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Resumo

Resumo

A testosterona é uma das substancias mais abusadas por atletas em todo o0 mundo.
Por forma a controlar a sua administracdo exdgena, a Agéncia Mundial de Antidopagem
(WADA) produziu diretivas para se proceder a respetiva anélise, que combinam um
passo de extracdo e outro de derivatizacdo, que permitam a analise posterior por
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massa. No entanto, face ao
elevado tempo despendido, assim como & utilizacdo de solventes orgénicos toxicos, é
necessario o desenvolvimento de métodos analiticos alternativos que permitam a
diminuicdo do consumo de solventes e eliminacdo do passo de derivatizagdo, mantendo
ou melhorando o desempenho analitico.

O presente trabalho consistiu no desenvolvimento, otimizacdo, validacdo e
aplicacdo de um método inovador, alicercado na tecnologia de amostragem por
flutuacdo, para a determinacdo de testosterona e epitestosterona em matrizes de urina.
Por conseguinte, recorreu-se a técnica de micro-extragdo adsortiva em barra seguida de
dessorcdo liquida e analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia com dete¢do por
rede de diodos (BAUE-LD/HPLC-DAD).

Para otimizagdo da metodologia desenvolvida, foram efetuados diversos estudos
sistematicos a varios parametros experimentais, tendo-se verificado que o co-polimero
modificado a base de pirrolidona e divenilbenzeno (P1) demonstrava melhor
seletividade comparativamente com outras fases. Em condigdes experimentais
otimizadas (extracdo: 16 h (1000 rpm), pH 5,5; retro-extracdo: acetonitrilo (30 min), sob
tratamento ultrassonico) foi possivel obter recuperacdes médias de 92,1 e 93,4 % para
testosterona e epitestosterona, respetivamente. O método revelou ainda, excelente
linearidade (r> > 0,9978) na gama compreendida entre 1,4 e 16,0 pg/L, tendo-se
alcancado, para ambos os compostos, limites de detecdo e de quantificacdo de 0,40 e
1,32 pg/L, respetivamente.

O recurso a0 método de adicdo padrdo permitiu a aplicagdo da presente
metodologia a amostras de urina, demonstrando bom desempenho analitico para a
determinacdo dos compostos em estudo. A metodologia proposta (BAUE(P1)-
LD/HPLC-DAD) revelou ainda ser uma estratégia alternativa para a analise de
testosterona e epitestosterona como ferramenta para analise de rotina em contexto de
controlo anti-doping, apresentando como principais vantagens a utilizacdo de pequenas
quantidades de amostra e solvente, tempo analitico reduzido e facil manipulacéo,
associada a rapidez, simplicidade e bom desempenho analitico.
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Abstract

Abstract

Testosterone is one of the most abused substances by athletes worldwide. In order
to control its exogenous administration, the World Anti-Doping Agency (WADA)
produced guidelines to proceed to its analysis, that combine an extraction followed by a
derivatization step, which allows the analysis by gas chromatography coupled to mass
spectrometry. However, in face of the long analytical process, as well as the usage of
toxic organic solvents, it is necessary to develop alternative analytical methods that
allow the diminishment of solvent consumption and elimination of the derivatization
step, maintaining or improving the analytical performance.

The present work consisted in the development, optimization, validation and
application of a novel method, based on the “Floating Sampling Technology”, for the
determination of testosterone and epitestosterone in urine matrices. Thus, bar adsorptive
micro-extraction technique was used, followed by liquid desorption and analysis by
high performance liquid chromatography with diode array detection (BApE-LD/HPLC-
DAD).

For optimization of the developed methodology, systematic studies have been
performed to several experimental parameters, where the modified copolymer based on
pyrrolidone and divenilbenzene (P1) presented better selectivity in comparison with
other phases. Under optimized experimental conditions (extraction: 16 h (1000 rpm),
pH 5.5; back-extraction: acetonitrile (30 min), under sonification), it was possible to
obtain average efficiencies of 92.1 and 93.4 % for testosterone and epitestosterone,
respectively. The method also revealed excellent linearity (r> > 0.9978) in the range
between 1.40 and 16.0 pg/L, having reached for both substances, limits of detection and
quantification of 0.40 and 1.32 pg/L, respectively.

The use of the standard addition method allowed the application of this
methodology to urine samples, in which good analytical performance was achieved for
the occurrence of the target compounds. The proposed method BAuE(P1)-LD/HPLC-
DAD proved to be a good alternative strategy for the analysis of testosterone and
epitestosterone as a routine analytical tool in the context of anti-doping control, having
as its main advantages the use of small amounts of sample and solvent, reduced
analytical time and easy manipulation, associated with a fast, simple and good

analytical performance.
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Introducéo

A praética de administracdo de compostos que aumentam o desempenho desportivo
remonta & Grécia Antiga. Porém, a palavra “doping” surge apenas pela primeira vez em
1889, no dicionario Inglés, para descrever a pratica de “dopar” os cavalos de corrida com

uma mistura que incluia 6pio [1].

