
existir en la forma amorfa y en cuatro diferentes formas cristali­
nas (formas A, B, C y D>, estas modificaciones son selectivamentes 
interconvertibles por agitación mecánica y/o por calentamiento. 

La propiedad mas común del 178-Estradiol es la tendencia a a­
doptar la forma llamada hemihidratada, en la cual el medio de estos 
crista- les no es principalmente agua, sino que también pudieran 
ser acetato de etilo, cloroformo, etanol absoluto y otros ·disolven­
tes libres de agua, atrapados dentro de la red cristalina, durante 
el proceso de cristalización. · 

El termograma del análisis térmico diferencial, del hemidrato 
de 178-Estradiol exhibe picos endotérmicos a 112°C Y 174ªC antes de 
la endoterma de fusión <179ªC>; curvas similares han'sido obtenidas 
usando calorimetría diferencial de barrido. 

Por espectroscopia al infrarrojo se han identificado cl.tatro 
modificaciones cristalinas <Formas de la .. A ·á la' D>. y_ una amorfa, 
todas estas transformaciones están suje!tas al =._:calentamiento y/o 
molienda, las cuales se resumen en el si9uierjte :esq~ema::· 
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Esquema de las Transformaciones del 17B-Estradiol 
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Efectos del Polimorfismo y la Influencia en el Espectro 
Infrarrojo del 178-Estradiol. <1 c> 

El espectro de absorción infrarrojo de compuestos orgánicos es 
sensible al estado fisico de la substancia analizada y es 
especifico a las modificaciones del cristal. Tales cambios en el 
espectro son debidos a la influencia de las fuerzas intermolecula­
res como la fuerza de las vibraciones intramolecular. Esta 
influencia es particularmente evidenciada en los compuestos con 
grupos asociados, los cuales proporcionan enlaces hidrógeno. La 
capacidad de las moléculas de un compuesto para asociarse: de manera. 
alterna al enlace hidrógeno de comparable estabilidad, puede ser la 
mayor causa del polimorfismo, lo que causa diferencias en el 
espectro del estado sólido de las substancias. La influencia de la 
constante dieléctrica de los disolventes en la estructura del 
cristal es bien conocida. La presencia de los dos grupos hidro::ilos 
<uno fen6lico y otro alifático) en el 17B-Estradiol, proporciona 
las condiciones favorables para las diferentes formas del enlace 
hidrógeno y para las diferentes modificaciones cristalinas. 



29 

- Influencia de los Disolventes , Temperatura y Agitación Mecánica 
en la Preparación de las Cuatro Modificaciones Cristalinas CA, B, 
e, D> y la Forma Amorfa del 178-Estradiol. c1 e> 

-Forma A. Et.ta forma es obtenida por los siguientes 
procedimientos: 

1. Cristalización del asteroide en acetato de etilo a 
temperatura ambiente. Las formas B,C,D y la forma amorfa ·pueden s~r 
convertidas a la forma A por est~ Procedimiemto. 

2. Molienda de las formas B,C,D y la amorfa. 

-Forma B. Esta forma es obtenida por cristalización de las 
formas A,C o O de una solución de metan:>!. ' · 

-Forma c. Esta forma es obtenida por las· ~-i'·~uie:at~~·. dos 

proce~:mi~:;~=~do la cristalización en frie del )·{7~~~~t~~diol 
después de una fusión con una ligera agitación. ~.- ·- , 

2. Exponiendo las formas A ,B, o O a una ~~~-p~~~~"L¡':'ª; -:·'~ritr.e 
100gC y el punto de fusión. 

-Forma D. Esta forma es obtenida por los ::'.~~~~-4~~~~e~·, .. tres 
métodos: .. ,. , .. " .. ,., 

1. Evaporación con vacio de una solución de 176~Estradi"ol en 

aceta;~ d~v=~~~~c:é~O ~;· una solución de acetato de ~~i1D de) 
esteroide en una parrilla de calentamiento. 

3. Rápido enfriamiento después de una fusión. 

-Forma Amorfa. Esta forma es obtenida por los siguientes dos 
métodos: 

1. La fusión de las cuatro modificacioneS Cristalina·s y 
posterior enfriamiento a temperatura ambiente. 

2. Calentando en una pastilla de bromuro de potasiO··~al 178-
Estradiol a la tempratura de fusión, conteniendo cualquie~a- d~ 'las 
cuatro formas cristalinas. · 

El espectro infrarrojo de las diferentes modificaciones 
cristalinas del 17'3-Estradiol se encuentra representado .en la 
figura 9. 
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longitud de Orda ,. 

Fi~ra 9. E5J1ectro infrarrojo de las difenmtes iulificaciores cristalinas del 178-Estradiol, utilinndo un 
espedróoetro Perkio-Eloer oodelo 21 de doble haz. 

Farsa Ariarfa: Estado vitreo. 
Forea A: Cristahzac:ión de h foraa vitrea en cloruro Oe sodio. las flechas 100ican iocreriento en la 

intensidad debida a }¡ orienhdón. 
Fom 81 Pastilla de broairo de pohsio. 
Fara C: (¡) Cristalización de h. fer.a A en cJoruro de sodio; hs flechas J indican h intensidad debida ¡ 

la orientación; lu flechas 2 y J iOOic&n la di51illltión de las intensidades debida a h inc(Klp1eta cristalización. 
<bl Prepanción en rujo!. 

foraa D: Preparación en rufol; los asteriscos iOOic:an las bandas del ooiol. lis barxils iosertad1s en la 
reqión del oojoJ son de h farsa D. 
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Como en el presente trabajo se utilizará una técnica 
cromatográfica para la cuantificación de las microesferas de 178-
Estradiol, a continuación se describirán los conceptos bii.sicos 
referentes a esta técnica. 

3.5 Cromatogra"fia <:1.. 1•, 1•. :zo, :z1.. 22) 

El concepto de cromatografía se utiliza para una gran variedad 
de técnicas de separación de compuestos, debido a sus diferentes 
propiedades f isicas y químicas. Este proceso dinámico de separación 
esta gobernado por la migración diferencial en un sistema 
heterogeneo. Generalmente consta de dos fases, una de las cuales es 
el lecho estacionario <fase estacionaria), de gran área 
superficial. La otra fase consiste an un gas, liquido 6 fluido 
supercri tico (fase móvi 1> 1 la cual se mueve continuamente en una 
dirección y por lo tanto los salutes exhiben diferentes movilidades 
de acuerdo a su adsorción, partición, solubilidad, presión de 
vapor, carga iOnica y tamaño molecular. 

En la cromatografía en columna, la fase móvil puede ser.un 
liquido, un gas o un fluido supercrítico y a éste tipo de 
cromatografía se le denomina cromatografía de liquides, 
cromatografía de gases y cromatografía de fluidos supercríticos. 

La cromatografía de liquides según el mecanismo por el cual la 
muestra se retiene selectivamente, da lugar a cuatro tipos _de 
cromatografía. 

- Crcmatcgrafia de Liquides o de Partición 
>'., 

Este tipo de cromatografía involucra una fase e·s·tacionaria 
liquida, la cual puede estar dispersa sobre un 'soporte-;>,ine_rte .. o 
unida químicamente a él, y una fase movil liquida. El··.mecanismo~·d_e 
separación se basa en los coeficientes de partic;i~~- d8- los .~Qlu'tos 
en las fases móvil y estacionaria. ·. 

·_ :·" -"·. ~. 

Este tipo de cromatografia tiene dos variantes: .' ·-=-:: ·: .· . 
1. En fase normal donde la fase estacionaria es polar.:mientra~ ·C¡Ue 
la fase móvil es relativamente no polar. Esta se .utili2a·_.pá.ra.· la' 
separación de compuestos polares que tienen mayor ·.afinidád;_por·:la 
fase estacionaria polar. ,,-. 

2. Fase inversa en la cual la fase estac:ionaria ~:es· ,·:~~·::'.;polar 
<hidrocarburos> y la fase mOvi 1 es polar principalmente~ m'ezC:la de 
agua/metanol. 

- Cromatografia de Adsorc:iOn 

El mecanismo de separación se basa en la adsorción, en la c:ual 
existe una competencia entre las moléculas de la muestra y las de 
la fase móvil por ocupar los sitios activos de la superficie de la 
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fase estacionaria~ La· fise m6vil es liquida y no polar (clorofor­
mo, hexano> principalmente y la fase estacionaria es sólida, la 
cual puede ser pelar (silica gel o alúmina). 

- Cramatcgrafia de Intercambio IOnico 

En la cromatograf ia de intercambio i6nico la fase estacionaria 
consta de una matriz polimérica sobre cuya superficie se han unido 
químicamente grupos 1uncionales de tipo i6níco, por ejemplo, ácidos 
carboxilicos o aminas cuaternarias. A medida que la fase móvil pasa 
sobre la superficie,los salutes iónicos son retenidos por formación 
de uniones químicas electrostáticas con les grupos funcionales. Las 
fases móviles que se usan son siempre liquidas .. En este tipa de 
cromatografia existen dos factores. importantes que deben tomarse en 
cuenta para una. separac1on satisfactoria do los componentes" que 
son la fuerza iónica de la fase móvil y el pH de la misma.. 

- Cromatografía de Exclusión Molecular. 

En este tipo de cromatografia, la fase estaciona.ria es una 
sustancia polimérica que contiene numerosos poros de diferentes 
tamaños. los salutes cuyo tamaño molecular es suficientemente 
pequeño dejan la fase mOvil para difundir dentro de los poros, 
mientras las moléculas mas grandes quedan en la fase móvil y no son 
retenidas .. Esta técnica es adecuada para la separación de mezclas 
en las cuales los solutos varian considerablemente de tamaño 
molecular. 

3.5.1 Parámetros Cromatográficos 

3.5.1.1 Tiempo de Retención (tri 

Es el tiempo que la muestra permanece· dentro de la columna y 
se mide desde el momento en que la muestra se introduce en el 
sistema hasta el momento en que se obtiene el punto máximo de la 
señal o pico. El tiempo de retención es caracteristico de la 
muestra, la columna, la fase m6vil y la temperatura. 

3.5.1.2 Tiempo Muerto <to> 

Es el tiempo requerido para eluir u"a muestra que no es 
retenida, y se mide desde el momento en que es inyectada hasta el 
memento en que sale de la columna .. Este tiempo muerto nos sirve 
para calcular el volumen intersticial de la columna. 
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3.5.1.3 Tiempo de Retención Corregido ct•r> 

Es la diferencia entre el tiempo de retención y el tiempo 
muerto, por lo tanto t ·r es el tiempo en que la muestra permanece 
retenida en la fase estacionaria. 

t. r e tr - to 

3.5.1.4 Coe~iciente de reparto <K> 

Es la relación de la cantidad de masa del soluto en la fase 
móvil y la fase estacionaria. Es una propiedad fisica fundamental. 
Es caracteristico del soluto en una fase estacionaria, depende de 
la temperatura y es una medida de las interacciones soluto-fase 
estacionaria. 

