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Agilent Technologies, Inc. Los productos Agilent Chem Elut S de extraccion de liquidos con soporte

(o simplemente Chem Elut S) incorporan medios sintéticos que mejoran la
uniformidad y la capacidad de retencion de agua en comparacion con la tierra de
diatomeas convencional. Este estudio se llevo a cabo para evaluar la aplicacion de
las placas de 96 pocillos de 2 ml Chem Elut S para la determinacién cuantitativa

de un perfil de 15 esteroides enddgenos en muestras de suero humano por
LC/MS/MS. Las muestras de suero se prepararon por extraccion de liquidos con
soporte (SLE) para extraer los analitos de interés y eliminar las interferencias de la
matriz, como sales, proteinas y fosfolipidos parciales. El tratamiento completo de
las muestras se realizé en las placas de 96 pocillos; en concreto, fue un proceso
por lotes en los que las muestras acuosas se cargaron en primer lugar en el
absorbente de SLE para, a continuacion, eluirlas por gravedad con un disolvente
inmiscible con agua. El flujo de trabajo con placas Chem Elut S permite ahorrar

una importante cantidad de dinero y tiempo de mano de obra en comparacion

con la extraccion liquido-liquido (LLE) convencional. Los excelentes valores de
precision (80-120 %) y reproducibilidad (DER < 15 %) del método para los analitos
permitieron verificar el método establecido de SLE para un amplio rango de
calibracion de 5 a 10.000 pg/ml en suero para los esteroides de interés, salvo en los
casos del estradiol y la testosterona (de 10 a 10.000 pg/ml) y de la hidrocortisona,
la 17-hidroxipregnenolona y la progesterona (de 20 a 10.000 pg/ml). También se
evaluaron la selectividad y el efecto memoria del método. Por otra parte, el limite de
cuantificacion (LOQ) més elevado para los cinco analitos mencionados se debio a la
selectividad asociada a la matriz de suero. Ademas, el absorbente sintético para SLE
también mejord la eliminacién de fosfolipidos de las matrices de fluidos bioldgicos
en comparacion con la SLE con tierra de diatomeas y la LLE convencional para el
disolvente empleado para la extraccién de las muestras.



Introduccion

La LLE convencional es un método
ampliamente utilizado para la extraccion
de esteroides enddgenos de matrices
de muestras bioldgicas (por ejemplo,

de suero o plasma) de cara a su
posterior analisis con o sin "% En

este tipo de protocolos, las muestras
bioldgicas, como las de suero o plasma,
normalmente se dividen en alicuotas que
se depositan en tubos individuales de
microcentrifuga y a las que después se
les afiade un disolvente de extraccion.
Tras la mezcla y la centrifugacion de

las muestras, la capa organica superior
se transfiere a otro conjunto de tubos

0 a una placa de 96 pocillos para

llevar a cabo el tratamiento posterior

de las muestras. En la practica, este
procedimiento incluye etapas laboriosas
que requieren una gran cantidad de
tiempo de mano de obra, como el
etiguetado de tubos, la mezcla de
muestras, la separacion de fases y la
transferencia de la fase organica, que
limitan la velocidad de procesamiento

e impiden realizar la preparacion de
muestras con una alta productividad.

La SLE es una técnica alternativa a la LLE
que permite eliminar esas desventajas.

El absorbente de los cartuchos de la SLE
proporciona una superficie quimicamente
inerte que las muestras acuosas pueden
recubrir. Una vez alcanzado el equilibrio,
los analitos de interés se eluyen con

un disolvente inmiscible con agua por
gravedad o aplicando un vacio o una
presion suaves; por su parte, la fase
acuosa permanece en el cartucho. Debido
al gran drea superficial de soporte que
proporciona el absorbente de SLE para
las muestras acuosas, el disolvente
organico puede extraer los analitos de
interés de forma eficiente a medida que
atraviesa el medio. En la Figura 1 se
muestra el proceso de extraccion. La

SLE evita tener que realizar etapas de
mezcla e impide de manera eficiente

la formacion de emulsiones. Ademas,

el estrecho contacto entre las fases
acuosa y organica consigue un reparto
eficiente y posibilita obtener unas altas
recuperaciones de analitos. El flujo de
trabajo de carga y elucion hace que el
proceso de SLE resulte sencillo y reduce
sensiblemente las necesidades de tiempo
y mano de obra. Por Ultimo, el formato de
placa de 96 pocillos para SLE facilita en
gran medida la automatizacion y, de esta
forma, el aumento de la productividad del
proceso de preparacion de muestras.

Tradicionalmente, el absorbente
utilizado para la SLE era tierra de
diatomeas de alta pureza. Sin embargo,
la tierra de diatomeas es un material
natural, formado por microorganismos
fosilizados y de tamafio irregular, lo que
dificulta el control de la uniformidad de
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las particulas de absorbente entre lotes.
Esta variabilidad del material absorbente
complica los procesos de fabricacion

y control de calidad de los productos,

y hace que el rendimiento de estos sea
poco uniforme. Ademas, la capacidad

de retencion de agua de la tierra de
diatomeas puede ser peor y menos
uniforme que la de los medios sintéticos.

El absorbente sintético de los productos
Chem Elut S mejora notablemente la
capacidad de retencion de agua, la
uniformidad entre lotes y la uniformidad
del rendimiento. En esta nota de
aplicacion se expone cémo se aplicaron
las placas de 96 pocillos Chem Elut S
para la determinacion cuantitativa de
un perfil de 15 esteroides enddgenos
(Tabla 1) en suero humano.
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Figura 1. Proceso y mecanismo de extraccion de analitos de la SLE.



