
35

Año 20, �úm. 80ESPECIAL diciembre 2024

ESTUDIOS PRELIMINARES PARA LA
DETERMINACIÓN DE ESTRÓGENOS
ESTEROIDALES POR CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA

PRELIMINARY STUDIES FOR THE DETERMINATION OF
STEROIDAL ESTROGENS BY LIQUID CHROMATOGRAPHY

RESUMEN

Los estróge�os esteroideos so� hormo�as secretadas por los seres
h
ma�os y a�imales para la reg
lació� del sistema reprod
ctivo. A s

vez, ha� sido si�tetizadas artificialme�te para el co�s
mo h
ma�o,
sie�do prescritas para el co�trol �atal, la reg
lació� de estróge�os e�
m
jeres, el tratamie�to de diversos tipos cá�cer, red
cció� de
sí�tomas e� la me�opa
sia, preve�ció� de la osteoporosis,
desorde�es �e
rológicos, etc. E�tre tales comp
estos está� la
estro�a, el 17α-estradiol, el 17β-estradiol, el estriol y el 17α-
eti�ilestradiol, sie�do este último de orige� si�tético. E� este trabajo,
se prese�ta� res
ltados prelimi�ares para la p
esta a p
�to de la
c
a�tificació� de estróge�os e� form
lacio�es farmacé
ticas
media�te cromatografía de líq
idos co� detecció� fotométrica.
I�icialme�te, se extrajero� los pri�cipios activos de las form
lacio�es
farmacé
ticas e� disti�tas co�dicio�es experime�tales, depe�die�do
de las características de la matriz. Posteriorme�te se filtraro� e
i�yectaro� e� 
�a col
m�a cromatográfica de C18 para s
 separació�
e� la modalidad de fase reversa co� gradie�te, 
sa�do disti�tas
mezclas de CH3CN/H2O y CH3OH/H2O. De ac
erdo co� los res
ltados
obte�idos, la fase móvil co� CH3CN prese�tó 
�a lí�ea base si� deriva,
co� picos cromatográficos simétricos y co� mayor resol
ció� q
e
CH3OH, debido a la mayor f
erza el
otrópica del disolve�te. E�
co�traste a p
blicacio�es previas de otros a
tores q
e 
tiliza� 
�a
separació� isocrática, e� este trabajo se reco�ociero� mayores
ve�tajas e� tor�o al 
so de gradie�te, debido a la disti�ta
hidrofobicidad de los a�alitos abordados. Como co�-cl
sio�es, se
destaca q
e se el
yero� los disti�tos comp
estos co� tiempos de
rete�ció� bie� difere�ciados, �o sólo e�tre los propios a�alitos, si�o
respecto a otros pri�cipios activos prese�tes e� las form
lacio�es
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farmacé
ticas.

Palabras clav$: hormo�as; a�álisis; form
lacio�es farmacé
ticas;
co�tami�a�tes emerge�tes.

ABSTRACT
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, 17α-estradiol,
17β-estradiol, estriol, and 17α-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 C18
chromatographic column for separation in the gradient reversed-phase
mode, using different mixtures of CH3CN/H2O and CH3OH/H2O.
According to the results obtained, the mobile phase with CH3CN
presented a drift-free baseline with symmetrical chromatographic
peaks and higher resolution than CH3OH 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.

I. INTRODUCCIÓN
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Las hormo�as so� moléc
las e�tre las q
e se e�c
e�tra� péptidos,
proteí�as, derivados de ami�oácidos y esteroides; se prod
ce� e�
ciertas glá�d
las y tejidos. C
a�do las hormo�as se e�laza� a s
s
receptores, se activa� e�zimas y se dese�cade�a� diversas
reaccio�es a �ivel cel
lar. E� co�sec
e�cia, tie�e� gra� importa�cia
a �ivel biológico, ya q
e i�tervie�e� e� procesos como la reprod
cció�,
difere�ciació� sex
al, crecimie�to y desarrollo, metabolismo,
co�d
cta, e�tre otros (Sociedad E
ropea de E�docri�ología, 2023).

