PRELIMINARY STUDIES FOR THE DETERMINATION OF
STEROIDAL ESTROGENS BY LIQUID CHROMATOGRAPHY

Los estrogenos esteroideos son hormonas secretadas por los seres
humanos y animales para la regulacion del sistema reproductivo. A su
vez, han sido sintetizadas artificialmente para el consumo humano,
siendo prescritas para el control natal, la regulacion de estrégenos en
mujeres, el tratamiento de diversos tipos cancer, reducciéon de
sintomas en la menopausia, prevencion de la osteoporosis,
desordenes neuroldgicos, etc. Entre tales compuestos estan la
estrona, el 17a-estradiol, el 17B-estradiol, el estriol y el 17a-
etinilestradiol, siendo este ultimo de origen sintético. En este trabajo,
se presentan resultados preliminares para la puesta a punto de la
cuantificacion de estrégenos en formulaciones farmacéuticas
mediante cromatografia de liquidos con deteccion fotométrica.
Inicialmente, se extrajeron los principios activos de las formulaciones
farmacéuticas en distintas condiciones experimentales, dependiendo
de las caracteristicas de la matriz. Posteriormente se filtraron e
inyectaron en una columna cromatografica de Cqg para su separacion
en la modalidad de fase reversa con gradiente, usando distintas
mezclas de CH3CN/H,0 y CH30H/H,0. De acuerdo con los resultados
obtenidos, la fase moévil con CH3CN presenté una linea base sin deriva,
con picos cromatograficos simétricos y con mayor resolucion que
CH30H, debido a la mayor fuerza eluotropica del disolvente. En
contraste a publicaciones previas de otros autores que utilizan una
separacidon isocratica, en este trabajo se reconocieron mayores
ventajas en torno al uso de gradiente, debido a la distinta
hidrofobicidad de los analitos abordados. Como con-clusiones, se
destaca que se eluyeron los distintos compuestos con tiempos de
retencion bien diferenciados, no sélo entre los propios analitos, sino
respecto a otros principios activos presentes en las formulaciones
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farmacéuticas.

Palabras clave: hormonas; analisis; formulaciones farmacéuticas;
contaminantes emergentes.

Steroidal estrogens are hormones secreted by humans and animals to
regulate the reproductive system. In turn, they have been synthesized
for human consumption and prescribed for birth control, estrogen
regulation in women, treatment of various types of cancer, reduction of
menopausal symptoms, prevention of osteoporosis, neurological
disorders, etc. Among such compounds are estrone, 17a-estradiol,
17B-estradiol, estriol, and 17a-ethinylestradiol, the latter being of
synthetic origin. This work presents preliminary results for the fine-
tuning of estrogen quantification in pharmaceutical formulations by
liquid chromatography with photometric detection. Initially, the active
principles of the pharmaceutical formulations were extracted under
different experimental conditions, depending on the characteristics of
the matrix. Subsequently, they were filtered and injected into a Cyg
chromatographic column for separation in the gradient reversed-phase
mode, using different mixtures of CH3;CN/H,O and CH3;OH/H-O.
According to the results obtained, the mobile phase with CH3;CN
presented a drift-free baseline with symmetrical chromatographic
peaks and higher resolution than CH3;OH due to the higher eluotropic
strength of the solvent. In contrast to previous publications by other
authors using an isocratic separation, in this work, greater advantages
were recognized around the use of gradient due to the different
hydrophobicity of the analytes addressed. In conclusion, it is
highlighted that the different compounds were eluted with well-
differentiated retention times, not only among the analytes but also
with respect to other active principles in the pharmaceutical
formulations.

Keywords: hormones; analysis; pharmaceutical formulations;
emerging contaminants.



Las hormonas son moléculas entre las que se encuentran péptidos,
proteinas, derivados de aminoacidos y esteroides; se producen en
ciertas glandulas y tejidos. Cuando las hormonas se enlazan a sus
receptores, se activan enzimas y se desencadenan diversas
reacciones a nivel celular. En consecuencia, tienen gran importancia
a nivel bioldgico, ya que intervienen en procesos como la reproduccion,
diferenciaciéon sexual, crecimiento y desarrollo, metabolismo,
conducta, entre otros (Sociedad Europea de Endocrinologia, 2023).