Os esterdides anabdlicos e androgénicos, nomeadamente a testosterona (T),
aparecem como agentes dopantes de eleicdo, sendo um dos casos mais mediaticos o do
ciclista Lance Armstrong [2]. Estes compostos, para além de existirem endogenamente,
dificultando a sua detegéo, apresentam propriedades tentadoras para alguns atletas, que

incluem o aumento da massa muscular, por efeito anabdlico [3].

Por forma a responder ao fenémeno de doping, foi criada a Organizacdo Mundial
de Antidopagem (WADA), que impde periodicamente controlos anti-doping aos atletas,
estando incluido o controlo da administracdo de esterdides anabolizantes, como é o caso
daT.

A amostra preferencial para a analise de T e seus derivados nos atletas é a urina,
uma vez ser uma matriz mais facil de manipular comparativamente com o sangue, sendo
igualmente uma abordagem ndo invasiva, onde sdo eliminados teores compativeis com
as técnicas instrumentais vigentes [4]. De forma a proceder-se a sua detecdo e
quantificacdo sdo normalmente necessarias varias etapas [5] que requerem muito tempo
de analise e consumo elevado de solventes, fundamentalmente para a extracdo dos
compostos em estudo, recorrendo a tradicional extracdo liquido-liquido (LLE) ou mesmo

a mais recentemente introduzida, extracdo em fase solida (SPE).

Nos ultimos anos as técnicas baseadas em sor¢do tém demonstrado ser uma

alternativa credivel para a micro-extracdo de compostos ao nivel vestigial.

A técnica de micro-extracdo adsortiva (AME) tem vindo a demonstrar a sua
versatilidade e robustez para a analise de varios compostos em matrizes aquosas, podendo

ser uma alternativa viavel para a extracdo de T e seus derivados em urina.

Nos proximos capitulos sera abordada informacdo relevante para o enquadramento
tedrico desta tematica, com énfase em esterdides androgénicos e anabolicos comoa T e
a epitestosterona (E), as técnicas de extraccdo sortiva, na qual se destaca a técnica de
AUE, e nos métodos convencionais de separacdo analitica com énfase para a

cromatografia liquida de alta performance (HPLC).
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1.1 Esterdides androgenicos e anabolicos — testosterona e epitestosterona

A T é a principal hormona sexual masculina. A sua sintese quimica, realizada por
Ruzicka e Weltstein, permitiu a estes investigadores a obtencdo do prémio Nobel da
Quimica em 1939 [6]. A estrutura quimica € similar a dos restantes esteroides,
apresentando um ndcleo com quatro anéis de carbono, trés ciclohexanos e um

ciclopentano, e grupos funcionais adicionais ligados a estes anéis (figura 1.1).

Figura 1.1 — Estrutura geral dos esterdides (a) juntamente com a correspondente numeragdo de
carbonos (b). Adaptado de [7]

O colesterol é o percursor dos cinco grupos principais das hormonas esterdides,
dependendo do recetor a que se ligam, nomeadamente, glucocorticoides,
mineralocorticoides, androgénios, estrogénios e progestagénios. As hormonas esteroides
tém 21 ou menos carbonos. Pregnenolona, um percursor de todas as outras hormonas
esterdides, é a primeira hormona esterdide sintetizada a partir do colesterol através da
quebra da ligacdo entre C20 e C22 (figura 1.2). A pregnenolona é convertida em
progesterona, um grande percursor de outros quatro grupos e hormonas esteroides. O
cortisol é produzido a partir da progesterona, que metaboliza gordura e proteina em
glicogénio por forma a manter niveis normais de glucose no sangue [7]. A progesterona
pode ser convertida em androstenediona depois de alguns passos intermediarios, que
resultam na quebra de ligacdo na posicdao C17, originando em androgénios C19. A T
(figura 1.3) é sintetizada a partir da androstenediona atraves da reducao do grupo ceto na

posicao C17.
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Colesterol

CYP11A o CYP17 o CYP17 o 17HSD o
H‘ = OH ?ﬁi ‘—/(y
¥ Y RO

Pregnenolona 17-Hidroxipregnenolona Dehidroepiandrosterona Androstenediol

3BHSD 3BHSD 3BHSD 3BHSD
e CYP17 o CYP17 o 17HSD
o HO o o
Progesterona 17-hidroxiprogesterona Androstenediona Testosterona

Figura 1.2 — Proposta da via de sintese bioldgica da T e os enzimas envolvidos na mesma. As
setas mais largas dizem respeito as vias mais relevantes no Homem. Legenda: CYP — citocromo
P450; HSD — Hidroxiesterdide dehidrogenase. Adaptado de [8].