Tabla 1. Férmulas moleculares y estructuras de los 15 esteroides de interés.

Férmula Férmula
Nombre Log P | molecular Estructura Nombre Log P | molecular Estructura
p
2-metoxiestradiol |/ T>
(2-MeE1) 4 CoH,0, ,HI:E.{_,.;‘.._ Hidrocortisona (HCTS) 16 C,H,,0,
i -
OH
L
Estriol (E2) 25 CigH2,04 ,|A »jf/ Wi Androstenediona (ASD) 27 C,,H,0,
H H
HOA“/ -
T e . cho 17-a-hidroxipregnenolona 31 C,H.0,
(2-MeE1) : 1M, 0, (17-OH PGN)
11-desoxicorticosterona 99 CHO

Progesterona (PGT) 39 C,H,,0, (11-DCCS) g 213003
17-hidroxiprogesterona (17- 32 CHO
OH PGT) ' 203 Aldosterona 11 C,H,,0,
11-desoxicortisol 95 c HO
(11'DCTS) d 217 1304 Estrona (E1) 31 Cwaszoz
Estradiol (E2) 4 C,;H,,0, Cortisona (CTS) 15 C,H,,0,
Testosterona (TTS) 34 C,H,50,

Experimento

Reactivos y productos quimicos
Todos los reactivos y disolventes fueron
de calidad HPLC o calidad analitica.

El metanol (MeOH) se adquiri6 a
Honeywell (Muskegon, M, EE. UU.); el
metil terc-butil éter (MTBE), a VWR-BDH
Chemicals (Radnor, PA, EE. UU.); y el
acetato de etilo (EtOAc), a J. T. Baker
(Center Valley, PA, EE. UU.). El fluoruro de
amonio, todos los patrones de esteroides

y las soluciones madre de patrones
internos (de 1 mg/ml o 100 pg/ml,
todas ellas en metanol) se adquirieron
a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.).
El suero humano (DC Mass Spect Gold,
ref. MSG 4000) se adquiri¢ a Golden
West Biologicals, Inc. (Temecula, CA,
EE. UU.). El suero se conservo a-70 °C
hasta su uso.

Patrones y soluciones

Se utilizaron una solucion de
enriguecimiento de patrén con una

concentracion de 500 ng/mly una
solucion de enriquecimiento de
patron interno con una concentracion
de 50 ng/ml, ambas preparadas en
metanol/agua (1:1). Los esteroides son
sensibles a las superficies de vidrio,
sobre todo cuando presentan niveles
de concentracion bajos. Por lo tanto,
es importante usar viales de plastico
para preparar y conservar todas las
soluciones de enriquecimiento. Todas
las soluciones de enriguecimiento se
conservaron a -20 °C hasta su uso.



Las soluciones de fluoruro de amonio
(NH,F) 1 mM en agua y metanol se
prepararon disolviendo 37,04 mg de
NH,F en 1 | de agua Milli-Q y metanol.
Las soluciones de NH,F 0,2 mM en
agua (fase movil A) y de NH,F 0,2 mM
en metanol (fase movil B) se prepararon
diluyendo soluciones 1 mM con agua
Milli-Q y metanol, respectivamente.

El disolvente de extraccion
(MTBE/acetato de etilo 1:1) se prepard
mezclando 100 ml de MTBE y acetato
de etilo, y se utilizd solamente durante
ese dia. Para reconstituir las muestras
secas después de la SLE se empled una
solucion de metanol/agua (1:1).

Equipos y materiales

Entre los equipos utilizados para la
preparacion de muestras se incluyen los
siguientes:

Centrifuga Centra CL3R
(Thermo IEC, MA, EE. UU))

Vortizador multitubo (VWR, PA,
EE. UU.)

Pipetas y repetidor Eppendorf
Evaporador SPE Dry 96

Procesador 96 para colector de
presion positiva de Agilent (PPM-96,
ref. 5191-4116)

Procesador de liquidos ViaFlo 96
(Integra, Hudson, NH, EE. UU.)

Placa de 96 pocillos de 2 ml
Agilent Chem Elut S (200 pl)
(ref. 5610-2003)

Placa de recogida de 96 pocillos
cuadrados de 2 ml de Agilent
(ref. 5133009)

Tapas de sellado para placas de
96 pocillos cuadrados de Agilent
(ref. 5133005)

Condiciones de los instrumentos

Las muestras se analizaron en un
sistema LC Agilent 1290 Infinity
compuesto por una bomba binaria
Agilent 1290 Infinity (G4220A), un
muestreador automatico de alto
rendimiento Agilent 1290 Infinity
(G4226A) y un compartimento
termostatizado de columna Agilent 1290
Infinity (G131C). El sistema UHPLC se
acopld a un sistema LC/MS de triple

cuadrupolo Agilent 6490 provisto

de una fuente de ionizacion por
electrospray Agilent Jet Stream iFunnel.
Se utilizo el software de la estacion de
trabajo MassHunter de Agilent para la
adquisicién y el analisis de los datos.

En la Tabla 2 se recopilan los parametros
de los analitos, y en la Figura 2 se
muestra el cromatograma LC/MS/MS
obtenido para una concentracién de
esteroides de 1 ng/ml en suero.