Entre ellas se encuentran las hormonas esteroideas, que pueden
dividirse en cuatro grupos. Por un lado, se identifican las hormonas
naturales, las cuales son secretadas por el organismo y también se
sintetizan para su suministro a través de formulaciones farmacéuticas.
En un segundo grupo se ubican las hormonas propias del organismo
qgue son sintetizadas a partir de precursores naturales. También estan
las hormonas propias del organismo pero que son sintetizadas a partir
de precursores no esteroideos. Finalmente, puede identificarse un
cuarto grupo conformado por hormonas sintéticas. En el ser humano,
las hormonas esteroideas se producen a partir del colesterol, ya sea
que éste se haya incorporado mediante la ingesta de alimentos, o bien
se produzca en el propio organismo; en cualquier caso, el colesterol
es transformado en una serie de precursores que finalmente derivan
en la sintesis endogena de distintas hormonas activas (National
Academies of Sciences, Engineering, and Medicine, 2020).

A su vez, las hormonas esteroideas se subdividen en estrogenos,
progesterona, androgenos, mineralocorticoides, glucocorticoides y
vitamina D. En particular, los estrogenos son hormonas esteroideas
identificadas como hormonas sexuales femeninas, producidas
principalmente en los foliculos dentro de los ovarios. La produccion de
estrogenos se incrementa en la pubertad y la edad reproductiva de la
mujer; su disminucion desencadena la transicion hacia la menopausia
y postmenopausia (Acconcia y Marino, 2018). En la Figura 1 se
presentan estructuras quimicas de estrogenos naturales y uno
sintético.
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Estrégenos naturales Estrégenos sintéticos
Estrona  17B-Bstradiol  17a-Estradiol  pgyrio) (E3)  17a-Etinilestradiol (EE2)

(E1) (BE2) (aE2)

Figura 1. Estructuras quimicas de estrogenos.

Actualmente, las hormonas esteroideas se ubican dentro de los conta-
minantes emergentes, debido a que su presencia cada vez mayor en
ambientes acuaticos, alerta sobre repercusiones negativas en los
ecosistemas y el propio ser humano. Debido a ello, la Comision
Europea ha determinado incluir 17B-estradiol y 17a-etinilestradiol en
la lista de sustancias bajo vigilancia en materia de politicas de
regulacion de la calidad del agua (Commission Implementing Decision
(EU) 2018/840, 2018).

Por un lado, se utilizan hormonas esteroideas sintéticas en gran escala
para promover el crecimiento y ganancia muscular del ganado, el cual
excreta tales sustancias a través de la orina. Dado que las aguas
residuales de estos sitios rara vez son tratadas, los compuestos llegan
a cuerpos de agua naturales como rios, lagunas o corrientes subterra-
neas. Por otro lado, la prescripcion de hormonas es cada vez mayor
en hombres y mujeres, ya sea con fines anticonceptivos, o bien en
tratamientos de fertilizacion, menopausia y andropausia. En tales
casos, las aguas residuales con estrégenos llegan a las plantas de
tratamiento de aguas residuales, cuyos procesos primarios vy
secundarios son ineficientes en su remocion, terminando nuevamente
en ambientes acuaticos naturales (Bilal y col., 2021; Blazer y col.,
2021; Cislak y col., 2023).

En este trabajo, se presentan los resultados preliminares en el
desarrollo de un nuevo método analitico por cromatografia de liquidos
para la determinacién de estrogenos en formulaciones farmacéuticas.

2.1 INSTRUMENTACION

Se usd un cromatografo de liquidos YL 9300, integrado por bomba
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cuaternaria, degasificador a vacio, inyector manual y detector UV-Vis.
La separacion fue efectuada con una columna C4g de ThermoScientific
(150 x 4.6 mm, 5um). El caudal de la fase movil se fijo en 1mL/min. El
volumen de inyeccion fue de 20 yL. El detector se configurd para el
registro de la sefial a 220 y 254 nm, con una velocidad de lectura de
50 Hz. El tiempo de equilibrio fue de 5 min y el tiempo de ejecucion de
30 min.

2.2 MATERIALES

Todos los reactivos fueron al menos grado analitico. Los disolventes
metanol (MeOH), acetonitrilo (ACN) y agua fueron grado HPLC, de
TEDIA. También se usaron las formulaciones farmacéuticas Diane®
de Bayer México (tableta con 2 mg de ciproterona / 0.035 mg de 17a-
etinilestradiol), Primogyn® de Bayer México (tableta con 1 mg de
valerato de estradiol), Ovestin® de Aspen (6vulo con 0.5 mg de estriol),
Avixis® de Galderma (solucién al 0.025% de 17a-estradiol) y Premarin®
de Pfizer (tableta con estrogenos conjugados, entre ellos en 0.625 mg
de estrona).