A T, assim como os restantes compostos do grupo dos androgénios, sao
responsaveis pelo desenvolvimento dos caracteres sexuais secundarios no homem. Os
seis androgénios sdo a dehidroepiandrosterona, a androstenediona, o androstenediol, a T,
a androsterona e a dihidrotestosterona. A dehidroepiandrosterona é um dos andrégenos
derivados da pregnenolona sem a conversdo da progesterona, resultado de uma via de
sintese diferente da T. A dehidroepiandrosterona apresenta a mesma massa molecular que

a T, e a estrutura mais similar com a da T entre os androgénios.

Figura 1.3 — Estruturas quimicas de T (a) e E (b). Adaptado de [9].
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A epitestosterona (E), um epimero da T na posicdo C17 (figura 1.3), é uma forma
inativa da T, ndo apresentando nenhum efeito anabdlico nem androgénico. Ainda ndo se
conhece por completo o papel fisioldgico deste composto, nem qual a via de sintese da
mesma [10]. No entanto, estudos recentes mostraram que metade da E existente no
organismo é produzida nos intestinos, e acumula-se no fluido cistico mamario e na
prostata. S&o também conhecidos efeitos neuroprotetivos e atividade anti-androgénica por
parte deste composto [11]. Pensa-se ainda que a E seja produzida através de duas
diferentes vias de sintese que envolvem 4-androstenediona e dehidroepiandrosterona, e
17a-hidroxiesterdide dehidrogenase como catalisador enzimatico (figura 1.4), tendo sido

demonstrado como marginal a producéo de E a partir de T [11].

2 16-ene-sintetase
——
Sub-produto/d:?3
OV HO
Pregnenolona 5,16-androstadien-38-ol

§ 17a-HSD ™
Q:S:b J::l:Sjj
HO HD
Dehidroepiandrosterona Epiandrostanediol
3BHSDII 3BHSDII
o 17a-HSD oH
—- :
o
4-Androstenediona Epitestosterona

Figura 1.4 — Proposta de via de sintese da E. As setas mais largas dizem respeito as vias
provavelmente predominantes no Homem. Legenda: HSD — Hidroxiesterdide dehidrogenase.
Adaptado de [8].

A razdo entre T e E (T/E) que se encontra naturalmente presente nos fluidos
bioldgicos humanos é aproximadamente 1:1 [10], existindo, no entanto, algumas
excecoes. Neste sentido, foi observado que existem individuos com baixos niveis de E,

nomeadamente os de origem asiatica. Foi igualmente demonstrado que o consumo de
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determinados xenobioticos, como por exemplo, elevadas doses de etanol, influencia este
marcador. Também, a administragdo de androstenediona aumenta a excrecdo de E,

baixando a razéo T/E, e 0 consumo de dehidroepiandrosterona aumenta-a [11].

O principal local de metabolismo androgénico encontra-se no figado,
nomeadamente nos microssomas, uma vez ser particularmente rico em enzimas
catabolicas esterdides. A T é submetida a um extenso metabolismo de fase | (figura 1.5)
tornando-o mais polar e soltvel em agua. Este processo envolve a oxidacao do grupo 17-
hidroxilo a androstenediona, a redugéo do anel A para se obter 5a- e 5b-androstanediona,
em seguida, a acdo da 3a- e 3b- hidroxiesterodide desidrogenase para formar os metabolitos
tetra-hidro-17-oxosterdide, androsterona e etiocolanolona, como principais metabolitos,
e, em muito menor grau, epiandrosterona. Os isdbmeros 5a e 5b-androstanediol-3a e 17b-
androstanediol sdo igualmente metabolitos secundarios da T, sendo uma propor¢do muito
pequena convertida em estradiol [12].

Os compostos androgénicos presentes na urina apresentam-se quase totalmente
conjugados. As reacOes da fase Il dizem respeito a reagfes que originam compostos
conjugados com 4acido glucurénico ou sulfato, sendo 0s primeiros presentes
marioritariamente na urina. A conjugacdo dos compostos androgénicos ao acido
glucurdnico ou sulfato é principalmente realizada por sistemas de enzimas no figado,
embora esses sistemas também estejam presentes em outros tecidos, nomeadamente o rim
e 0 intestino. Estas reagdes tornam os metabolitos esterdides ainda mais solUveis em agua.
Uma pequena fracdo de metabolitos dos compostos androgénicos é excretada através da
bilis para o intestino delgado, embora os conjugados sulfato possam ser reabsorvidos
como parte da circulagdo entero-hepética. O facto dos conjugados sulfatados
apresentarem uma forte ligacdo a albumina que se encontra no sangue pode explicar a

razdo de serem tdo rapidamente excretados em relacdo aos conjugados glucurénicos [12].
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Figura 1.5 — Proposta dos principais produtos do metabolismo da T. A percentagem por cima
das setas indica qual a proporcao aproximada de T que € convertida nesses compostos.
Adaptado de [8].