Condiciones del sistema HPLC

Columna

Agilent ZORBAX RRHD Eclipse Plus C18, 100 x 2,7 mm, 1,8 pm (ref. 959758-902)
Precolumna Agilent ZORBAX RRHD C18, 5 x 2,1 mm, 1,8 pm (ref. 821725-902)

Flujo 0,4 ml/min

Temperatura de la

40 °C
columna

Volumen de inyeccién 20 pl

Fase movil

A) Fluoruro de amonio 0,2 mM en agua
B) Fluoruro de amonio 0,2 mM en metanol

Lavado de la aguja

Acetonitrilo/metanol/isopropanol/H,0 1:1:1:1 con &cido férmico al 0,2 %

Tiempo (min) % B
0

Flujo (ml/min)

50 ,
Gradiente 3,0 60 04
8,0 90 04
8,5 100 04
Tiempo de parada 8,5 minutos
Tiempo posterior 2,5 minutos

Condiciones del sistema MS

Temperatura del gas 180°C

Flujo de gas 11 I/min

Nebulizador 20 psi

Calentador del gas de

. na 400 °C

impulsion

Flujo d d

U e i el 10 I/min

impulsién

Capilar 3.500 V (pos.)/3.000 V (neg.)

Parametros de iFunnel

RF de alta presion: 150 V (positiva y negativa)
RF de baja presion: 100 V (positiva y negativa)

MRM dindmica

Adquisicién de datos




Tabla 2. Analitos (esteroides), patrones internos utilizados, tiempos de retencién y condiciones de monitorizacion de reacciones muiltiples (MRM).

Patrén interno Tiempo de lon precursor lon producto (m/z)
Analito utilizado retencion (min) | Polaridad (m/z) lon cuant. | CE(V) | loncual. | CE (V)

Estriol PI1 2,04 NEG 2872 171,0 45 143,1 73
Aldosterona-d, (PI 1) 2,31 POS 3652 3471 17 319,2 21
Aldosterona PI1 2,32 POS 361,2 3432 17 91,1 80
Cortisona-d, (Pl 2) 2,71 POS 369,2 169,2 21 125,1 49
Cortisona PI 2 2,75 POS 361,2 163,2 25 91,0 73
Hidrocortisona PI2 324 POS 363,2 121,1 25 91,1 73
17-hidroxipregnenolona Pl 2 324 NEG 331,2 313,22 21 -

11-desoxicortisol-d; (Pl 3) 4,53 POS 352,3 100,0 37 113,0 45
11-desoxicortisol PI3 4,58 POS 347,2 109,0 41 97,0 41
Androstenediona PI3 531 POS 287,2 97,0 25 109,0 29
Estradiol-d, (Pl 4) 5,39 NEG 276,2 147,0 45 187,0 49
Estrona-"*C, (PI 5) 543 NEG 2723 148,0 4 146,0 61
Estrona PI5 5,42 NEG 269,1 145,0 49 143,1 73
Estradiol Pl 4 545 NEG 271,2 145,1 49 183,0 49
11-desoxicorticosterona PI3 572 POS 331,0 97,1 25 109,1 33
2-metoxiestrona PI 5 5,85 NEG 299,2 284,1 25 - -
Testosterona Pl 6 5,86 POS 289,3 97,1 23 109,1 25
2-metoxiestradiol Pl 4 6,01 NEG 301,2 286,2 25 - -
17-hidroxiprogesterona-d (Pl 6) 6,21 POS 3393 100,1 45 1132 37
17-hidroxiprogesterona Pl 6 6,26 POS 331,2 109,1 33 97,1 29
Progesterona-d, (Pl 7) 739 POS 3243 100,1 29 113,0 25
Progesterona P17 744 POS 3152 97,1 25 108,9 37

*10% 1 ng/ml en suero humano, preparacion con una placa Chem Elut S de 200 mg

A Identificacion de picos
1 (por orden de elucién)
1,01 1. Estriol
1 2. Aldosterona-d4
0,91 3. Aldosterona
1 4. Cortisona-d8
0,81 5. Cortisona
1 6. 17-hidroxipregnenolona
0,71 7. Hidrocortisona
1 8. 11-desoxicortisol-d5
= 067 9. 11-desoxicortisol
E 1 10. Androstenediona
§ 0,51 11. Estradiol-d5
& 1 12. Estrona-*C,
& 041 13. Estradiol
1 14. Estrona
0,31 15. 2-metoxiestrona
1 16. 11-desoxicorticosterona
0,21 17. Testosterona
1 18. 17-hidroxiprogesterona-d8
0,11 A 19. 17-hidroxiprogesterona
1 20. Progesterona-d9
0 Q/\ 21. Progesterona

Tiempo de adquisicion (min)

Figura 2. Cromatograma de esteroides con una concentracion de 1 ng/ml en suero obtenido por LC/MS/MS usando el método de extraccion de liquidos con soporte
Agilent Chem Elut S.



Preparacion de patrones de calibracion
y muestras de control de calidad

Se prepard una solucion de
enriguecimiento de patrén intermedio

de 50 ng/ml en suero a partir de la
solucion de enriquecimiento de patron

de 500 ng/ml en metanol/agua (1:1).
Después, esta solucion de enriquecimiento
de patron intermedio se uso para preparar
patrones en suero humano para la curva
de calibracion. Los patrones de calibracion
(de 5,10, 20, 50, 100, 500, 1.000, 5.000

y 10.000 pg/ml en suero) se prepararon
afadiendo el volumen apropiado de la
solucién de enriguecimiento de patron
intermedio a un blanco de suero. En las
pruebas de verificacion de la exactitud

y la precision del método se analizaron
muestras de control de calidad con cuatro
concentraciones distintas: 5 (10/20) pg/m!,
100 pg/ml, 1.000 pg/ml'y 10.000 pg/ml,
correspondientes al limite inferior de
cuantificacion (LLOQ), el control de calidad
medio, el control de calidad alto y el

limite superior de cuantificacion (HLOQ),
respectivamente. Estas muestras de
control de calidad también se prepararon
afadiendo el volumen apropiado de
muestra de suero intermedia. Todos los
patrones de calibracion y las muestras de
control de calidad se prepararon en tubos
con tapon de presion de 2 ml o tubos de
plastico de 5 ml. Después, se depositaron
alicuotas en la placa de 96 pocillos para
proceder con la extraccion.