2.3 PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Para la extraccion del principio activo de las formulaciones farma-
céuticas en tableta y 6vulo, inicialmente se pulveriz6 cada muestra,
para posteriormente trasvasarla cuantitativamente a un vaso de
precipitados de 100 mL con 20 mL de MeOH y sonicarla por 15 minutos
en un bano ultrasonico. Finalmente, el extracto se centrifugd, se tomo
el sobrenadante y se trasvasé a un matraz volumétrico de 50 mL,
completandose el volumen con MeOH. En el caso del farmaco con
17a-estradiol en solucién, solo se hizo una dilucién 1:25 en MeOH.

2.4 SEPARACION CROMATOGRAFICA

Se desarrollaron distintos protocolos de separacion, variando las
proporciones de las fases moéviles ACN/H,O y MeOH/H,O, dejando
como meétodos principales el Ay el B. EI método analitico A consistio
de una fase movil de ACN/H,0: 0 min., 70 % ACN; 20-30 min., 100 %
ACN (Figura 2a). El método analitico B consistié de una fase mévil de
MeOH/H,0: 0 min., 50% MeOH; 20-30 min., 100% MeOH (Figura 2b).
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En ambos casos se analizaron todas las muestras por triplicado.
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Figura 2. Métodos de separacion a) Ay b) B.

lll. RESULTADOS Y DISCUSION

En general, los estrogenos son cuantificados por cromatografia de
liquidos en fase reversa, debido a su naturaleza parcialmente polar,
con log Kow entre 3 y 4, ademas de que las muestras de interés son
mayormente acuosas (Merlo y col., 2023; Cortés-Bautista y col., 2024).
Esta técnica le confiere gran selectividad al procedimiento analitico,
debido a la separacion intrinseca de los compuestos antes de su
deteccion.

Antes de abordar la separacién cromatografica de los estrégenos, fue
necesario iniciar con la preparacion de la muestra a partir de las
formulaciones farmacéuticas. Después de una revision bibliografica
en revistas especializadas, se encontré que en la mayoria de los casos
los principios activos se extrajeron de las presentaciones comerciales
con MeOH y tras someterse a sonicacion durante un tiempo promedio
de 15 min, estableciéndose éstas como las condiciones de trabajo
(Sohrabi y col., 2010; Yilmaz y Kadioglu, 2017). Cabe destacar que, al
utilizarse estos extractos enriquecidos con los analitos en la
optimizaciéon de la separacion, es posible anticiparse a la complejidad
en composicion de las muestras, ya que en diversas formulaciones los
estrégenos estan presentes con otros principios activos, de los cuales
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habra de garantizarse su separacion.

Posteriormente, se exploraron diversos programas de composicion de
fase movil, para reconocer las condiciones cromatograficas mas
adecuadas en la separacion de los analitos presentes en las
formulaciones farmacéuticas bajo estudio. Dos fases moviles se
consideraron en este trabajo, usadas previamente por otros autores:
MeOH/H,O (Yoon y col., 2003; Yilmaz y Kadioglu, 2017) y ACN/H,0
(Guo y col., 2013; Deng y col., 2015). En ninguno de estos casos se
considerd la modificacién de la fase con un amortiguador o medio
acido, debido a que los pKa estan alrededor de 10; es decir, de pH 8
hacia abajo -que son las condiciones que acepta la columna de Cqg-
los compuestos se encuentran en una sola forma quimica.

Como ejemplo, en la Figura 3 se muestran los cromatogramas
registrados para la muestra que contiene 17a-etinilestradiol; los
cromatogramas (a), (b) y (c) se obtuvieron con fase mévil ACN/H,0 en
distintas proporciones. Obsérvese en particular el cromatograma (c)
que correspondié al método A (ACN/H,0) y el cromatograma (d) al
meétodo B (MeOH/H,0). Como puede apreciarse, la composicion de la
fase movil influyd significativamente en los tiempos de retencién y
resolucion alcanzada en la separacidon de los compuestos que
acompanan al 17a-etinilestradiol en la formulacién farmacéutica. Por
otro lado, la deriva registrada en el cromatograma (d) a 220 nm es
significativa, debido a que el disolvente contribuye en cierta proporcién
a la sefial y el cambio en composicion es significativo, impidiendo que
se alcancen condiciones de equilibrio en el sistema; menos evidente
es ésta a 254 nm. Para esta formulacion, el método A permitié alcanzar
una resolucion satisfactoria entre los picos, con tiempos de retencién
bajos, lo que reduce el tiempo total de analisis por muestra.
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Figura 3. Cromatogramas de la formulacién con 17a-etinilestradiol
bajo distintas condiciones de separacion.