Cene. d•l •oluto •n 1. •ataclonarla 
K e 

Cene. del soluto en f. móvil 

3.5.1.5 Razón de Fases <B> 

Es el cociente de les volúmenes de fase móvil y estacionaria 
en la columna. 

Vol. de f. móvil 
ll 

Vol. de f. est·. 

3.5.1.6 Factor de Capacidad (k.) 

El factor de capacidad es la relación entre el tiempo que un 
soluto permanece en la fase estaciona.ria y la fase m6vil. Este 
factor depende de la naturaleza quimica y temperatura de las fases 
liquidas que conforman el sistema. El valor de k' generalmente está 
entre O a 10, valores mayores implican tiempos e~tce5ivcs de 
separación. 

tr' 
I:'= -1 

to 

donde: k• =Factor de.capacidad 
tr'= Tiempo de retención corregido del salute 
ta = Tiempo muerto. 
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3.5.1.7 Numero de Platos Teóricos <N> 

Un plato .teorice es, definido .co_m~\U~ equi~ibri~ del salute 
entre la fase móvil .Y la fase estaciona.ria_. ,·· 

La efic:iencia de la columna.·--se:;expresa' cuantitativ~mente por 
el número de platos teóricos~:·,.··'_ ... :,·: ... --

N = ,ibc'tr1,.;,:::i.; 

--~·::: 
;.-. 

donde N = N.:.;.ero Jpla't~~';~~~i;ricos~ 
tr · = Tie!mp~·-:~de_:::·r:-etericfon·:'.del -- so luto. 
w. = An·c~D.: .. dey·:PtCo·Por"~,"'~xtrclpolación a linea base .. _ ... -... · ·.«· .:.:; -· ..... ' -- . 

3.5 .1.a· Al tura-· Equivalente a un Plato Teórico <AEPT> 

Es la· l~ngi t~d de la 
equilib_rio de la _muestra 
estacionaria. 

columna requerida para obtener un 
entre la fase m6vi l y la fase 

L 
AEPT = 

N 

3.5.1.9 Factor de Simetria <Tl 

Se refiere a la simetrla del pico. Para un pico simét.rico el 
factor de simetria tiene un valor igual a 1, por lo. que a medida 
que aumenta este valor , la simetria comienza a ser más pronuncia -
da. 

W0.05 
T = 

2 f 

donde: W0.05= Ancho del pico al 5% de la altura del pico en 
centimetros. 

f Se mide trazando una linea perpendicular del 
vértice a la base del pico, f es la longitud 
medida desde la linea izquierda del pico 
hasta la bisectriz del pico al 5Y. de· su 
altura. 

3.5.1.10 Selectividad <«> 

La selectividad es una medida de la distribución diferencial 
de dos compuestos en la fase estacionaria. La selectividad es 
medida por la separación de los picos de los solutos y depende de 
los coeficientes de distribución. El óptimo de dicho parámetro debe 
encontrarse entre un intervalo de 1 a 2. 
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ex = 
k' 1 

donde: 
a = Factor de selectividad 

k'2 y 
respectivamente. 

k • 1 Factor de capacidad del soluto 1 y 2 

3.5.1.11 Resolución 

La resolución _es una medida cuantitativa del grado de 
separación obtenida entre dos compuestos, es decir la separación 
máxima de los picos eluidos. Se expresa como el cociente entre la 
distancia de los máximos de los dos picos y el valor medio del 
ancho del pico en la base. 

2 (tnz - tr,i 
R = 

donde: R = Resolución 
tri. y tr:z = Tiempos de retención de los salutes 1 y 2 

respectivamente en minutos. 
11J1 y w2 = Ancho de los picos en minutos. 

Se considera que un valor de resolución de 1 .. 5 corresponde a 
una buena separación, valores mayores indican separaciones 
eHc:elentes y va lores pequeños representan separaciones d~ficie~tes. 

En la figura 10 se realiza una representación grá.fica de lOs 
pará.metros cromatogrAficos descritos anteriormente. 
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Figura 10. Representación de un cromatograma. 

3.5.2 Cromatografia de Liquides de Alta Resolución 
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La cromatografía de liquides de alta resolución es un tipo de 
cromatografía liquida que se lleva a c:abo en columnas de diámetro 
muy pequeño~ rellenas de materiales pulverizados cuyas particulas 
tienen un tamaño de 3 a 40 micras con una distribución de tamaño no 
mayor a ± 2 micras. Por lo tanto tienen una alta eficiencia pero 
una alta resistencia al flujo. Como la cantidad de fase 
estacionaria es muy pequeña se hace necesario que la cantidad de 
muestra también lo sea (por lo general menor de 1 mg>. 

Una caracteristic:a importante de la CLAR es que las columnas 
son reutilizable~ por bastante tiempo y además se cuenta con equipo 
de detección altamente especializado, que proporciona un registro 
continuo de la composición del afluente de la columna. 

En cuanto a los detectores utilizados en la CLAR, no existe un 
detector ideal y los que hay disponibles sólo son aplicables para 
casos particulares. Los más utili2ados normalmente son; 
ultravioleta-visible Cde longitud de onda fija o variable o arreglo 
de fotodiodos), electroquímico, de indice de refracción, 
fluorescencia y un acoplamiento a un espectrofotómetro de masas. 

Como en nuestro estudio el tipo de detector por utilizar es el 
de arreglo de fotodiodos, a continuación se describirá brevemente. 
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3.5.2.1 Detector de Arreglo de Fotodiodos. c:z:s. 24 > 

Es el principio de detección más moderno con que cuenta la 
c:romatografia de liquides. Tiene un intervalo de longitud de onda 
desde UV., hasta cerca del IR. Obtiene absorciones UV/VIS 
simultáneamente por lo que se pueden construir cromatogramas en 
tres dimensiones (absorbancia vs. tiempo vs. longitud de onda). Ver 
figura 11. 

Utiliza una lámpara de deuterio, la cual emite una luz que 
pasa a través de un lente y de una abertura <la cual 1 imita la 
cantidad de luz que penetra al sistema proveniente de la lámpara>, 
y luego entra en la celda. Toda la luz proveniente de la lámpara 
pasa a través de la celda, y viaja hasta el monocromador de óptica 
inversa donde es dispersada en todas sus longitudes de onda y es 

;~~r~º"\ºosl 1~8~c~~~~~s ~1 l~rr=~~~g~i i~~~~~~~osPa ;~a~~~a l\C:nugzi tiundc:i~: 
en.da no llega a un fotodiodo en particular, sino que éstos están 
dispuestos en tal forma que sOlo reciben la energia luminosa 
correspondiente a un intervalo pequeño de longitud de onda del 
total del espectro. Los fotodiodos al recibir la señal luminosa se 
descargan en una cierta medida, la descarga de los fotodiodos es 
directamente proporcional a la cantidad de muestra y por lo tanto a 
la absorbancia. 
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Figura 11. Espectro UV con Detector de.Arreglo de Fotodíodos 

3.6 Técnica de Re1lectanc:ia Di fusa tia,"M,27,n,ft,:so,su 

3.ó.1 Generalidades 

La reflectancia difusa ha sido de9arrollada para el uso en 
espectroscopia UV/Visible, después se utili=6 en la espectroscopia 
de Infrarrojo. Can la introducción de la espectroscopia _de 
infrarrojo c:on transformadas de Fourier ésta técnica ha tenido un 
gran auge. 

Las detef'minac:iones realizadas con accesorio de reflect'anc:la 
difusa al infrarrojo con transformadas de Fourier, ,,-pe·r~~ten a 
muchas muestras ser anal í zadas, con pequeñas cantidades,· o sin 
ninguna preparación de éstas. 

Esta técnica es utilizada comúnmente para. polvcs,,pe~o-támbién 
puede ser usada para el análisis directo de s~per_f.i.ci_eS·:-.r~gosas~ 
como papel abrasivo, fibras, etc. ".::~~;·. 

La ventaja de e$ta téc:nica es que: ne -~e nec~·S"ita e requiere 
presión; de ahi la importanc:!a para el. anal!sis. de formas 
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cristalinas <Polimorfos> y que una amplia gama de muestras puedan 
ser anali:adas por esta técnica. 

La primera dificultad asociada con las determinaciones con 
reflectancia difusa, es la distorsión del espectro, causada por la 
meo:cla de los componentes difusos y especulares en la medición de 
la radiación¡ reali;:ando una dilución con bromuro de potasio, se 
reducen las distorciones espectrales. Otra dificultad, es el bajo 
nivel de energia reflejada, que ocurre con muestras que absorben 
fuertemente. Esta baja ra:::ón de señal ruido, puede ser superada, 
incrementando los tiempos de obtención de datos <Tiempo de 
barrido), o por la utilización de detectores sensibles tales como 
Mercurio-Cadmio-Telurio <MCT>. 

3.6.2 T .. nria 

Un rayo incidente del espectrofotómetro es dirigido sobre la 
superficie de la muestra y la energía reflejada es colectada. La 
energía reflejada puedu ser clasificada como especular o 
reflectancia difusa. La reflec::tancia especular aumenta ya que. es 
reflejada por las partículas que no absorben. La energía la cua 1 
penetra en una o más partículas y es recolectada es llamada 
reflec::tanc::ia di fusa. 

La matriz que se utili::a es bromuro de potasio, cloruro de 
potasio, cloruro de sodio o polvo de diamante, ya que estas 
sustancias son transparentes al infrarrojo y al diluir con estas 
favorecen la penetración de los rayos y por lo tanto incrementan la 
refle}:ión. 

El espectro de ref lectancia obtenido es análogo al de 
transmi tancia. 

El espectro obtenido por la técnica de reflectancia difusa, 
algunas veces aparece de forma diferente a un espectro normal de 
transmisión. La intensidad de los picos a altas longitudes de onda 
tienden a decrecer en intensidades relativas, comparable con el 
espectro de transmisión y éstos suelen ser muy agudos. Por esta 
ra~6n, el espectro es usualmente transformado en ·unidades de 
kubelka-Munk, las cuales compensan estas diferencias y de esta 
manera puede ser analizado de una manera análoga a un espectro de 
absorbancia, la cual es lineal a la concentración de la muestra 
<Ley de Lambert y Beer>. 

Para el desarrollo del método analítico para cuantificar las 
microesferas de 178-Estradiol (Cromatografía de Liquides de Alta 
Resolución>, se tomarán como base los criterios de validación de 
compendios oficiales, tales come los descritos po·r la USP. XXI!. 
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3.7 Validación c:z. :s:a> 

En los últimos al'ios la validación de métodos analiticos ha 
adquirido gran importancia en la industria farmacéutica. En la 
actualidad se han desarrollado una serie de procedimientos que 
permiten validar los método&. 