Extraccion de las muestras

La optimizacion de la extraccion por

SLE estuvo basada en la recuperacion

de analitos y la limpieza de la matriz,
incluida la seleccion del disolvente y de
los volimenes y tiempos de elucion.

En la Figura 3 se describe de forma
detallada el procedimiento optimo de
preparacion de muestras. El protocolo
completo incluyd cuatro secciones
principales: agregacion de una alicuota de
muestra en la placa; mezcla con el patron
interno y transferencia a la placa de SLE;
extraccion de la muestra en la placa de
SLE; y tratamiento posterior de la muestra

en la placa de recogida. Se depositaron
alicuotas de las muestras de suero en una
placa de recogida de 1 ml; después, se
afiadié la solucién de enriquecimiento de
patrén interno. Tras agitar las muestras
en un vortex, las muestras mezcladas se
transfirieron integramente a una placa
Chem Elut S de 2 ml con una placa de
recogida de pocillos cuadrados de 2 m
situada debajo de ella. Se extremaron

las precauciones a la hora de afiadir

el disolvente de extraccion a la placa

de SLE para evitar que se produjeran
salpicaduras de disolvente, ya que eso
podria haber provocado contaminacion
cruzada. La elucioén por gravedad se
empled hasta el paso de secado final del
absorbente, en el que se aplicaron poco a
pOCO una presion o un vacio iniciadores.
Debido al uso de disolventes volatiles
(MTBE y acetato de etilo) durante los
pasos de extraccion, fue importante
llevar a cabo esta en una campana de
extraccion.

Depositar una alicuota de 200 pl de muestras de suero en una placa de recogida de 1 ml.

Afadir 10 pl de solucién de enriquecimiento de patrén interno a cada muestra.
Tapar la placa y agitar en un vértex durante 30 segundos.

Transferir integramente las muestras mezcladas a una placa Agilent Chem Elut S (200 mg)
con una placa de recogida de 2 ml situada debajo de ella.

Aplicar un vacio de entre 2 y 3 psi para cargar las muestras acuosas en el lecho absorbente de SLE.

Esperar cinco minutos para que las muestras alcancen el equilibrio.

Afiadir 400 pl de MTBE/acetato de etilo 1:1 en cada pocillo y dejar eluir por gravedad.

Cuando no queden restos visibles de liquido en los pocillos, afiadir otros 400 pl
de MTBE/acetato de etilo 1:1 y dejar eluir por gravedad.

Repetir el paso anterior. En total, deben utilizarse 3 x 400 pl de disolvente para la elucién
por gravedad.

Cuando no queden restos visibles de liquido en ningun pocillo, aplicar un vacio
de aprox. 6 psi para secar el cartucho.

Retirar la placa de recogida y secar todo el eluyente con un flujo de N2 a 40 °C.

Reconstituir con 100 pl de metanol/H20 1:1 y tapar la placa con una alfombrilla para placa
de pocillos cuadrados.

Agitar la placa en un vortex durante dos minutos, aplicar ultrasonidos durante tres minutos y,
por ultimo, centrifugar durante dos minutos. Una vez hecho todo lo anterior,
las muestras estaran listas para el andlisis por LC/MS/MS.

Figura 3. Esquema de preparacion de muestras para el andlisis de esteroides en suero con una placa

Agilent Chem Elut S de 2 ml (200 pl).




Verificacién del método

Para verificar el método se llevo a cabo
un ensayo de exactitud y precision (E 'y
P) de tres dfas de duracién. Dado que
para los andlisis de E y P se usaron

tres lotes diferentes de placas de SLE
cada dfa, el ensayo de verificacion Ey

P del método, de tres dias de duracion,
también sirvio para realizar pruebas de
reproducibilidad entre lotes de las placas
de SLE. Tanto los patrones de calibracion
como las muestras de control de
calidad se enriguecieron previamente
de forma correcta. Se depositaron
alicuotas de las muestras en una placa
de recogida siguiendo la secuencia
indicada a continuacién: doble blanco
de matriz; blanco de matriz (enriquecido
con patrén interno); primer conjunto

de patrones de calibracion; dos o tres
blancos de matriz; muestras de LLOQ

(n = 6); muestras de control de calidad
medio (n = 6); muestras de control de
calidad alto (n = 6); muestras de HLOQ
(n = 6); dos o tres blancos de matriz de
efecto memoria; doble blanco de matriz;
blanco de matriz; un segundo conjunto
de patrones de calibracion; y dos o tres
blancos de matriz.

Comparacion de métodos y productos
Los valores de recuperacion de analitos,
reproducibilidad (DER), efectos de

la matriz y linealidad de la curva de
calibracion del método verificado de SLE
también se compararon con los de los
métodos de LLE y SLE con un producto
con tierra de diatomeas.