E�tre ellas se e�c
e�tra� las hormo�as esteroideas, q
e p
ede�
dividirse e� c
atro gr
pos. Por 
� lado, se ide�tifica� las hormo�as
�at
rales, las c
ales so� secretadas por el orga�ismo y tambié� se
si�tetiza� para s
 s
mi�istro a través de form
lacio�es farmacé
ticas.
E� 
� seg
�do gr
po se 
bica� las hormo�as propias del orga�ismo
q
e so� si�tetizadas a partir de prec
rsores �at
rales. Tambié� está�
las hormo�as propias del orga�ismo pero q
e so� si�tetizadas a partir
de prec
rsores �o esteroideos. Fi�alme�te, p
ede ide�tificarse 
�
c
arto gr
po co�formado por hormo�as si�téticas. E� el ser h
ma�o,
las hormo�as esteroideas se prod
ce� a partir del colesterol, ya sea
q
e éste se haya i�corporado media�te la i�gesta de alime�tos, o bie�
se prod
zca e� el propio orga�ismo; e� c
alq
ier caso, el colesterol
es tra�sformado e� 
�a serie de prec
rsores q
e fi�alme�te deriva�
e� la sí�tesis e�dóge�a de disti�tas hormo�as activas (Natio�al
Academies of Scie�ces, E�gi�eeri�g, a�d Medici�e, 2020).

A s
 vez, las hormo�as esteroideas se s
bdivide� e� estróge�os,
progestero�a, a�dróge�os, mi�eralocorticoides, gl
cocorticoides y
vitami�a D. E� partic
lar, los estróge�os so� hormo�as esteroideas
ide�tificadas como hormo�as sex
ales feme�i�as, prod
cidas
pri�cipalme�te e� los folíc
los de�tro de los ovarios. La prod
cció� de
estróge�os se i�creme�ta e� la p
bertad y la edad reprod
ctiva de la
m
jer; s
 dismi�
ció� dese�cade�a la tra�sició� hacia la me�opa
sia
y postme�opa
sia (Acco�cia y Mari�o, 2018). E� la Fig
ra 1 se
prese�ta� estr
ct
ras q
ímicas de estróge�os �at
rales y 
�o
si�tético.



38

Figura 1. Estructuras químicas de estrógenos.

Act
alme�te, las hormo�as esteroideas se 
bica� de�tro de los co�ta-
mi�a�tes emerge�tes, debido a q
e s
 prese�cia cada vez mayor e�
ambie�tes ac
áticos, alerta sobre reperc
sio�es �egativas e� los
ecosistemas y el propio ser h
ma�o. Debido a ello, la Comisió�
E
ropea ha determi�ado i�cl
ir 17β-estradiol y 17a-eti�ilestradiol e�
la lista de s
sta�cias bajo vigila�cia e� materia de políticas de
reg
lació� de la calidad del ag
a (Commission Implementing Decision
(EU) 2018/840, 2018).

Por 
� lado, se 
tiliza� hormo�as esteroideas si�téticas e� gra� escala
para promover el crecimie�to y ga�a�cia m
sc
lar del ga�ado, el c
al
excreta tales s
sta�cias a través de la ori�a. Dado q
e las ag
as
resid
ales de estos sitios rara vez so� tratadas, los comp
estos llega�
a c
erpos de ag
a �at
rales como ríos, lag
�as o corrie�tes s
bterrá-
�eas. Por otro lado, la prescripció� de hormo�as es cada vez mayor
e� hombres y m
jeres, ya sea co� fi�es a�tico�ceptivos, o bie� e�
tratamie�tos de fertilizació�, me�opa
sia y a�dropa
sia. E� tales
casos, las ag
as resid
ales co� estróge�os llega� a las pla�tas de
tratamie�to de ag
as resid
ales, c
yos procesos primarios y
sec
�darios so� i�eficie�tes e� s
 remoció�, termi�a�do �
evame�te
e� ambie�tes ac
áticos �at
rales (Bilal y col., 2021; Blazer y col.,
2021; Ciślak y col., 2023).