La FDA !Food and Dru9 Administration, USA¡ Administración de 
FArmacos y Alimentos> define la validación de un método, como la 
recopilación de un conjunto de datos que permitan asegurar con una 
confianza razonable que el proceso o método estudiado realizará, 
aquello que tiene como fin, por medio de una evidencia documentada, 
y comprobar con esto que el proceso se desarrollará tal como sa ha 
previsto. 

La forma de validar un método analitico depende de las 
necesidades de cada laboratorio, de la aplicación que tenga, de los 
requerimientos gubernamentales y algunas veces, del criterio del 
analista que realiza la validación. 

En la validación, los parimetrcs a evaluar son los siguientes: 

3.7.1 EspltCi~icidad 

La especificidad dlil un método analitico R& la capacidad de 
éste para cuantificar exactamante y de manera exclusiva al (los) 
principio <s> activo <s> en presencia d• componentes presentes en 
la matriz de la muestra (impurezas, producto& de degradación, 
compuestos relacionados quimicamente o ingredientes de la 
formulación>, la raspecificidad es una medida del grado de 
interferencia o carencia de la misma al nalizar una muestra 
compleja. 

La ospecificidad '"' determinada por la comparación de los 
resultados del anAlisis de muestras que contenoan solamente al 
<los> principio (&) activo <s>, contra muestras que contienen 
impurezas, inQredientea de la formulación, productos de degradación 
o de formaciOnt estas últimas no deben interferir en la respuesta 
del compuesto de interés <no debe haber diferencias en los 
resultados entre estos dos grupos de muestras). 

Cuando las impurezas o productos de degradación o de formación 
no son conocidos, la especificidad se demuestra obteniendo los 
principales y mAs importantes productos de deQradaciOn a través de 
reacciones simulada• y controladas da degradación. Esto se lleva a 
cabo sometiendo a degradación al !los> principio activo, placebo y 
~ormulación; par las vias mis comunes como son1 hidrólisis Acida y 
alcalina, oxidación, calor y fotOlisis. 
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3.7.2 Linealidad e Intervalo Lineal 

La linealidad de un método analitico se define como la 
capacidad de obtención de resultados directamente a través de una 
respuesta, o por medio de una transformación matemática bien 
definida. Esta rei;puesta es proporcional a la concentración del 
principio activo dentro de un intervalo. La linealidad es 
usualmente expresada en términos de la varianza de la pendiente de 
la regresión lineal, calculada acorde a una relación matemática 
establecida, de los resultados obtenidos por el análisis de 
muestras conteniendo concentraciones variadas del principio activo. 

El intervalo lineal de un método analitico se define como el 
intervalo entre los niveles alto y bajo del principio activo 
(incluyendo estos niveles), que deqen de cumplir con lo establecido 
para precisión y exactitud. 

La linealidad de un método anali~ico es determinada por 
tratamientos matemáticos de los resultados obtenidos de las 
muestras, conteniendo concentraciones del principio activo dentro 
del intervalo 1inea1 del método. El tratamiento matemát.ico 
normalmente utilizado es el de la regresión linal, por el método de 
mínimos cuadrados, en el cual se establece una proporcionalidad 
entre la respuesta y la concentración de la muestra y se deben 
correlacionar de forma lineal, de acuerdo a la ecuación de una 
recta: y mx + b , donde la pendiente <m>, no debe ser 
estadísticamente diferente de 1, el intercepto (b), no de ser 
estadisticamente diferente de O y el coeficiente de determinación 
(r2 )2:, 0.98. <En al9unos casos, para obtener la proporcionalidad 
entre las respuestas y las concentraciones de la muestra, los datos 
de la p:""ueba tienen que ser sometidos a transformaciones 
matemáticas antes de realizar el análisis de regresión). 

3.7.3 Exactitud 

La exactitud de un método analítico se define ·como la 
pro>:imidad de los resultados obtenidos por dicho método con 
respecto a su valor verdadero, generalmente reportada como 
desviación o porciento de desviación, tambien es expresada como el 
porcii:!nto de recobro en la prueba, de cantidades adicionadas y 
conocidas del principio activo. 

La exactitud de un método analítico se determina al aplicar el 
método a muestras o mezclas de excipientes conteniendo cantidades 
del principio activo, cuyas concentraciones se encuentren dentro 
del intervalo lineal establecido. La exactitud se calcula a partir 
de los resultados del porciento de activo recobrado por el método. 

3.7.4 Precisión 

La precisión de un método analitico es el grado de 
concordancia entre resultados individuales de prueba, cuando el 
procedimiento se aplica repetidamente a diferentes muestreos de una 
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muastra homogénea del producto, usualmente ua expresa en términos 
de desviación estandar o coeficiente de variación. Se puede 
eKpresar en términos de repetibilidad o reproducibilidad. 

Rtrpptlbilid1d1 Ea la precisión de un método analitico, 
expresada como la concordancia entre determinaciones independientes 
realizadas por un solo analiata <precisión intradla>, &e evalUa por 
al coeficiente de variación, que para este caso el criterio 
establecido deberá ser i 2 Y.. 

Rmro<fucib!lidl!!ds Es la precisión de un método analltico, 
expresada como la concordancia entre determinaciones independientes 
realizadas por diferentes analistas en diferente• dias <precisión 
inter-dia e inter-analista>, se evalua por el coeficiente de 
variación y/o por un modelo estadistico apropiado. 

3.7.5 Estabilidad da la Huatltra 

Es la prueba que determina. el tiempo en el cual una muestra 
preparada y lista para ser analizada, demuestra no haber sufrido 
alteraciones o cambios significativos, bajo condiciones dadas de 
almacenamiento. Se determina cuantificando muestras preparadas para 
su anil is is después de un tiempo razonable, almacenada& a 
diferentes condiciones. Se aatablece en cuanto tiempo y bajo que 
condiciones los reGultadoa analiticos no difieren de los efectuados 
inicialmente. El criterio establecido ea que no debe haber mia del 
2 Y. de diferencia en la cuantificación de cada una da las muestras, 
a las condiciones probadas, can respecto al an~lisis inicial. 

3.7.6 Tolerancia del Siat..,.a 

Son prueba& que se le real izan al sistema de medición para 
asegurar asi sus Optimas condicione• da operación. 



CAPITULO 4 

PARTE EXPERIMENTAL 

El trabajo se desarrolló en tres partes: la primera 
correspondiente al estudio espectroscópico .<pOr infrarrojo), la 
segunda por análisis térmico diferencial y la tercer·a,·. el desarro­
llo de un método por CLAR, de las microesferas de 178-Estradiol. 

4.1 Reactivos~ Material y EqUipo· 

4.1.1 Reactivos 

- Sustancia Patrón de Referencia USP: 170-Estradiol lote I. 
- Materias Primas: 170-Estradiol y 17a-Metiltestosterona. 
- Como formulación: Microesferas de 178-Estradiol. 
- Alúmina Estandar para DTA. Shimadzu Corporation. 
- Hidróxido de sodio, grado reactivo ACS. Merck. 
- Bromuro de potasio, grado espectroscópico ACS. Merck. 
- Acido clorhidrico, grado reactivo ACS. Mallinckrodt. 
- Peróxido al 30 Y., grado reactivo. Merck. 
- Metanol, grado reactivo ACS. Mallinckrodt. 
- Acetonitrilo, grado HPLC ACS. Fisher. 
- 2-Propanol, grado HPLC ACS. Mercl'. 
- Agua, grado HPLC. 
- Agua deuterada. 
- Dimetilsulfóxido. 

4.1.2 Material 

- Criaoles y tapas de aluminio para sellar Shimadzu, modelo PIN 
201.53090. 
- Pinzas para crisoles de aluminio. 
- Pipetas Eppendorf de descarga múltiple. 
- Equipo de filtración Millipore. 

Membranas de filtración Millipore tipo GVWP de 0.22 micras. 

4.1.3 Equipo 

- Calorímetro de barrido diferencial Shimadzu modelo DSC-50. 
- Espectrómetro de masas Hewlett Packard modelo 5988A. 
- Espec:trómetro de resonancia magnética nuclear Varian modelo VXR-
3005. 
- Espectrómetro infrarrojo Bec:kman Acculab 10. 
- Espectrómetro infrarrojo con Transformadas de Fourier Nic:olet 
205. 

Espectrofotómetro UV/VIS. Hewlett Packard con arreglo de 
fotodiodos modelo 8452A. 
- Horno programable Fisher Scientific: modelo 838F. 
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-.Balanza analitica Mettler AE 260. 
Sistema cromatográfico compuesto por: 

Bomba 

- Bomba Waters modelo 510 y 610 acoplada a· un cont·rolador Waters 
modelo 600 E. 

Inyector 

- Inyector automático Wisp modelo 712. 
- Inyector automático Wisp modelo 7120. 
- Inyector automático Satélite Wisp modelo 700. 
- Inyector manual Waters modelo U6K. 

Dectector 

- Detector UV. de longitud de onda variable Waters modelo 481. 
- Detector UV. de longitud de onda variable Beckman modelo 163. 
- Detector de arreglo de fotodiodos Waters modelo 990. 

Integrador 

- Integrador Hewlett Packard modelo HP3396A. 
- Integrador Waters modelo 740. 

Sistema Waters 990 que consiste en: 
Hard1&.1are: Computadora NEC APC-IV Power Mate-2. 

lmpresora/graficador de alta velocidad Waters 5200. 
Impresora a color NEC Pinwriter CP6. 

Soft1oare: Waters 990 PAD Mi 11 ipore 89. 

Columna 

- Columna Ultrasphere 005 Becl:man No. de serie ·-1u~3090·:-de::4 .• -6.mm de 
diámetro interno, 25 cm de longitud, rellena c:Orl":~·EHTip·~que de 
partículas de 5 micras de sil ica de forma esféf.ica-" ur:i.idas 
quimicamente a una cadena Cut• . . . ,,, . , , . 
- Columna µBondapack Cu:i Waters de 3.9 mm de diá.m_et~~ :.i~~e-rno·, 30 
cm de longitud, rellena con empaque. de parti_culas de· iO ·micras de 
stlica de forma irregular unidas químicamente a una cadena'c 1 e. 
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4.2 Condiciones Experimentales 

En el presente trabajo los análisis se realizan en forma 
comparativa. entre una sustancia de referencia C17B-Estradiol 
materia prima) y las microesferas elaboradas mediante la técnica de 
rocio-congelac:ión. 