Los valores absolutos de recuperacion
de analitos se estudiaron mediante

la comparacion de las respuestas

del instrumento a los analitos (areas
de los picos) para las muestras de
control de calidad enriquecidas previa y
posteriormente con una concentracion
de 1 ng/ml en suero. En las muestras
de control de calidad enriquecidas
previamente, la adicion se llevo a cabo
de forma directa y correcta en suero, y
las muestras se prepararon conforme
al método desarrollado. Las muestras
de control de calidad enriquecidas
posteriormente se prepararon en los
blancos de matriz tras la extraccion.

En concreto, el enriquecimiento
posterior se produjo durante la etapa
de reconstitucion de las muestras,
usando para ello la solucion patron pura
apropiada para reconstituir las muestras
secas de blanco de matriz. Los efectos
de la matriz se estudiaron mediante

la comparacion de las respuestas del
instrumento a los analitos (dreas de los
picos) para las muestras de control de
calidad enriquecidas posteriormente y
los patrones puros correspondientes
elaborados con blancos de disolvente
(sin reactivos).

Eliminacién de fosfolipidos de la
matriz

La limpieza de la matriz se analizd
mediante la monitorizacion del perfil

de fosfolipidos. La extraccion de
muestras de suero con la placa Chem
Elut S sirvié para eliminar fosfolipidos
parciales. Se compararon los perfiles

de fosfolipidos de los blancos de matriz
con los del suero puro y los de otros
tipos de plasma. Asimismo, también se
comparo el uso de diferentes disolventes
de extraccion para la eliminacién de
fosfolipidos con la placa Chem Elut Sy
una placa de SLE con tierra de diatomeas
producida por otro fabricante.

Resultados y comentarios

Este estudio se centrd en demostrar

el uso de las placas Chem Elut S

para la determinacién cuantitativa de
esteroides en suero para aplicaciones de
investigacion clinica.

Desarrollo y optimizacién de métodos
Método instrumental y precauciones
especiales: La ionizacion de cinco
esteroides considerados como

analitos (estriol, estrégeno, estradiol,
2-metoxiestrogeno y 2-metoxiestradiol)
con una fuente de ionizacion por
electrospray (ESI) o ionizacion quimica
a presion atmosférica (APCI) resulta
muy dificil. En condiciones normales,
cuesta poder detectar sefiales para
estos compuestos incluso con altas
concentraciones. Una opcion es la
derivatizacion de estos compuestos,
pero exige llevar a cabo etapas
adicionales durante la preparacion de
muestras. Aplicar un método combinado
de preparacion de muestras con 'y sin
derivatizacion para esteroides plantea
dificultades. Se ha constatado que

el uso de un tampodn de fluoruro de
amonio favorece la ionizacion en el
modo de iones negativos* y mejora
notablemente la sensibilidad analitica
para los esteroides®. Tomando esto

en consideracion, se us6 un tampon

de fluoruro de amonio T mM como

fase movil para los esteroides mas
problematicos, lo que consiguié mejorar
de forma significativa la sensibilidad
analitica de los instrumentos. En los
estudios adicionales de la concentracion
del tampdn, se comprobd que una
concentracion menor de fluoruro de
amonio (0,2 mM) ofrecia una mayor
sensibilidad analitica. Asimismo, el uso
de la misma concentracion salina en

las fases moviles A y B permitia obtener
resultados mas uniformes. Por ello,

se determind que la condicion optima
era usar fluoruro de amonio 0,2 mM en
agua y metanol, utilizados como fases
moviles Ay B, respectivamente.



Tal como se indic6 anteriormente®, el por 15 esteroides. En la Figura 4 superficies de vidrio, sobre todo a

uso del tampodn de fluoruro de amonio se muestran los cromatogramas bajas concentraciones. El uso de viales
mejorod la ionizacion de estos esteroides ET1y E2 correspondientes al limite de vidrio puede producir variaciones
complejos en el modo de iones negativos  de cuantificacion (LOQ) para la significativas y una pérdida de

y, ademas, favoreci¢ la ionizacion de concentracion de 5 pg/ml en suero, esteroides, sobre todo en muestras

otros compuestos en el modo de iones como demostracion de la mejora de la acuosas muy diluidas. Por ello, no deben
positivos. El método instrumental se sensibilidad analitica del método. utilizarse viales ni tubos de vidrio durante

definié en base a esta condicién para el
perfil completo de analitos, compuesto

la preparacion y la manipulacion de los

Un aspecto importante es que los
patrones y las muestras.

esteroides son muy sensibles a las

%107 Estrona (E1) x10? Estradiol (E2)

1,0 Blanco de matriz de suero humano, estrona (269,1y 145,1) 1,0 Blanco de matriz de suero humano, estradiol (271,2 y 145,1)

0,8 0,8
S
@ 0,6 0,6
3
3
2 04 04
[
o

0,2 0,2

0 0 T T
x 102 x 102
LOQ de suero humano (5 pg/ml), LOQ de suero humano (5 pg/ml),
10]  estrona (269,1y 145,1) 5381 min 101 estradiol (2712 y 145,1) 5388
09

0,8 0,8
= 07
@ 0,6 0,6
3 05
2 04 04
& 03

0,2 0,2

0,1
0 0
50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 495 505 515 525 535 545 555 565 575 585
Tiempo de adquisicion (min) Tiempo de adquisicién (min)

Figura 4. Cromatograma del estrégeno (E1) y el estradiol (E2) para un blanco de suero y una muestra con un limite de cuantificacién de 5 pg/ml en suero.