E� este trabajo, se prese�ta� los res
ltados prelimi�ares e� el
desarrollo de 
� �
evo método a�alítico por cromatografía de líq
idos
para la determi�ació� de estróge�os e� form
lacio�es farmacé
ticas.

II. MATERIALES YMÉTODOS

2.1 INSTRUMENTACIÓN

Se 
só 
� cromatógrafo de líq
idos YL 9300, i�tegrado por bomba
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c
ater�aria, degasificador a vacío, i�yector ma�
al y detector UV-Vis.
La separació� f
e efect
ada co� 
�a col
m�a C18 de ThermoScie�tific
(150 x 4.6 mm, 5µm). El ca
dal de la fase móvil se fijó e� 1mL/mi�. El
vol
me� de i�yecció� f
e de 20 µL. El detector se co�fig
ró para el
registro de la señal a 220 y 254 �m, co� 
�a velocidad de lect
ra de
50 Hz. El tiempo de eq
ilibrio f
e de 5 mi� y el tiempo de ejec
ció� de
30 mi�.

2.2 MATERIALES

Todos los reactivos f
ero� al me�os grado a�alítico. Los disolve�tes
meta�ol (MeOH), aceto�itrilo (ACN) y ag
a f
ero� grado HPLC, de
TEDIA. Tambié� se 
saro� las form
lacio�es farmacé
ticas Dia�e®

de Bayer México (tableta co� 2 mg de ciprotero�a / 0.035 mg de 17a-
eti�ilestradiol), Primogy�® de Bayer México (tableta co� 1 mg de
valerato de estradiol), Ovesti�® de Aspe� (óv
lo co� 0.5 mg de estriol),
Avixis® de Galderma (sol
ció� al 0.025% de 17α-estradiol) y Premari�®

de Pfizer (tableta co� estróge�os co�j
gados, e�tre ellos e� 0.625 mg
de estro�a).

2.3 PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS

Para la extracció� del pri�cipio activo de las form
lacio�es farma-
cé
ticas e� tableta y óv
lo, i�icialme�te se p
lverizó cada m
estra,
para posteriorme�te trasvasarla c
a�titativame�te a 
� vaso de
precipitados de 100 mL co� 20 mL de MeOH y so�icarla por 15 mi�
tos
e� 
� baño 
ltrasó�ico. Fi�alme�te, el extracto se ce�trif
gó, se tomó
el sobre�ada�te y se trasvasó a 
� matraz vol
métrico de 50 mL,
completá�dose el vol
me� co� MeOH. E� el caso del fármaco co�
17α-estradiol e� sol
ció�, sólo se hizo 
�a dil
ció� 1:25 e� MeOH.

2.4 SEPARACIÓN CROMATOGRÁFICA

Se desarrollaro� disti�tos protocolos de separació�, varia�do las
proporcio�es de las fases móviles ACN/H2O y MeOH/H2O, deja�do
como métodos pri�cipales el A y el B. El método a�alítico A co�sistió
de 
�a fase móvil de ACN/H2O: 0 mi�., 70 % ACN; 20-30 mi�., 100 %
ACN (Fig
ra 2a). El método a�alítico B co�sistió de 
�a fase móvil de
MeOH/H2O: 0 mi�., 50% MeOH; 20-30 mi�., 100% MeOH (Fig
ra 2b).
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E� ambos casos se a�alizaro� todas las m
estras por triplicado.

Figura 2. Métodos de separación a) A y b) B.

III. RESULTADOS Y DISCUSIÓN

E� ge�eral, los estróge�os so� c
a�tificados por cromatografía de
líq
idos e� fase reversa, debido a s
 �at
raleza parcialme�te polar,
co� log Kow e�tre 3 y 4, además de q
e las m
estras de i�terés so�
mayorme�te ac
osas (Merlo y col., 2023; Cortés-Ba
tista y col., 2024).
Esta téc�ica le co�fiere gra� selectividad al procedimie�to a�alítico,
debido a la separació� i�trí�seca de los comp
estos a�tes de s

detecció�.