Sin duda, la muestra mas compleja fue el farmaco con estrona y
estrégenos conjugados, cuyos cromatogramas se presentan en la
Figura 4; mientras que con el método A (ACN/H,O) todos los
compuestos salieron con tiempos de retencion muy cercanos (Figura
4a), sin lograrse su separacion, con el método B se alcanzé una
resolucidon satisfactoria (Figura 4b). En este caso, la gran fuerza
eluotropica del ACN provocd que los compuestos fueran desorbidos
con gran facilidad de la fase estacionaria, resultando en su salida
rapida de la columna, con tiempos de retencion muy cortos y cercanos
al tiempo muerto. En contraste, a través del método B y con MeOH (de
menor fuerza elutrépica que ACN), se obtuvo una separacion
satisfactoria de los distintos compuestos, con picos simétricos y sin
deriva de la linea base.
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Figura 4. Cromatogramas del farmaco con estrona y estrégenos conjugados
separados a través del método (a) Ay (b) B.
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Finalmente, en la Tabla 1 se presentan los tiempos de retencidn de los
estrégenos, separados a través de los métodos A y B; puede
apreciarse que en ambos casos el tiempo de retencion se incrementa
de acuerdo con el siguiente orden: E3 <E1 <EE2 <aE2 < BEZ2, lo cual
obedece a minimas diferencias en su estructura quimica por grupos
funcionales polares (Figura 5). Se destaca que a través de ambos
meétodos los tiempos de retencion fueron menores a 20 minutos, lo
cual asegura una velocidad de analisis aceptable. Por otro lado,
también es importante mencionar que ambos métodos son con
gradiente, a diferencia de otros autores que reportan condiciones
isocraticas, ya sea con MeOH (Yoon y col., 2003; Yilmaz y Kadioglu,
2017) o con ACN (Deng, 2015). Al igual que Guo y col. (2013), en las
distintas separaciones ejecutadas se pudo alcanzar una mejor
resolucidon con gradiente, especialmente cuando se traté de
compuestos con grandes diferencias en cuanto a estructura quimica,
como la ciproterona yel 17a-etinilestradiol.

Tabla 1. Tiempos de retencion de los estrogenos en los métodos Ay
B.

Tiempo de retencion Tiempo de
Sustancia en método A retencion en Presentacion
(minutos) método B comercial
(minutos)
Estriol (E3) 1.17 4.98 Ovestin®
Estrona sE1) 1.42 7.32 PREMARIN®
17a-Etinilestradiol 2.51 10.23 Diane®
(EE2)
17a-estradiol (aE2) 2.55 10.66 AVIXIS®
17B-estradiol (BE2) 8.02 19.25 PRIMOGYN®

IV. CONCLUSIONES

Los estrogenos contenidos en distintas formulaciones farmacéuticas
se separaron satisfactoriamente por cromatografia de liquidos en fase
reversa, utilizando una columna convencional de octadecilsilice. Ya
sea con fase moévil a base de MeOH o ACN, el estrégeno con menor
tiempo de retencion fue el estriol, debido a su caracter mas hidrofilico,
al ser el unico que presenta dos grupos hidroxilo en los carbonos 16
y 17. Por otro lado, los tiempos de retencion de todos los compuestos
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fueron menores en la fase con ACN que con MeOH, dado que el
primero de estos disolventes tiene mayor fuerza eluotrépica desde la
perspectiva de fase reversa. Aunque los tiempos de retencién con el
método B (MeOH/H,0) fueron significativamente mayores que con el
A (ACN/H;0), el primer caso ofreci6 mayores ventajas en la
separacién de la estrona y estrégenos conjugados que le acompafian;
en el resto de las formulaciones, el método A permiti6 separar
satisfactoriamente los principios activos presentes. Finalmente, se
destaca que el registro de la sefal a 220 nm ofrecié mayores ventajas
en términos de sensibilidad que a 254 nm, por lo cual sera
seleccionada en futuros experimentos.
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