Optimizacion del método de SLE:

El método de SLE puede desarrollarse a
partir de un método existente de LLE, o
bien directamente con cartuchos o placas
de SLE. En este estudio, el método de SLE
se optimizé directamente con placas de
SLE, tomando como referencia métodos
de LLE publicados. Entre los aspectos

de optimizacion del método de SLE se
incluyeron el disolvente, la mezcla de
disolventes y la elucion de la muestra.

LLa optimizacion estuvo basada en la
evaluacion combinada de los valores
promedio de recuperacion de analitos,
DERy efectos de la matriz, tal como se
muestra en la Figura 5.

En primer lugar, se estudio el disolvente
de extraccion; para ello, se evaluaron
cuatro disolventes y mezclas de
disolventes que se usan habitualmente
para la LLE: MTBE, dietil éter (DEE),
acetato de etilo y diclorometano
(DCM)/MTBE (1:4). Tal como se muestra
en el primer grupo comparativo de
seleccion del disolvente (parte izquierda

de la Figura 5), la extraccién con MTBE
consiguié los mejores valores promedio
de efectos de la matriz (es decir, la
matriz mas limpia); sin embargo, los
valores promedio de recuperacion fueron
bajos. La mayor eficiencia se obtuvo

en la extraccion con acetato de etilo,
pero ese disolvente también incrementd
la supresion idnica de la matriz. La
extraccion con DEE y con la mezcla de
DCM/MTBE dio lugar a valores bajos

de recuperacion de analitos; ademas,

la extraccion con DCM/MTBE también
provoco problemas de reproducibilidad.
Por todo ello, se llevaron a cabo pruebas
adicionales con la mezcla MTBE/acetato
de etilo para buscar el mejor equilibrio
posible entre los valores de recuperacion
de analitos y los efectos de la matriz.

En el segundo grupo comparativo,
correspondiente a la optimizacion de
la mezcla de disolventes (parte central
de la Figura 5), se utilizaron relaciones
de mezclade 1:1,2:1 y 1:2 para el
MTBE y el acetato de etilo, y dichas

mezclas se usaron para la extraccion

de las muestras. En la Figura 5 puede
apreciarse que la mezcla de extraccion
de MTBE/acetato de etilo 1:1 consiguio
el mejor equilibrio posible entre la
recuperacion de analitos y los efectos de
la matriz; por este motivo, se selecciono
como disolvente 6ptimo para la
extraccion. En estos estudios se llevé a
cabo una extraccion doble con 500 pl de
disolvente. Asimismo, la extraccion de
las muestras se evalué en profundidad
mediante una extraccion triple con 400 pl
del disolvente 6ptimo. Los resultados se
muestran en el tercer grupo comparativo
(parte derecha de la Figura 5). La
extraccion triple con un volumen de
elucion de 400 pl permitié incrementar
los valores promedio de recuperacion

de analitos sin que eso influyese en los
efectos de la matriz. Por lo tanto, se
selecciond como método optimo de

SLE una extraccion triple con 400 pl de
MTBE/acetato de etilo 1:1.

Optimizacién del método de SLE: valores promedio de recuperacion de analitos, DER y efectos de la matriz (22 compuestos)
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Figura 5. Optimizacion del método de SLE en términos de seleccion del disolvente y elucion de la muestra. La optimizacion estuvo basada en la evaluacion
combinada de los valores promedio de recuperacion de analitos, DER y efectos de la matriz.



Verificacién del método

Para verificar el método optimizado, se
llevé a cabo un ensayo de exactitud y
precision de tres dias de duracién con el
fin de obtener resultados cuantitativos
completos. Los resultados que se
muestran en la Tabla 3 incluyen datos
de las curvas de calibracion y del ensayo
de exactitud y precision de tres dias de
duracion. Las curvas de calibracion se
obtuvieron aplicando una regresion lineal

con un factor de ponderacion de 1/x?

para todos los analitos, con unos valores
R?>0,99. Se establecio un limite de
cuantificacion de 5 pg/ml en suero para

la mayoria de los analitos, excepto para el
estradiol y la testosterona (10 pg/ml) y la
progesterona, la 17-hidroxipregnenolona y
la hidrocortisona (20 pg/ml), debido a las
interferencias de la matriz o a la presencia
de analitos en el blanco de matriz. El
ensayo de exactitud y precision de tres

dias de duracion sirvio para verificar que
el método ofreciera una cuantificacion
fiable, asi como para estudiar la
reproducibilidad entre lotes de las placas
Chem Elut S, ya que se usaron placas

de SLE de tres lotes de fabricacién. En

la Figura 6 se muestra un resumen de la
reproducibilidad entre lotes de las placas
de SLE, basado en el ensayo de exactitud
y precision de los analitos.

Tabla 3. Resultados de verificacion del método para la determinacion cuantitativa de 15 esteroides en suero humano.