Para tener una sustancia de referencia plenamente identificada 
par.:;. el análisis espectroscópico (espectroscopia al infrarrojo del 
17B-EstraU1ol), se debe de contar con una técnica adecuada para el 
propósito del presente estudio. el cual consiste en la caracteri=a­
ción de las diferentes formas cristalinas del 17B-estradiol y un 
seguimiento de la estabilidad de las microesferas, ya que éstas al 
presRntar diferentes formas cristalinas durante el proceso de 
fabricación, con el tiempo <en ~l presente estudio el tiempo 
e~t11nado será d8 un mes a temperatL1ra ambiente>, tienden a adoptar 
la form~ má~ estable, la cual es la forma A (forma hemidratada>. 

La determinación del espectro se realizó por la técnica .de 
reflectancia difusa, la cual permite anali=ar muestras directamente 
o dispersas en soportes sin absorción, y además no necesita 
compresión, ya que ésta puede modificar la estructura cristalina de 
la muestra, en el ·presente trabajo se utiliza bromuro de potasio 
como agente dispers:inte ya que es transparente al infrarrojo. 

Las condiciones utili::adas para la determinación del espectro 
son las s1qLtientes: 

Se utiliza una ganancia automática, can 200 números de 
barridos y una sensibilidad de 2 cm- 1 , realizando un barrido de 
400(1 cm- 1 a 650 cm- 1 • Una ve;: determinado el espectro se analiza. 

A continuación se ilustra en las figuras 12<a> y 12Cb) el 
esp2r.:tro del 1713-Estradiol determinado, en una dispersión en nujol 
y en una dispersión en bromuro de potasio respectivamente. 
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l 
i 

Figura 12(a). E5pectro infrarrojo del 178-Estradiol en una 
dispersión en nujol, determinado en un eSpectrócrietro IR;· con 
Transformadas de Fourier, Nicolet 205, ·uti_~ii~ndo celda p·ara 
liquides. 

' 'bJ,_.,,,,,_="'"'-::::!'0 -:,c;:~;:,.0 -;,r.;:00;;;,-,:;:~"•4':_~".:.'.,"t,.;o;,.N";;o'io.O:o .. oo'-:oo-!oo 

..iel!ro de onda 
------··--·- -

Figura 12!b). Espec:tro infrarrojo del 170-Estradiol en una 
dispersión en bromuro de potasio, determinado en un espectrómetro 
IR. con Transformadas de Fourier, Nicolet 205, utilizando'accesorio 
de reflectancia difusa. 
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Otros métodos empleados en el presente estudio para el control 
de las microesferas de 178-Estradiol, obtenidas bajo el proceso de 
recio-congelación son: 

Absorción al ultravioleta: La cual nos asegura la integridad 
estructural de la molécula Cconservaci6n de sus grupos cromóforos>. 

Las condiciones ut i 1 izadas para la determinación del espectro 
de absorción al ultravioleta tanto a la sustancia de referencia de 
17B-Estradiol, como a las microesferas son las siguientes: 

Una solución etanólica de concentración de 0.05 mg/ml de la 
muestra, utilizando una celda de 1 cm de paso óptico, realizando un 
barrido de 190 nm a 36únm. 

Resonancia magnética protónica: En la determinación del espec­
tro de resonancia 1 H, tanto para las microesferas como para la sus­
tancia de referencia de 17B-Estradiol, se pesan 20 mg de muestra, 
se disuelven en 3 ml de Dimetilsufóxido <DMSO> como disolvente y en 
un e>:perimento posterior se adicionan unas gotas de agua deuterada 
para evidenciar la presencia de los protones unidos a los 
heteroátomos, en este caso los grupos 0-H, el aromático y el 
alifático. 

La calorimetría de barrido diferencial: Las microesferas y la 
sustancia de referencia de 17B-Estradiol se analizan en las mismas 
condiciones las cuales son las siguientes: 

Se pesan de 2 a 3 mg de muestra y alúmina respectivamente- por 
separado, esta última como referencia, utilizándose- ,-·cr:-is~les 

cerrados. 

Flujo de nitrógeno 30 ml/min, tiempo de muestreo 1 
intervalo de flujo de ca lar de 20 mW y utilizando un 
temperatura de 1(1 °C/min hasta 200 CJC. Una vez 
determinar el punto y calor de fusión. 

----.-·._, --

_se9Undo, ,un 
programa ' de 
finalizado, 

Espestroscopia de masas: Los espectros de masas de fas fl_licro­
esferas y de la sustancia de referencia de 17B-Estradiol, son ana­
li=ados bajo las mismas condiciones de operación, 1 mg de muestra 
es sometido a impacto electrónico en un espectrofotómetro de masas. 

Cromatografía de liquidas de alta resolución: Para la 
cuantificación del 178-Estradiol, se partió de un método reportado 
en bibliografía el cual se describe en la USP XXII. 

En estudios preliminares no resultó especifico ya que no era 
capaz de separar un producto de degradación (obtenido por el 
calentamiento del 17B-Estradiol a 200 ~e por 1 hora) de éste. Por 
lo tanto se modificaron las condiciones cromatográficas de tal 
manera, para separar el producto de degradación y asegurar la 
especificidad de la respuesta del 178-Estradiol. 
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Las c:ondiciones cromatográficas establecidas por la USP XXII 
son las siguientes: 

Fase móvil: Acetonitrilo : Agua (55 : 45), 
Flujo: 1 mL/min • 
Longitud de ondas 205 nm. 
Colwana: µBondapack Ca.a de 30 cm de longitud y 3.9 mm de 

diámetro interno, con partículas irregulares de 10 micras unidas 
químicamente a una cadena Ca.e• 

Volumen de inyección• 25 µL. 
Hado de integración: Areas. 

En la figura 13 se representa el cromatograma del 178-
Estradiol con las condiciones establecidas por la USP XXII, en 
presencia de su producto de degradación. 

Figura 13. Cromatogramn del 178-Estradiol <Método USP XXII> 

Tomando como base las condiciones cromatográficas descritas 
por la USP XXII, se modificó la proporción de los componentes de la 
fase móvil, al no conseguirse una separación adecuada del producto 
de degradación, se cambió la mezcla del eluente, en este caso se 
cambió la selectividad de la fase móvil como tambien la velocidad 
de flujo, quedando las condiciones como sigue: 



Fase móvil• Acetonitrilo 1 Agua r 2-Propanol (20 1 60r 20>. 
FluJ01 2 ml/min • 
Longitud de andas 205 nm. 
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Colwona1 µBondapack e,. de 30 cm de longitud y 3.9 mm de 
diámetro interno, con partlculas irregulares de 10 micras unidas 
quimicamente a una cadena e, •. 

Valut1en d• inyección• 2~ µL. 
l'lada de inteQración1 Areas. 

Dando como resultado una buena resolución <separación del 
producto de degradación del 178-Estradiol >. En la figura 14 se 
representa el cromatograma con las condiciones anteriormente 
mencionadas. 

Figura 14. Cromatograma del 178-Estradiol (Método propuesto> 

Va que en la formulación de acciOn controlada, e•t'n presentes 
dos principios activos, 178-Estradiol y Progesterona, se 
modificaron las condicione• cromatcgráficas de tal manera que se 
pudieran cuantificar simul tanaamente los dos ••teroidas con una 



buena resolución <para utilizar este método en estudios 
posteriores>, tales modificaciones son las siguientes: 

Las concentracionea determinadas para este método son de 20 
JJQ/ml para el 178-Estradiol y 600 µg/ml para la Progesterona. 

Se cambió d~ columna, de una µBondapack Cs.• con particulas 
irregulares de 10 micras, a una Ultrasphere ODS con particulas 
esféricas de 5 micras, conaiguiendo asi mayor resolución. 

Para la selección del estándar interno, se escogió un 
compuesto que cromatogr4ficamente •luya con un tiempo de retención 
adecuado, de tal manera que no interfiera con los principios 
activoG, pr~ductos de degradación y que se resuelva 
satisfactoriamente. 

Se escogió un compuesto análogo a los principios activos y que 
cumple con los requisitos antes mencionados, ta~ compuesto es el 
17a-Metiltestosterona, a una concentración de 250 µg/mL. 

El modo de integración se cambió de a reas a al turas ya que ·1os 
asteroides; particularmente el 17B-Estradiol presentan problemas en 
la integración por areas, ya que éstos tienden a colearse al final 
de su elución. 

Las condiciones cromatogr4ficas son las siguiuntest 

Fase aóvil1 Acetonitrilo : Agua • 2-Prcpanol <20: 601 20>. 
Flujo: 2 ml/min • 
Lonoitud de onda1 205 nm. 
Cclwana 1 Ul trasphare ODS de 2:1 cm da longitud y 4.6 mm de 

dUmetro interno, con particulas de silica de forma esférica de 5 
micras de tamaño unidas quimicamente a una cadena Cae. 

Volu-n de inyección: 20 µL. 
Hodo de int11Qración1 Alturas. 

El cromatagrama se presenta en la figura 1~. 
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Figura 15. Representación del Cromatograma del Método para la 
Cuaritificaci6n Simultanea del 176-Estradiol y Progesterona. 

Establecimiento del Hétada Analitico <CLAR> 

El método analitico propuesto para la cuantificación de 1713-
Estradiol (microesferas> es el siguiente: 

Solución de Referencia Interna 

Preparar una solución metanól ica de concentración de 2.5 mg/ml 
de 17a-Metiltestosterona. 

Preparación de la muestra 

Preparar una solución metanólica de la muestra <microesferas), 
conteniendo 32 µg/mL de 178-Estradiol y 400 µg/mL de 17oc­
Metiltestosterona y comparar con una solución estándar conteniendo 
las mismas concentraciones, analizadas bajo el siguiente ·sist·ema 
cromatcgráfico. 

Fase mOvil: Acetonitrilo : Agua : 2-Propanol c20··: 60: 20). 
Flujo: 2 mL/min • 
Longitud de onda: 205 nm. i · · ··· · 

Columna: Ultrasphere DOS de 25 cm de longitud y·A.6 mm de 
diámetro interno, con particulas de silica d~ forma ·esférica de 5 
micras de tamaño unidas quimicamente a una cadena C 1 e'~ , 

Volumen de inyecciOn: 20 µL. 
Modo de integración: Alturas. 
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4.3 Evaluación del Método Analitico 

Para la evaluación del método analltico se tomarán los 
critérios de validación establecidos por normas oficiales. cz> 

4.3.1 Linealidad del Sistema 

Se evalu6 la linealidad de la relación respuesta (altura del 
pico croma tográ fice), contra la concentración de 178-Estradiol, a 
través del análisis de una solución de 178-Estradiol y realizando 
diluciones para obtener coricentraciones de a.o, 16.0, 24.0, 32.0, 
40.0 y 42.0 µg/mL 1 equivalentes al 25%, 50%, 75%, 100%, 125% y 
150% 1 de la concentración elegida como 100X (32 µg/mL). Se realizó 
por triplicado cada nivel de concentración, exceptuando el 100% 1 el 
cual se realizó por sextuplicado. 