A�tes de abordar la separació� cromatográfica de los estróge�os, f
e
�ecesario i�iciar co� la preparació� de la m
estra a partir de las
form
lacio�es farmacé
ticas. Desp
és de 
�a revisió� bibliográfica
e� revistas especializadas, se e�co�tró q
e e� la mayoría de los casos
los pri�cipios activos se extrajero� de las prese�tacio�es comerciales
co� MeOH y tras someterse a so�icació� d
ra�te 
� tiempo promedio
de 15 mi�, establecié�dose éstas como las co�dicio�es de trabajo
(Sohrabi y col., 2010; Yilmaz y Kadiogl
, 2017). Cabe destacar q
e, al

tilizarse estos extractos e�riq
ecidos co� los a�alitos e� la
optimizació� de la separació�, es posible a�ticiparse a la complejidad
e� composició� de las m
estras, ya q
e e� diversas form
lacio�es los
estróge�os está� prese�tes co� otros pri�cipios activos, de los c
ales
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habrá de gara�tizarse s
 separació�.

Posteriorme�te, se exploraro� diversos programas de composició� de
fase móvil, para reco�ocer las co�dicio�es cromatográficas más
adec
adas e� la separació� de los a�alitos prese�tes e� las
form
lacio�es farmacé
ticas bajo est
dio. Dos fases móviles se
co�sideraro� e� este trabajo, 
sadas previame�te por otros a
tores:
MeOH/H2O (Yoo� y col., 2003; Yilmaz y Kadiogl
, 2017) y ACN/H2O
(G
o y col., 2013; De�g y col., 2015). E� �i�g
�o de estos casos se
co�sideró la modificació� de la fase co� 
� amortig
ador o medio
ácido, debido a q
e los pKa está� alrededor de 10; es decir, de pH 8
hacia abajo -q
e so� las co�dicio�es q
e acepta la col
m�a de C18-
los comp
estos se e�c
e�tra� e� 
�a sola forma q
ímica.

Como ejemplo, e� la Fig
ra 3 se m
estra� los cromatogramas
registrados para la m
estra q
e co�tie�e 17α-eti�ilestradiol; los
cromatogramas (a), (b) y (c) se obt
viero� co� fase móvil ACN/H2O e�
disti�tas proporcio�es. Obsérvese e� partic
lar el cromatograma (c)
q
e correspo�dió al método A (ACN/H2O) y el cromatograma (d) al
método B (MeOH/H2O). Como p
ede apreciarse, la composició� de la
fase móvil i�fl
yó sig�ificativame�te e� los tiempos de rete�ció� y
resol
ció� alca�zada e� la separació� de los comp
estos q
e
acompaña� al 17α-eti�ilestradiol e� la form
lació� farmacé
tica. Por
otro lado, la deriva registrada e� el cromatograma (d) a 220 �m es
sig�ificativa, debido a q
e el disolve�te co�trib
ye e� cierta proporció�
a la señal y el cambio e� composició� es sig�ificativo, impidie�do q
e
se alca�ce� co�dicio�es de eq
ilibrio e� el sistema; me�os evide�te
es ésta a 254 �m. Para esta form
lació�, el método A permitió alca�zar

�a resol
ció� satisfactoria e�tre los picos, co� tiempos de rete�ció�
bajos, lo q
e red
ce el tiempo total de a�álisis por m
estra.
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Figura 3. Cromatogramas de la formulación con 17α-etinilestradiol
bajo distintas condiciones de separación.

Si� d
da, la m
estra más compleja f
e el fármaco co� estro�a y
estróge�os co�j
gados, c
yos cromatogramas se prese�ta� e� la
Fig
ra 4; mie�tras q
e co� el método A (ACN/H2O) todos los
comp
estos saliero� co� tiempos de rete�ció� m
y cerca�os (Fig
ra
4a), si� lograrse s
 separació�, co� el método B se alca�zó 
�a
resol
ció� satisfactoria (Fig
ra 4b). E� este caso, la gra� f
erza
el
otrópica del ACN provocó q
e los comp
estos f
era� desorbidos
co� gra� facilidad de la fase estacio�aria, res
lta�do e� s
 salida
rápida de la col
m�a, co� tiempos de rete�ció� m
y cortos y cerca�os
al tiempo m
erto. E� co�traste, a través del método B y co� MeOH (de
me�or f
erza el
trópica q
e ACN), se obt
vo 
�a separació�
satisfactoria de los disti�tos comp
estos, co� picos simétricos y si�
deriva de la lí�ea base.