Exactitud y precision
Concentracion Dia1(l 1pl SLE) | Dia2(l 2 pl SLE Dia 3 (lote 3 pl SLE
Rango de enriquec. ia 1 (lote 1 placas SLE) | Dia 2 (lote 2 placas SLE) | Dia 3 (lote 3 placas SLE) DER (%)
LoQ calibracion |control calidad| Exactitud | DER (%) (n | Exactitud (%) | DER (%) | Exactitud (%) | DER (%) | intradiar./lote
Analito (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (%) (n=6) = 6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=18)
5 95 18,0 97 6,9 103 11,6 12,8
i 100 102 6,5 97 83 107 52 6,4
Estriol 5 5-10.000
1.000 98 2,8 92 1,2 92 46 3,1
10.000 107 59 92 5,6 101 42 50
5 106 47 103 12,4 100 9,4 9,2
100 96 9,3 101 12,8 97 30 8,1
Aldosterona 5 5-10.000
1.000 111 2,5 103 42 98 1,9 33
10.000 113 24 95 75 107 42 42
5 104 9,8 92 10,1 99 7,6 9,5
. 100 93 7,0 93 92 97 76 7,6
Cortisona 5 5-10.000
1.000 104 35 94 37 100 24 33
10.000 106 56 95 7.8 106 55 6,2
20 89 6,5 97 136 86 12,6 11,1
. . 100 96 18,2 90 6,7 96 9,5 11,3
Hidrocortisona 20 20-10.000
1.000 96 44 93 24 93 4, 38
10.000 95 6,3 92 4, 97 6,8 5,6
20 109 18 99 189 91 8,1 9,8
) ) 100 94 19,2 91 8,2 103 154 14,0
17-hidroxipregnenolona 20 20-10.000
1.000 94 6,0 91 2,1 100 52 46
10.000 93 3,6 97 38 106 9,3 53
5 99 8,3 95 10,7 95 16,2 11,9
o 100 94 6,5 89 10,4 97 9,1 8,5
11-desoxicortisol 5 5-10.000
1.000 105 15 87 38 99 17 2,5
10.000 110 2,7 92 72 104 45 46
5 99 11,4 102 9,5 110 11,2 10,9
. 100 88 82 89 838 106 10,7 9,0
Androstenediona 5 5-10.000
1.000 104 2,1 90 37 91 16 2,7
10.000 109 55 101 57 108 7,6 6,0
5 95 8,7 92 113 102 89 9,8
100 98 10,1 95 75 99 43 71
Estrona 5 5-10.000
1.000 104 2,8 95 28 96 3,0 3,1
10.000 105 6,2 94 33 98 43 4,4
10 105 10,2 101 193 100 9,7 13,2
. 100 97 11,4 96 10,2 102 10,2 10,4
Estradiol 10 10-10.000
1.000 99 3,0 102 5,1 95 24 3,7
10.000 101 2,9 102 2,1 100 43 2,9




i Exactitud y precisién
Coneentracion "o ™1 lote 1 placas SLE) | Dia 2 (lote 2 placas SLE) | Dia 3 (Iote 3 placas SLE
Rango de enriquec. ia 1 (lote 1 placas SLE) | Dia 2 (lote 2 placas SLE) | Dia 3 (lote 3 placas SLE) DER (%)
LoQ calibracion |control calidad | Exactitud (%) | DER (%) | Exactitud (%) | DER (%) | Exactitud (%) | DER (%) | intradiar./lote
Analito (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=18)
5 108 12,3 101 135 113 6,5 11,0
L 100 94 76 94 98 104 133 10,4
11-desoxicorticosterona 5 5-10.000
1.000 108 438 105 52 103 47 47
10.000 109 58 108 57 115 53 54
5 109 9,0 111 48 100 78 74
) 100 93 37 94 7,7 95 72 6,0
2-metoxiestrona 5 5-10.000
1.000 106 29 93 41 91 4,7 41
10.000 111 32 101 72 104 2,6 43
10 100 9,0 95 8,9 94 10,9 8,2
100 94 3,7 91 6,6 100 85 8,2
Testosterona 10 10-10.000
1.000 102 29 89 47 97 6,2 56
10.000 104 32 106 6,3 102 50 57
5 92 9,1 109 74 94 10,1 9,1
) ) 100 96 6,2 103 79 98 72 6,9
2-metoxiestradiol 5 5-10.000
1.000 99 19 94 1,9 93 45 2,9
10.000 106 3,1 99 25 105 2,9 2,6
5 98 14,9 103 9,1 95 10,8 11,8
. ) 100 89 52 93 92 98 72 7,0
17-hidroxiprogesterona 5 5-10.000
1.000 105 4,8 89 42 100 33 4,3
10.000 106 45 103 49 100 22 3,7
20 108 48 97 11,0 89 40 6,8
100 97 6,7 91 12,1 101 52 78
Progesterona 20 20-10.000
1.000 119 6,7 91 33 95 25 43
10.000 112 6,8 99 73 104 42 59
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Verificacion de la reproducibilidad y la exactitud interdiarias y entre lotes del analisis de esteroides en suero humano
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Comparacion de métodos y productos

El rendimiento del método Chem Elut

S desarrollado, expresado en términos
de valores de recuperacién de analitos,
reproducibilidad, efectos de la matriz y
linealidad de la curva de calibracion, se
compar6 con el de los métodos de LLE
convencional y SLE con un producto con
tierra de diatomeas elaborado por otro
fabricante.

La SLE, en comparacion con la LLE,
ofrece un ahorro sensible de tiempo y
mano de obra. El flujo de trabajo de SLE
mejora sensiblemente la preparacion de
muestras gracias al ahorro de tiempo

y mano de obra en etapas criticas,
como las de mezcla de muestras,
separacion de fases y transferencia

del sobrenadante organico. Gracias

a la eliminacion de estas etapas, el
protocolo de SLE permite obtener un

ahorro de tiempo igual o superior al 50 %,
en funcion del numero de muestras.
Ademas de ahorrar tiempo y mano de
obra, el procedimiento de SLE evita la
formacion de emulsiones y mejora la
fiabilidad del método.