4.3.2 Precisión del Sistema 

Se determinó la precisión del sistema de cuantificación (a 
través de la altura de los picos cromatográficos) 1 al hacer 6 
replicas de una solución de 176-Estradiol a la concentración 100 % 
<32 µg/mL>, preparadas a partir de una solución concentrada; 
analiziindolas bajo las condiciones cromatográficas indicadas en el 
método. 

4.3.3 Especificidad del Método Analitico 

Como en el proceso de microesferización se somete a la muestra 
(178-Estradiol) a condiciones altas de temperatura, lo cual puede 
dar origen a productos de degradación, se debe de contar con un 
método que asegure la especificidad de la .respuesta, por lo tanto 
se somete a la materia prima (178-Estradiol) condiciones 
simuladas de degradación por calor. 

Además se realizan otras condiciones simuladas de degradación 
para que en estudios posteriores este método pueda ser utilizado 
como método indicador de estabilidad. 

Debido a que se tiene un sistema cromatográfico adecuado para 
la cuantificación del 178-Estradiol, se procedió a la degradación 
de éste y la formulación <microesferas>. Las condiciones de 
degradación a las cuales se sometieron las muestras son las 
siguientes: calor, ácida, básica, oxidación y luz ultravioleta. 

En la tabla 7 se ilustran las condiciones y el tiempo de 
exposición del agente degradante. 
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Tabla 7. Condiciones ~imula~as de Degradación. 

MUESTRA TIPO DE DEGRADACION TIEMPD·DE EXPDSICION 

Acida (60 AC) 42 horas· 
Básica (60 QC> 72·horas 

178-Estradiol Oxidación (45 AC) 10 horas 
Luz UV. 72horas 
Caler (200 AC) X: hora· 

Acida (60 AC) 42 horas 
Básica (60 AC) 72 horas 

Microesferas Oxidación (45 Al:) 10. horas 
<Formulación> Luz UV. 72 hDraS 

Calor (200 AC) 1 h.pra., 

·. 

Una vez establec~das las condiciones de ,degradación, ·se 
procedió a repet·i rlas para asegurar que el po.rcien~o degradado se 
debe exclusivamente a la acción del agente degradante y no por 
casualidad. 

Las muestras degradadas de .178-Estradiol y microesferas 
<Formulación), se inyectaron en el sistema cromatográfico 
establecido, junto con patrones de referencia de 178-Estradiol y 
microesferas para determinar si algunos de los productos de 
degradación no interfieren en la respuesta del principio activo. 

El analisis de las muestras se realizó utilizando un detector 
de arreglo de fotodiodos, el cual consistió en el registro de las 
señales detectadas en la región UV. (195 a 360 nm.) y la longitud 
de onda de trabajo (205 nm.). Luego se tomaron espectros UV. de 
diferentes tiempos de eluci6n distribuidos a lo largo del pico de 
interés y se realizó una sobreposición de cada uno de ellos para 
establecer la completa identidad del compuesto, esto quiere decir 
que si el compuesto es puro la sobreposición debe ser completa, si 
esta no es completa quiere decir que existe un compuesto <posible 
producto de degradación) que eluye junto con el compuesto de 
interés, esto no seria posible si la detección se realizara a una 
sola longitud de onda. Posteriormente se comparan los espectros asi 
obtenidos contra un espectro patrón de referencia, obtenido en las 
mismas condiciones para definir la pureza e identidad del pico. 

4.3.4 Linealidad del Método Analitico 

La linealidad del. Método analitico se determinó analizando 
microesferas a los niveles de 60Y., SOY., 90%, lOOY., 110Y. y 120Y. de 
la cantidad seleccionada como· 100X (20 mg para obtener una 
concentración de 32 µg/mL>. Posteriormente se evaluó la pendiente, 
la ordenada al. origen, el coeficiente de determinación de la recta 
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de regresión y la desviación estándar relativa de la relación 
miligramos adicion~dos contra miligra.mo::i cuantificados. 

4.3.5 Precisión 

Se realizó un estudio de reproducibilidad, ·el cual consistió 
en el 'análisis por triplicado de una manera independiente de una 
misma muestra, por dos analistas en el mismo dia, realizando un 
análisis de varianza, utilizando un modelo estadístico jerárquico 
con dos efectos aleatorios, para evaluar el efecto de una posible 
interacción (analista - dial sobre la medición de la respuesta y 
determinar si · 1a respuesta se ve influenciada por alguna 
interacción analista-día, analista-eqL•ipo, columna, reactivo etc. 

4.3.6 Exactitud del Método 

Para tener confiabilidad en los resultados se determinó la 
exactitud, utilizando los porcentajes recuperados en todo .el 
intervalo de estudio (exactitud en todo el intervalo> y los del 
IOOY. !e~actitud al IOOY.l. 

4.3.7 Estabilidad de la muestra. ·•:.'·.:<.:,. 

Se determinó realizando análisis ind~~~~C~(i~gf·~~ \a: 3. muestras, 
~lmacenadas durante 24, 48 y 72 horas::•;,·-~·aJe;:t~:~.':I'tis ·':siguientes 
condiciones: Temperatura ambiente en c~·c~.l?s··,. n6rnial.es de. luz y 
obscuridad y Refrigeración a 5 ·ac. ..,. .;.;~.,~:-· ._,~,;t\~·r;~:.\~" 

.4.3.8 Tolerancia del Sistema·. 

Se investigó la ·influencia de posibles alt"e~~_C:ro·nes· -.a·. l·a fase 
móvil sobre los parámetros cromatográfié:Os·'l' .:··}<'.··.~:·:_sóbre · ·la 
cuantificación del 17J3-Estradiol. , .•. ,, ·~ •·: .__.:_:,.· 

Se rea 1 i z6 comparando los resul ta~Cs·~:: Jd~é" ; .. f\,·~-~~--~.-.:~~luc··~Ó-ri de 
referencia en cada una de las modificaciones c6mo.~·1a :Cuantificación 
de tres muestras independientes en cada una· de-ellá:s~·· ·- · 
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Tabla 8. Fases Móviles Utilizadas en el Estudio.de Tolerancia. 

Proporción de Identi ficaci6n 
Acetoni trilo: Agua: 2-Propanol 

20 60 20 . f,'.a5~ .. ~óv i 1 

21 60 19 ·Fase: mOÍlil 2 

22 60 18 '' Fa.se mOvil 3 

18 61 21 ' ·.,Fase moVil 4 

19 59 22 ::' FaSe. móvil 5, 
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CAPITULO S 

RESULTADOS Y DISCUSION 

5.1 Métodos Espectroscópicos. 

Absorción al Ultravioleta. 

El espectro de absorción al ultravioleta de una disolución de 
17B-Estradiol sustancia de referencia, presenta los mismos maximos 
y minimos 3 las mismas longitudes de onda que el obtenido en una 
disolución similar de microesferas, bajo las mismas condiciones de 
análisis. 

Por lo que se puede concluí r que las microesferas obtenidas 
mediante el proceso de esferi::ación no sufren un canlbio 
significativo que se pueda obser~ar bajo esta técnica de análisis. 

Figuras 1. y 2 del aneHo I. 

Absorción al Infrarrolo. 

En bibl iografia, tales como compendios oficiales <USP XXII), 
la determinación del espectro se reali:::a en una dispersión en 
nujol, para el propósito del estudio esta técnica no es adecuada, 
ya que lo que se pretende es caracterizar por esta metodología las 
posibles modificaciones cristalinas del 170-Estradiol obtenidas 
bajo el proceso de recio-congelación, y en una dispersión en nujol 
éste presenta bandas muy intensas y no permite adecuadamente la 
identificación de cada una de ellas. 

El espectro de absorción al infrarrojo de la sustancia de 
referencia de 1713-Estradiol presenta la forma polimOrfica A. 
siendo ésta la forma más estable. Figura 3 del anexo l. 

Las microesferas recien elaboradas presentan la - f·orma 
pol imórf ica O e 1 ~ >, cuyas bandas características son: banda· de.baja 
intensidad apro>:1madamente a 1652 cm- 1 , debida a un hid.~óg"ero 
enla:::ado a un grupo carbon1 lo cuando éste, esta sufrieii'do·;: una. 
vibración de estiramiento, también aparece una :,;~·:.::bB:f¡da · 
apro;:imadamente a 886 cm- 1 en una región asociada cory la~:· olefinas 
e - H (una Vibración de deformación), y las formas. de· .. ·1as .. ·;·~andas 
entre 1200 cm- 1 y 1000 cm- 1 • Figura 4 del anexo 1. · ·.~·-~·" 

.. ' .. , · ... ·-· 
Como las microesferas as! obtenidas (Forma D):-;·:-.:-.resul_t.an ser 

inestables en el vehiculo en el cual van a estar suspendi.d'a.s, se 
les rea.li:ó un tratamiento térmico, consiguiendo ·asi maYor 
estabi 1 idad de éstas en el vehículo. Las micf.oesferas· as! 
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estabi l i:::adas presentan la forma pol imórfica A; pero con bandas 
características de la forma polimórfica C es.e>, las cuales son 
debidas a las vibraciones de estiramiento y de doble::: del enlace O­
H 1 ibre, las bandas se encuentran aproximadamente a 3525 cm- 1 y 
1(146 c:m- 1 respectivamente. Figura 5 del anexo l. 

Con el tiempo <aproximadamente un mes) estas microesferas 
tienden a adoptar la forma m~s estable, es decir la forma A. Ver 
figura 6 del a ne>: o 1. 

Como se puede notar en los resultados el proceso de 
microesferización favorece la formación de la forma polimórfic:a D, 
las cuales al ser inestables en el vehic:ulo donde van a estar 
suspendidas, son sometidas a un tratamiento térmico, con lo que se 
pretende proporcionar energia a las ~articulas y adoptar una forma 
cristalina más estable, de tal forma que las mic:roesferas asi 
estab i 1 i::adas dan origen a una mezcla de las formas A Y e, las 
cuales son estables en el vehiculo. Como se mencionó anteriormente, 
esta mezcla con el tiempo trata de adoptar la forma más estable, lo 
que se comprueba fac:ilmerite a través de la comparación de los 
espectros determinados de las microesferas recién estabilizads y 
estas mismas después de un mes de almacenamiento a temperatura 
ambiente. 

Por lo tanto la espectroscopia de infrarrojo es una herramien­
ta rápida y sencilla, que nos proporcina mucha información acerca 
del comportamiento qui mico de la muestra ( 170-Estradiol), y puede 
ser utili:;::ada como técnica de rutina por el laboratorio para tener 
un control de las microesferas elaboradas. 