Figura 4. Cromatogramas del fármaco con estrona y estrógenos conjugados
separados a través del método (a) A y (b) B.
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Fi�alme�te, e� la Tabla 1 se prese�ta� los tiempos de rete�ció� de los
estróge�os, separados a través de los métodos A y B; p
ede
apreciarse q
e e� ambos casos el tiempo de rete�ció� se i�creme�ta
de ac
erdo co� el sig
ie�te orde�: E3 < E1 < EE2 < αE2 < βE2, lo c
al
obedece a mí�imas difere�cias e� s
 estr
ct
ra q
ímica por gr
pos
f
�cio�ales polares (Fig
ra 5). Se destaca q
e a través de ambos
métodos los tiempos de rete�ció� f
ero� me�ores a 20 mi�
tos, lo
c
al aseg
ra 
�a velocidad de a�álisis aceptable. Por otro lado,
tambié� es importa�te me�cio�ar q
e ambos métodos so� co�
gradie�te, a difere�cia de otros a
tores q
e reporta� co�dicio�es
isocráticas, ya sea co� MeOH (Yoo� y col., 2003; Yilmaz y Kadiogl
,
2017) o co� ACN (De�g, 2015). Al ig
al q
e G
o y col. (2013), e� las
disti�tas separacio�es ejec
tadas se p
do alca�zar 
�a mejor
resol
ció� co� gradie�te, especialme�te c
a�do se trató de
comp
estos co� gra�des difere�cias e� c
a�to a estr
ct
ra q
ímica,
como la ciprotero�a yel 17a-eti�ilestradiol.

Tabla 1. Tiempos de rete�ció� de los estróge�os e� los métodos A y
B.

Sustancia
Ti$mpo d$ r$t$nción

$n método A
(minutos)

Ti$mpo d$
r$t$nción $n
método B
(minutos)

Pr$s$ntación
com$rcial

Estriol (E3) 1.17 4.98 Ovesti�®

Estro�a (E1) 1.42 7.32 PREMARIN®

17a-Eti�ilestradiol
(EE2)

2.51 10.23 Dia�e®

17α-estradiol (αE2) 2.55 10.66 AVIXIS®

17β-estradiol (βE2) 8.02 19.25 PRIMOGYN®

IV. CONCLUSIONES

Los estróge�os co�te�idos e� disti�tas form
lacio�es farmacé
ticas
se separaro� satisfactoriame�te por cromatografía de líq
idos e� fase
reversa, 
tiliza�do 
�a col
m�a co�ve�cio�al de octadecilsílice. Ya
sea co� fase móvil a base de MeOH o ACN, el estróge�o co� me�or
tiempo de rete�ció� f
e el estriol, debido a s
 carácter más hidrofílico,
al ser el ú�ico q
e prese�ta dos gr
pos hidroxilo e� los carbo�os 16
y 17. Por otro lado, los tiempos de rete�ció� de todos los comp
estos
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f
ero� me�ores e� la fase co� ACN q
e co� MeOH, dado q
e el
primero de estos disolve�tes tie�e mayor f
erza el
otrópica desde la
perspectiva de fase reversa. A
�q
e los tiempos de rete�ció� co� el
método B (MeOH/H2O) f
ero� sig�ificativame�te mayores q
e co� el
A (ACN/H2O), el primer caso ofreció mayores ve�tajas e� la
separació� de la estro�a y estróge�os co�j
gados q
e le acompaña�;
e� el resto de las form
lacio�es, el método A permitió separar
satisfactoriame�te los pri�cipios activos prese�tes. Fi�alme�te, se
destaca q
e el registro de la señal a 220 �m ofreció mayores ve�tajas
e� térmi�os de se�sibilidad q
e a 254 �m, por lo c
al será
seleccio�ada e� f
t
ros experime�tos.
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