En la Figura 7 se compara el rendimiento
de los métodos en términos de
recuperacion de analitos (7A) y
reproducibilidad (7B). El protocolo de
SLE permite un estrecho contacto entre
las fases acuosa y organica, lo que
consigue un reparto eficiente y posibilita
mejorar los valores de recuperacion

de analitos. Mediante los métodos de
SLE, la recuperacion de analitos puede
incrementarse entre un 10y un 20 % en
comparacion con los valores obtenidos
con el método de LLE. Los valores mas
elevados de recuperacion de analitos
hacen que mejore la respuesta de los

analitos y, gracias a ello, la sensibilidad
analitica de los métodos.

Los valores de recuperacion obtenidos
con el método de SLE con tierra de
diatomeas fueron equivalentes o
ligeramente inferiores; sin embargo, se
observaron variaciones significativas
entre pocillos, sobre todo para los
analitos mas polares. Esto puede
atribuirse a la falta de uniformidad de
la tierra de diatomeas utilizada como
absorbente y a la variabilidad de la
capacidad de retencion de agua. Debido
a la mejora de la reproducibilidad entre
pocillos y de la sensibilidad analitica del
método que proporcionan las placas
Chem Elut S, la linealidad de la curva
de calibracion también mejord. Todas
estas mejoras hacen que el método

de cuantificacién resulte mas fiable y
uniforme.
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Figura 7. Comparacion del rendimiento de distintos métodos y productos: LLE, Agilent Chem Elut Sy SLE con tierra de diatomeas.
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Eliminacion de fosfolipidos de la matriz
El uso de placas Chem Elut S para la
preparacion de los fluidos biolégicos
también posibilita la eliminacion de
fosfolipidos parciales.

En este estudio se utilizo suero sin
hormonas para conseguir una buena
selectividad de la matriz para limites

de cuantificacion extremadamente

bajos de los esteroides de interés. Sin
embargo, el suero purificado tampoco
contenia fosfolipidos y puede que no

sea necesario para las pruebas de otras
aplicaciones. Para estudiar la eliminacion
de fosfolipidos, se empled plasma

sin purificar para elaborar perfiles de
fosfolipidos de la matriz con el método
Chem Elut Sy los métodos de LLE
convencional y SLE con un producto con
tierra de diatomeas elaborado por otro
fabricante. La comparacién de los perfiles,
en la Figura 8A, muestra que el uso del
método Chem Elut S con MTBE como
disolvente consiguié una eliminacién de
fosfolipidos un 99 % mayor que la obtenida
con el método de SLE con un producto

de tierra de diatomeas elaborado por

otro fabricante, y un 30 % mayor que la
obtenida con el método de LLE con MTBE.

También se llevaron a cabo estudios
comparativos adicionales de los métodos
de SLE con placas Chem Elut Sy con
tierra de diatomeas, usando para ello
diferentes disolventes de extracciony
distintos tipos de plasma. Los resultados
de dichos estudios se muestran en la
Figura 8B. Las respuestas totales de

los fosfolipidos se normalizaron en
funcion de la abundancia. Algunas de las
conclusiones fueron las siguientes:

+  Los distintos tipos de plasma
pueden presentar variaciones en
la abundancia de fosfolipidos (el
plasma lipémico es el que presenta
una mayor abundancia).

- Los diferentes disolventes extraen
distintas concentraciones de
fosfolipidos; por ejemplo, el acetato
de etilo y el DCM extraen mas
fosfolipidos que el MTBE y el DEE.

+  Elmétodo Chem Elut S puede
eliminar fosfolipidos de forma mas
eficiente que el método de SLE con
un producto con tierra de diatomeas
elaborado por otro fabricante.
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Conclusion

Se desarrollo y verificd un método de
preparacion de muestras con placas
Agilent Chem Elut S de 2 ml para la
determinacioén cuantitativa de un perfil
de 15 esteroides en suero humano.

El método de SLE se optimizo en
términos del disolvente utilizado y la
elucion de la muestra, tomando como
referencia la recuperacion de analitos,
la reproducibilidad del método y los
efectos de la matriz. El ensayo de
exactitud y precision de tres dias de
duracion sirvié para verificar que este
método ofrece una linealidad aceptable
de la curva de calibracién, unos valores
excelentes de exactitud y precisién
intradiarias e interdiarias, una excelente
recuperacion de analitos y una buena
reproducibilidad. En comparacion con
los métodos de LLE convencional y
SLE con tierra de diatomeas, el método
Chem Elut S consiguio unos valores
totales de recuperacion de analitos mas
elevados que la LLE convencional y una
mayor uniformidad y reproducibilidad
entre los pocillos de un mismo cartucho
que el método de SLE con tierra de
diatomeas. También permitio eliminar
de forma eficiente los fosfolipidos

de las matrices de fluidos bioldgicos
como el plasma y el suero. El protocolo
desarrollado con el formato de placa de
96 pocillos es idéneo para dar respuesta
a las necesidades de preparacion
rapida y automatizada de muestras de
los laboratorios de alta productividad.
El comodo procedimiento de carga

y elucion también simplifica el flujo

de trabajo de extraccion de liquidos

y permite conseguir un importante
ahorro de tiempo y mano de obra. Las
placas Chem Elut S tienen una mayor
capacidad de retencion de las muestras
que los materiales absorbentes de
tierra de diatomeas, lo que consigue
una adsorcion eficiente de las muestras
y reduce la probabilidad de que las
muestras atraviesen directamente el
material. El nuevo disefio de estas placas
ofrece las siguientes ventajas:

Amplio espacio de cabeza para las
muestras y el eluyente

Frita superior cuadrada que es
capaz de retener muestras hasta
que se aplique presion o vacio

Faldon completo que garantiza la
compatibilidad con el hardware

Elucion rapida y uniforme
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