Resonancia Magnética ªH 

El t:spec:tro de resonancia de las microesferas no presenta 
señales inherentes al del 178-Estradiol sustancia de referencia, 
obtenidos bajo las mismas condiciones de operación (20 mg disueltos 
en DMSO>, por lo tanto mediante esta técnica no se observan cambios 
significativos del 170-Estradiol sometido al proceso de 
mic:roesferizac:ión, tanto los desplazamientos quimic:os como l~s 

constantes de acoplamiento (como se ilustran en las figuras 7, 8 1 9 
y 10 del anexo I >, son los mismos. Por esta técnica no podemos 
observar las diferentes modificaciones cristalinas del 176-
Estradiol, pero si nos aseguranos de la integridad e identidad de 
éste. 

Esoectrgscooia de Masas 

EL espectro de masas del 178-Estradiol sustancia de referencia 
y de las microesferas siguen el mismo patrón de fragmentación, por 
lo que no le es atribuible una descomposición al 178-Estradiol en 
el proceso de mic:roesferi~ación, esta técnica nos sirve como 
complementación de los resultados obtenidos por resonancia 
magnética protónica. Figuras 11. y 12. del anexo l. 
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5.2 Calorimetria 

En el análisis calorimétrico, la sustancia de referencia de 
170-Estradiol, presenta una endoterma aproximadadmente a 104°C, 
debida a la cantidad de agua de absorción y una posterior endoterma 
a 179°C. debida a 1 punto de fusión de la muestra. Figura 13 del 
ane~:o J. 

Ld~ m1croesferas sin tratar (recién elaboradas>, presentan una 
endoterma apro~:imadamente a 99°C, debida a la cantidad de agua 
absorbida durante el proceso de microesferi~ación, además presentan 
L1na e>:oterma aproximadamente a 118°C <exoterma de cristali=ación) 
por lo que probablementae parte de la microesfera pasa de un 
polimorfo a otro o estando en form~ vitrea libera energía para 
adoptar una forma más estable. Posterior a esta exoterma presenta 
un pequeño hombro antes del punto de fusión aproximadamente a 173ªC 
y la endoterma debida a la fusión aproximadamente a 179.3ªC. Figura 
14 del ane~:o l. 

Las microesferas tratadas <estabilizadas térmicamente> .no 
presentan la exoterma de cristalización, solamente aparece la 
endoterma debida a la cantidad de agua absorbida durante el proceso 
de fabricación y recolección aproximadamente a t04.3ªC y una 
posterior endoterma aproximadamente a 179ªC, debida a la fusión. 

Como se puede observar el tratamiento térmico, realizado a las 
microesferas recién elaboradas elimina por completo la exoterma de 
cristali=ación dando origen a la forma más estable del 176-
Estradiol la cual es la forma hemihidratada, (forma polimórfica A). 
Figura 15 del anexo I. 

Mediante esta técnica y por espectroscopia de infrarrojo se 
observa, que por medio del tratamiento térmico las microesferas 
tienden a adoptar la forma más estable lo cual es lo que se 
pretende para la elaboración de la suspensión. 
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5.3 Evaluación del Método Analitico 

5.3.1 Linealidad del Sistema 

En la tabla 9. se encuentran los resultados de las respuestas 
para los diferentes niveles y concentraciones del interYalo lineal 
de trabajo. 

Tabla 9. Respuesta para los Diferentes Niveles y Concentraciones 

CONCENTRACION NIVEL RESPUESTA 
(¡.og/mll (lll ALTURAS 

<X> IV> 

a.o 25 172324 
a.o 25 171737 
a.o 25 171135 

16.0 50 342335 
16.0 50 344620 
16.0 ·50 337617 

24.0 .75 517886 
24.0 75 516946 
•24;0· .• ;( 75 510897 

,;32·:0·.· 100 687617 

' ·~~;g< " 
.100 6a71a2 

', . : ~: 100 676664 

· .. '~~J.\ .100 6a4762 

'<'< 100 6a37a7 
100 677552 

·:··.·:.io·~o· ·.125 856656 
···Ao.ó.: ~'..(; 125 a47321 

40;0:;: :, ~: .- 125 a52a3a 

::4a;o·: 150 1(•13473 
'4a.o: 150 101144(1 
4a.oi 150 1011435 
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LINEALIDAD DEL SISTEMA 
178-ESTRADIOL 

8.0 18.0 24.0 82.0 '40.0 48.0 
CONCENTRACION (¡,¡g/mL) 

Figura 16. Representación Grafica de la Regresión Lineal. 

Cálculos de la Linealidad del Sistema 

n = 21 m = 21086.0289 

" 28.6 b = 5933.6505 

y= 608391.619 r" = 0.9997 

s.,, = 4821. 76 s.,,,1 .. , = 0.0079 

m1 .. , = 0.9902 b1 .. 1 = 0.0097 

60 
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Encontrándose la :-0.02 < bcr1 < 0.02, se afirma que la ordenada 
al origen no es significativamente diferente de cero. 

Debido a que la 0.98 < m,,., < 1.02, se dice que exis_te una 
relación proporcional con pendiente aproximada a 1. 

Siendo que el r 2 > 0.98, se dice que el modelo lineal 
representa correctamente la relación que existe entre la 
concentración y la altura en el intervalo de estudio. 

Siendo el S,.,,.,.,, < 0.03 se tiene suficiente evi.denc:ia p-a.ra 
aceptar la variabilidad encontrada en el intervalo estudiado. 

Cálculos de la PrecisiOn del Sistema 

n = 6 

X = 682927.333 

c.v. = 0.69% 

Debido a que el coeficiente de variación es menor al 1.5% se 
establece que el sistema de medición es preciso en las condiciones 
experimentales. 

Con les parámetros anteriormente mencionados· es ·suficiente 
para asegurar la linealidad y presicióri del sistema de medición 
para la cuantificación del 170-Estradicl en concentraciones que van 
desde 8 µg/mL hasta 48 µg/mL equivalentes al 25Y. y 150Y. · tomando 
como 100% la concentración de 32 µg/mL. · 
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5.3.2 Especificidad 

En la tabla 10 se muestran los resultados obteliidos en los 
estudios de degradación descritos en la tab~a 7. 

Tabla 10. Porcentajes de Deg~adació~: 

.. 
. . . :·PORCENTAJE•' •;.· . :, MAXIMA . 

MUESTRA DEGRADADO.'.c "''' <~xi;~~~NCIA 
... >;./: .,;::· ,_. -~. 

CONDIClON 

Ac:ida 

178-ESTRADIOL Básica 

MATERIA Oxidac:ión 

PRIMA Luz UV. . '.· ---:--: 
Calor 26.42 . 26.37 0.<)5 

Ac:ida 

Básica 

MlCROESFERAS Oxidac:ión 23.33 22.BB 0.45 

Luz UV. 

Calor 29.52 29.78 -0.26 

Se realizó el análisis espectral correspondiente al pico 
cromatográffco de 170-Estradiol, de cada una de las muestras en las 
cuales se obtuYo degradación. Se realizaron barridos desde 195 nm a 
360 nm, el cual abarca toda la zona de absorción del 17B-Estradiol. 

Encontrándose que en condiciones ácidas, básicas y con luz 
UV., tanto la materia prima como las microesfera.s no presentan 
degradación, aún en. condiciones drásticas, por lo que no presenta 
ningún producto de degradación que interfiera en SLt cuantificación. 

En condiciones de o-xidación, tanto la materia prima como las 
microesferas presentan degradac;:ión apreciable, pero no encontrán-
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dose asi ning~n producto de degradación que pudie5e interferir en 
su cuantificación. Realizando el análisis espectral para la materia 
prima <Figuras 16. y 17,. del anexo I.) y para las microesferas 
<Figuras 18. y 19. del anexo I.l se demuestT"a la especificidad del 
sistema y ésto se ve refor:ado con la alta identidad de cada uno de 
los espectros del 170-Estradiol en las muestras. anteriores con el 
de un estándar USP obtenido en las mismas condiciones de análisis, 
Fiqura 20. del anexo J., para la materia prima y Figura 21 .. del 
anexo 1, para las microesferas. 

Por acción del calo1·, tanto la materia prima como las microes­
feras presentan degradación apreciable, encontrándose dos productos 
de degradación con tiempos de retención aproximados de 3.5 y 4.8 
min. 1 (Figuras 22. y :23. del anexo I.), les cuales no interfiet"'en en 
la cuantificación. Realizando el análisis espectral para la materia 
pr1ma (Figuras 24. y 25. del ane>:o 1.) y para las mic:roesferas 
<FigL1ras 26. y 27. del aneno 1.), ademéis la comparación de cada uno 
de los espectros del 17G-Estradiol en las muestt"'as degradadas con 
el de un estándar USP, st-• demuestra la especificidad del sistema .. 
Figura 28 del ane}:O I., para la materia prima y Figura 29 del anexo 
l., para las microesferas. · 

Al no encontrarse interferencia en la cuantificación del 178-
Estradiol, se puede concluir que este método es especifico para. la 
cuantificación del 178-Estradiol como micr-oesferas, el que junto 
con los métodos espectroscópicos nos sirve para. a.segurar asi el 
comportamiento quimíco del esteroíde sometido al proceso de 
microesferización utili:ando la técnica de rocio-congelaci6n. 
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5.3.3 Linealidad del Método 

En la tabla 11. se muestran los porcientos de recobros de las 
cantidades adicionadas, en cada uno de los niveles en el intervalo 
lineal. 

Tabla 11. 

NIVEL 
'") 
60 
60 
60 
60. 
60 
60 

80 
80 
eo;. 
80 
80 
80 

90,, 
90 
90 
9o· 

. 90 
90 

100 
100 
100 
100 
100 
100 

110 
110 
110 
110 
110 
110 

120 
120 
120 
120 
120 
120 

Cantidad Recuperada Expresada en Porcentaje. 

CANTIDAD 
ADICIONADA 

(1119) 

20.0'> 
20:0··.:. 

. 20;0·:· 
.. 20;0> 

20,0,: 

.. ,22;o'i 
'.'22.0 ·: 

:~~:g'.. 
.22.0'. 
22.0 

24.Ó 
24.0 
24.0 
24.0 
24.0 
24.0 

CANTIDAD 
RECUPERADA 

Cmgl 
" DE RECOBRO 

100.83 
97.50 
98.33 

100.83 
97.50 
98.33 

·. ·100.00· 
. '100.63 

'99.38 
100.63 

•.. 100.63 
\')oo.oo 

;\{,97;79 
"··:: . .'.97.78.· 
:<.100:00· 
'•.·"·•97~ 78 . 

/,~6~:·~~ .. 



LINEALIDAD DEL METODO 
178-ESTRADIOL 
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Figura 17. Representación Grafica de la Regresión lineal. 

Cálculo$ de La linealidad del Método 

n = 36 r" 0.9973 

m = 0.9893 b 0.0583 

LSIC. = 1.0073 LSIC• = 0.4022 

LIIC. = 0.9713 L!IC• = -.02856 

tc•l• = -1.214 tcalo = 0.346 

.... S4 •'· = 2.042 t "9• • :s4 ••• = 2.0,42 

s.,,. = 0.2089 si1,~cr1 = 0.0113 

65 
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Siendo el r 2 mayor a 0.98 se establece que más del 98X de la 
variabilidad es explicada por la recta ajustada, por lo tanto la 
relación entre la cantidad adicionada y la cantidad cuantificada es 
representada por la función de lcl linea recta propuesta. 

Debido a que tc.1. < t "" , :s4 oi. para la pendiente y que en el 
intervalo de confianza está incluido el 1, es evidencia sufi-
ciente para establecer que la pendiente no es significativamente 
diferente de 1. 

Debido a que tcat. < t ftK. 34 01 • para la ordenada al origen y que 
en el intervalo de confianza esta incluido el cero, es evidencia 
suficiente para establecer que la ordenada al origen no es 
significativamente diferente de cero. 

Siendo que S,.,)'cr• es menor a 0.03 se acepta la variabi 1 idad en 
todo el intervalo estudiado. 

Por los criterios anteriores se considera el método lineal a 
cantidades comprendidas en el intervalo estudiado. 

Cálculos de la Exactitud del Método 

n = 36 X = 99.25 cv. 1. 15% 

Ewactitud al 100Y. 

n = 6 x = 100.00 cv. = 0.37Y. 

LSIC • 100 .48 LIIC = 99.68 t .. a. = 0.090 

t ... 1 11 ••• = 2.571 

Al ser te••·< t 'ftlJI , 11 ,,, en el nivel del 100% y la media de los 
recobros, tanto al 100% como en todo el intervalo de estudio se 
encuentra dentro del rango de 98Y. a 102% y además de ser el 
coeficiente de variación menor al 2%, en ambos casos se considera 
al método exacto y repetible, para la cuantificación de las 
microesferas de 178-Estradiol. 
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5.3.4 Precisión 

En la tabla .12 ~e repreSent.a~- l.o·s:-··r·~su-~~·~dós. 'd~e. los. porcientos 
recuperados, de los dos analistas er}-:los''.·dos-'.dia·s •. ;.,' 

- .''._,,~·; ~· 

I . 

A 

n = 12 X = 99,41 

s = 0.8357 cv = 0.84% 

En la tabla 13 se presentan los resultados der análisis de va­
rian=a, de acuerdo al punto 4.3.5. 

Tabla 13. Tabla de Análisis de la Varianza, 

Fuente de Grades de Suma de Media de F cal. F teci •. 
va"riación libertad cUildrados cuadrados 

Analista 1 3.5425 3.5425 19.41 ;.· 161.4 

Di as 2 0.5208 0.2604 1.43 
: 199;5 .. 

: 5.32, 
1. 

Anal./Dia 1 0.1825 0.1825 0.42 

Error 8 :: 3.4371 0.4296 .0.43 .1';: ... .. 
' . · ,:'· 

Se utilizó ·el .··modelo. eStadistico jef:'árqui·Ca; :-~~-~~(dd~:{ :~.f'~ct-~s 
aleatorios. .,, ~ ... , ·:.,-,:·:· 

Siendo ~-~ .'-'C~~ticielit~· -:.-de·_ va~iación'.;-.·~~~-~~--,1:::~\'.~>2.~\·:~->:pa.ra _los 
recobros _o~tenidos p-or .los '_dos analistas·,_e_n·;,.1os_·;._~_i.ter.er:a:t~s.;:d~as, 'Y 
ademas de c~ten~rse;·-~n el análi~is ·de ·:la--.v~riai:1.za::tjue'¡.fc••. :·merlor· que 
la F•-· "'"para :.~va_luar :e.l ef~cto.: 11 analista~~:~·~:·e1 ·.ef,,~~~~~·-"~ 11 ~.185 11 y el 
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efecto 11 analista/dia 11 
, se considera al método preciso y 

reproducible por cualquier analista en cualquier dia, lo cual 
quiere decir que el resultado no está condicionado por el analista 
ni por el día, en el cual se efectúe el an~lisis. 

5.3.5 Estabilidad de la Muestra 

A continuación se presentan los resultados del estudio de es­
tabilidad, descrito en el punto 4.3.7. 

Tabla 14. Tiempo inicial 
.. 

MUESTRA X CUANTIFICADO 

1 . •.·· 99.02 

2 99.02 . 

3 98.53 

,Tabla 15; 24 horas 

CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO 

OBSCURIDAD REFRIGERACIDN 

' 1 99.51 11 99.51 11 

2· 99.02 11 

3 

MUESTRA 
'oeSCURIDAD .. REFRIGERACION 

99':51 11 99.51 11 

2 99.02 11 99:02. 11 99.02 y, 

3 98.53 11 98;53 y, 98.53 y, 
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Tabla 17. 72 horas 

CONDICIONES•· DE: ALMACENAJ'IIENTO 
MUESTRA 

.. 
AMBIENTE. ; ·-OBSCURIDAD.'' REFRIGERACION 

1 99.51. y, 
.. 

; . '·99.51 r. 99.02 r. 

2 99.02 r. .. 99.51 r. 99.53 r. 

3 98.53 y, 99.53 :¡ 98.53 X 

En ninguna de ·las condiciones probadas el porciento cuanti fi­
cado no difiere más del 2% con respecto al porciento cuntificado al 
tiempo inicial, por lo que se considera que las muestras de 17G­
Estradiol son estables bajo éstas condiciones de estudio, o sea que 
hasta 72 horas las· muestras pueden ser anali~adas y sus resultados 
ser confiables. 

5,3.6 Tolerancia del Sistema 

A <:ontinuación se presentan los resultados del estudio de 
tolerancia del· Sistema descritos en ·al punto 4.3.8. 

Tabla 19. Parámetros Cromato9raficos y Porciento Cuantificado del 
17B-:-Estradi01 en'_'cadil ·una de :1as·. Fa~es· M~v~.le~'. Empleadas . 

: .· 
. .::,;:: 

:: 

FASE MUESTRA N .. T k" R y, 
MOVIL CUANT. 

1 17ll-EST. 2080.07 ü.6e 1.75 4.78 3.91 99.83 
17a-ME:T. 2349.32 1.00 1.84 7.08 

2 17ll-EST. 2017 .82 0.67 1.73 4.46 3.78 98.99 
17a-MET. 2223.66 1.00 1. 70 6.63 

3 1713-EST. 2314.71 0.68 1.64 4.75 4.27 98.50 
170<-MET. 2713.37 1.00 1.97 7.10 

4 171l-EST. 2364.73 0.68 1.76 5.20 4.15 98.33 
170<-ME:T. 2623.14 1.(JO 1. 78 7.67 

5 171l-EST. 1717.90 0.68 1.67 3.90 3.42 99.16 
170<-MET. 2073.05 1.00 1.92 5.71 
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Debido a que los parámetros cromatográf icos no se comprometen 
cOn los resultados, se considera que el sis tenia es adecuado y 

.tolerable en las condiciones probadas, por lo tanto, al tener un 
pequeño error al momento de preparar la fase móvil, los resultados 
obtenidos son confiables. 
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CAPITULO 6 

CONCLUSIONES 

Las formas polimórficas A, e y O obtenidas en el desarrollo de 
la formulación, pueden ser plenamente identificadas y evidenciadas 
por espectroscopia infrarrojo, utilizando accesorio de reflectancia 
di tusa. 

Por esta misma técnica se puede seguir la estab.ilidad 
cristalina del 178-Estradiol durante el tratamiento térn1ico, ya que 
presenta bandas tnlty características dependiendo_ de· :-la .·forma 
cristalina. 

Dicha técnica es fácil y reproducible por .lo .. qÚe·<se puede 
utilizar como análisis de rutina en el laboratorio·'cOmo control en 
el proceso de microesferización. ··,.;_-

,'' 

La calorimetría diferencial de barrido· es o~.·ra<'::tecnic:a que 
permite carac:teri=ar cada una de las modificaciOnes-s~istalinas del 
178-Estradiol originadas por el proceso de microesf~r~zación y 
posterior estabilización. Con esta técnica se ·observa·,- 'al igua.l que 
la espectroscopia de infrarrojo, como las microesferas al ser some­
tidas a un tratamiento térmico tienden· a estabil{z_arse (ésta es, 
tratan de adoptar la forma más estable>, que es lo que se pretende 
para la elaboración de la formulación. · 

Las otras técnicas empleadas en el presente estudio sirvieron 
para asegurar la integridad de la molécula, después _d.e ser s'ometida 
al proceso de microesferi=ación. · · 

La técnica de absorción al ultravioleta se puede· Ut'Ílizar'como 
método de rutina de laboratorio, caso contrario de· la __ : resonancia 
magnética protónica y de la espectroscopia de masas9"que:'resu1t·an 
ser t~cnic:as más especializadas y ademcls caras.· · · 

' . ~ . .. '. - . 
Una de las técnicas más confiables para. la de.terminaCión.-_del 

polimorfismo es la difracción de rayos 11 X11
, pero_ ést~_:.re~ulta ser 

bastante costosa como para implementarse como méto-do ··de\ i:utina y. 
además es una técnica muy especializada. · ·· - · " · .. · 

El método cromatográfico desarrollado -~~-:~-~-~}\·~-~ '·é:úa-~ttfiC:ación 
de 178-Estradiol resultó ser exacto, preciso·-"y __ ~eSPeC.i'f'.ic·o·; que· son 
los tres parámetros más importantes para el presente .estudio •. 

Este ·método cromatogrclfico desarrol¡~d~::.;_·p~:·d~-';:·~~marse como 
base para la cuantificación simul tán~a .:-~~·~·_P.rO'gest.ercfr1ii. y 178-. 
Estradiol, que son los princ1p1os ·activos:.·· presentes en la 
suspensión de acción controlada. - · · 
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La determinación de la especificidad del método permitirá que 
éste pueda ser tomado como base para el desarrollo de un método 
indicador de estabilidad para la suspensión de acción controlada. 

Este método desarrollado para cuantificar 178-Estradiol, puede 
ser utilizado como método de rutina de laboratorio, por ser fácil y 
económico. 
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Figur1 l. Espectro de 1bsorclOn ultmioleta del l7B-Estr1dlol obtenido en un Es¡iectrofotóoetro lN/YIS 
Heolett P•cklrd con lrl'!IJID de fotodiodos llXielo 845211 1 utillmdo uno celdi de 1 C9 de p¡so l!>llto, • un1 
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Figur1 2. Espectro de 1bsorclOn ultrnioleta de In 1itroesferas de 178-Eslrodiol obtenido en un 
EspectrofotOoetro lN/YIS Heolett P•thrd con lrl'!IJID de fotodlodos llXielo 845211 1 utilizando ufll celd• de 1 C9 
de piso 4Jtico, 1 W1l corv:entr1ci0n de 0.05 111/al en ehnol 1 hlcietlfo un barrido desde 190 na a 350 rw. 
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Figura 3. Espectro de infrmojo del 17Hstradiol oateria priu lforoa polloorfic1 Al, d>tenldo en un 
Espectr61etro IR. con Tr1nsfora..das de Foorier Nicolet 205, de una dispersiOn de 178-Estradiol en bro11.1ro de 
pohsio, utilizando Ul'll celda de reflechncla difusa; y mlinndo un ba.rrido desdi! 4000 c•-1 a 6'0 c1-1• 
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Figura 4. Espectro de infrurojo de hs 1icroesferas recien elaboradas de 176-Estradiol lforaa 
poli10r1ica D>, cbtenido en un Espectr61etro infnroJo Beck!Hn Ac:culab 101 de una dispersiOn de las 
1icroesferas en broeuro de potasio, y reilizando un barrido desde 4000 c1-1 a 650 c1-1. 
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Figura 5. Espectro de infrarrojo de las 1icroesferas trahdis ter1icnente de 17B.-Estradiol (1ezcli de 
hs forMs poli10rficis A Y CJ, OOtenido en un Espectr61etro IR. con Tnnsforaadas de Foorier Nicolet 205 1 de 
uni dispersión de hs 1icroesfer1s en bl'OIUro de potnlo 1 utilinrdo um celda de reflectancia difusa y 
redinndo un birrido desde 4000 ca-• 1 650 a-•. 
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Figura 6. Espl'Ctro de infrirrojo de las aicroesfer¡s de 178-Estradiol 1 tratadas ter1ica1ente y 
ll1acenid1s durante un .e... a tNpoer.tura 1t1tliente. Cl>tenido en un Espectróletro IR. con Transfomdas de 
Foorier Nicolet m, de una dispersión de las 1icroesfer1S en brmuro de pohsio, utiliundo una celd1 de 
reflechrril difusa y ralinrdo un burida de-sde 4000 cr• ¡ b50 cr'. 
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Figuri 7. Espectro de 'H del 17B-Estridlol 11terla prl11 1 obtenido en un Espet\rmetro de ...,...,"el• 
uglll!tlc• Virl•n oocfelo VIR-3005. Utlllundo l'.ISI"'"" disolvente y TllS cooo referencia lntel'!li. 
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Flguri s. ESfletlro de 'H del l7Hstridlol Nteri• prlaa, obtenido en un E5¡11.'C\rmetra de ....,...ncia 
~gnétlc¡ Yarh:n aod1do VlR-~. UtiHHndo L1'9J COID disolvente 1as 1qu¡ deuterada y lltS coeo referencia 
•1terna. 



€1 
ij 

!¡ 11: 
1 il! iiu·!ii¡ 

.J 

77 

Figura 9, Espectro de 'H de las 1lcroesleras de 178-Estradioi, liltenldo en un EspectrOoetro de 
......,.r<h 11gnétlca Yirlan IDllelo YXR-~. Utlllnndo lllSI cDID disolvente y 1l1S CDID referencia interna. 

.¡·••1··~·· ,,, •¡ "l""'"' l' ', .. ..,,.., 
Figura 10. Espectro de 'H de las 1lcroesleras de 178-Estradiol, liltenldo en un Espectróletro de 

r!SOOancla ugnétict Varian IOdelo VXR-3005. Utilizando DftSO COIO disolvente aas agua dueuterada y TnS COIO 

referencia intern1. 

J 
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Figura 11. Espectro de .. ,.. del 178-Estradiol .. ter!• pri .. , obtenido en un "'l"tlrlmetro de aasas 
Hewlett Pachnl IDllelo 5'198A • 
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Figura 11. Espectro de 11sas de hs oicroesferas de 178-Estradiol, obtenido en un espectrmetro de 
oasas llewlett P•ckanl oodelo 59BBA. 
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Fiqun lb. tlnUisis de contorro del 178-Estr&diol uteria priaa, soeetida a coo:Uciores de degnd1ción 
oxidatin. 
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Ftgun. 17. Sobrep~ici6n de los espectros del 17S-Estradiol uteria priu, correspondientes a c1d1 una 
de los tietpos de e lución selec.tionidos en el cro&1t09riai anterior (figura 1b). 

Anilisis Espec:tnl C ESH.H0-3-l > l 01-25-199~ 1513&11~ 

Q 'º Tieteio c:i---1-;imi~ (10u~> 
,. 

I] DIE~ S.66M :!J S.74M IJ S.Bro ¡¡j S.B4ro ;¡j S.9ro 
-.ee9 

Figura te. twlisis de contorro de lis 1icroesferas de 178-Estndiol, S01etidas a condiciones de 
deqnd1ci6n oxidatha. 

'Jll!-?r·: 
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Figura 2!1. Scl>reposlcllln de los l!Sjle<tros del 178-Estradlol 11terla prloa, correspondientes a cada uro 
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Figura 26. AnUisis de contorno dE! las 1icroesferas de 178-Estradiol, smetidiS a condiciones de 
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ANEXO ZZ- LISTA DE FORMULAS 
EMPLEADAS EN LA EVALLJACZON DEL 

ME TODO 

1.·coeficiente de Determinación. 

Cn Exy - Ex Eyl"' 
r" 

en CEy"') - CEy> 2 :J 

2. Coeficiente de Variación. 

s 
CV a > * 100 

K 

3. Desviación Est4ndar del Porciento Recuperado. 

E Cx - x )"' 
s < > :!r 

n -

4. Desviación Estándar de la Recta de Regresión. 

Ey" - b CEyl - m CExy> 
8 Y'" = ( > :!r 

n - 2 

5. Desviación Estándar de Regresión Relativa. 

S Y'" Cr) 

y 

6. Intervalo de Confianza para la Media. 

s 

88 
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1. Llmi tes de Con-fianza al 95\', para la Ordenada al Origen. 

I:x:z 
l.C .... b :!: t '9DM n-2 Qt.• s ""''" ( > .i. 

n I: Cx - ><):Z 

e. Limites de Confianza al 95% para la Pendiente. 

s Y,K 

LC '"', ) 

<Sx> .fn 

9. Media del Porciento Recuperado. 

I:x 
>< 

n 

10. Ordenada al Origen. 

b=y-mx 

11. Pendiente. 

n I:><y tx I:y 
m a 

12. Pendiente Relativa. 

>< 
m ''"', m---

y 

13. Porciento Recuperado para cada Recobro. 

y 
)( ( > * 100 

>< 



14. t cal. para la Ordenada al Origen. 

bo o 

b -· bo 
t cal. 

:C•'" 
s "''" 

( ) " ()( - )()3 

15. t cal. para la Pendiente. 

mo ~ 1 

<m - mol <SKI Cnlilo 
t cal. 

Donde: 
n N~mero de replicaciones, <n~mero de recobros>. 

x =Cantidad adicionada, Cconcentración o mg agregados). 

x Promedio de la cantidad adicionada en x. 

y Propiedad medida, (respuesta o mg recuperados). 

y e Promedio de la propiedad medida. 

S>< e Desviación est<indar de las 11 x" n-1 grados de libertad. 

Ex Sumatoria de la cantidad adicionada. 

Ex 2 = Sumatoria de los cuadrados de la cantidad adicionada. 

Ey = Sumatoria de la propiedad medida. 

Ey2 = Sumatoria de los cuadrados de la propiedad medida. 

Eyx = Sumatoria del producto de la cantidad adicionada y la 
propiedad medida. 

90 

t •oM n-2 g1 = t de Student con un a 0.05 y n-2 grados de libertad. 
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16. Modelo Estadístico Jerarquice. 

yijk µ + Ai + Dj + ADij + Eij!kl. 

Donde: 

yijk = Porcentaje cuantificado con el iésimo analista dado 
el jésimo dia o sistema de la késima replicaciOn. 

µ = Porcentaje de sustancia de interés en la muestra. 

Ai = Efecto del iésimo analista sobre el porcentaje cuan-
tificado. 

Dj Efecto del jésim~ rita o sistema sobre el porcentaje 
cuantificado. 

ADij = Efecto cruzado del iésimo analista y la jésima condi­
ción sobre el porcentaje cuantificado. 

Eij(k) •Error eMperimental. 

D 

1 

A 

Tabulación de los resultados. 

ANALISTA 

1 2 

y 111 y 211 
y 112 y 212 
y 11'3 y 213 

y 121 y 221 
y 122 y 222 
y 12'3 y 223 



FUENTE DE 
VARIACION 

ANALISTA 

DIAS O 
SISTEl1AS 

ANALISTA 
DIA 

ERROR 

Donde : 

yijk 

a 
d 
r 
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TABLA DE ANALISIS DE LA VARIANZA 

GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE F F 
LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS cal tea 

EVi •• :z v .. 2 sea 11Ca 
gla = a-1 SCa= MCA= Fa=--

dr adr gla MCad 

EV.j .:z v .. :z SCd MCd 
gld =a Cd-1> SCd= ---- MCd.; Fd=--· -

ar adr MCad· 

SCad = 
I:I:yij. :z I:yi •• :z-

r dr 
g!ad= Ca-1) 11Cad= 

·* I:y.j. :z y ••• :z 
(d-1) + 

ar . adr 

SCe = 
gle=ad Cr-1> I:yij.'" 

I:I:yijk2 - MCe 
r 

' .. ~ 

_."..\:.': '. ;: .. : 
Porcentaje cuantificado 
jésimo dia en la iésima 
Número de analistas. 
Número de factores. 

por el iési~o.~naÍlst~. en .el 
rep l icaci~n;:,:: · · · · :: 

Número de replicaciones. 

I:yi • ·'" = · :~!g : ~!g : ;~i/ +y~?~ : ~!~r!/;~d~ .. +~~~~,:y:d~; .. ~ 
I:y.j.'" Cy111 + y112 + ••• + yUn + ;'J>:..··~;i'{f~ ya12 + ••• + 

yalnl'" + ••• + Cyldl "':· y1d2.•+ >;"; :+·\yli:fn + •• :~ + yadl 
+ yad2 + ••• + yadnl";···:: · ·· · ,·:·<, · ·:. ": · · 

I:y •• •'" " Cy111 ·+ y112 + ••• yadl .. +. yád2: + /. ;~•+ y~dnl'" •. 

I:I:yijk'" = Cy111 2 + y112'" + .. ; + ·y~dl,;: ~ y~d2i. ~ ••• +yadn'"l. 

I:I:yij.'" Cy111 + yU;.;: : •• ·+ yll~l; + •.:,·~ Cyadl + yad2 + •••. 
+ yadnl'". · 
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