1.2 Metodologias analiticas

A partir dos anos 50 do século passado verificou-se 0 aparecimento de casos de
doping relacionados com esterdides anabdlicos. Isto deveu-se essencialmente pela
descoberta da sintese quimica da T e suas propriedades anabdlicas [1]. Contudo, o
consumo destas substancias é dificil de detetar uma vez existirem endogenamente,
nomeadamente a T e E. Em 1975 o Comité Olimpico Internacional (10C) adicionou os
esterdides anabdlicos a lista de substancias proibidas [13], ndo existindo a altura métodos
analiticos que permitissem avaliar a sua administracdo. Os trabalhos de Donike et al. [13]
permitiram estabelecer a razdo T/E em urina acima de 6 como marcador da administragéo
de T exogenamente, uma vez a E ndo ser um metabolito da anterior. Este conceito
permitiu @ Comissdo Médica do I0OC, em 1982, adicionar T a lista de substancias

proibidas, usando como unico método de controlo o marcador T/E acima de 6 [13].

No entanto, este marcador foi, e continua a ser, bastante controverso, uma vez
existirem diversos fatores endogenos, exogenos e outros, que o influenciam. Incluem-se
nos fatores enddgenos a idade e fase do desenvolvimento, doencas endocrinoldgicas,
origem étnica, ciclo menstrual, ritmo circadiano, gravidez, assim como o exercicio fisico.
8
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Quanto aos fatores exdgenos, podem ser a ingestdo de contracetivos orais; administracao
de cetoconazole, assim como a ingestdo de etanol e outros xenobidticos. Ainda, outros
fatores incluem a ma refrigeracdo (acima dos 4°C) e acondicionamento das amostras, e
degradacdo microbiologica e enzimatica das mesmas [14]. Por estas razdes, e embora a
razdo T/E ainda seja hoje usada pelo 10C e pelo WADA, é ainda adoptado um exame ao
perfil de esterdides, consistindo na andlise de rotina continua da urina dos atletas
envolvidos antes, durante e ap0s as competicdes. As diretivas do WADA para a fase de

screening apresentam os seguintes critérios para amostras de urina [15]:

e Razdo de T/E igual ou acima de 4;

e Concentracao de T ou E (equivalente ao glucuronido) superior a 200 pg/L;

e Concentracdo de androsterona ou etiocolonalona (equivalente ao glucuronido)
superior a 10 000 pg/L;

e Concentracao de dehidroepiandrosterona (equivalente ao glucuronido) superior a
100 pg/L.

As amostras que apresentem pelo menos um dos critérios acima assinalados devem
ser posteriormente analisadas por cromatografia em fase gasosa com interfase de

combustdo, associado a um espectrémetro de massa de razdo isotdpica (GC/C/IRMS).

No entanto, diversos outros trabalhos tém sido publicados, no qual descrevem
métodos alternativos para a analise de esterdides anabdlicos. Estes incluem ensaios
imunoldgicos, nomeadamente ensaios imunoenzimaticos (ex., ELISA, Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) [16] e imunosensores [17]; e métodos de separacao instrumental,
nomeadamente a eletroforese capilar (CE) [9], e técnicas cromatogréficas no qual se
incluem a GC [18] e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) [19,20,21],
podendo a informacdo estrutural ser obtida através da hifenacdo com espectrometria de
massa (MS) [22,23].

Todavia, antes da anlise instrumental, é necessario um passo prévio para extragao
e concentracdo dos analitos organicos das matrizes envolvidas. Como consequéncia, 0s
compostos sdo isolados seletivamente da matriz e a concentracdo dos mesmos €
aumentada por forma a diminuir os limites analiticos e a tornar possivel a identificagdo
e/ou quantificacdo dos mesmos [24]. Este processo tem sido marioritariamente realizado,
nas ultimas décadas, com recurso a extracdo liquido-liquido (LLE) e extracdo em fase

solida (SPE). No entanto, estes processos, em particular a LLE, consomem uma grande

9
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guantidade de solventes, sendo na atualidade uma técnica ambientalmente pouco
favoravel [25]. Por forma a dar resposta a uma politica de “quimica verde” dos
laboratdrios, foram adotadas técnicas de preparacdo de amostra que minimizem ou
eliminem o consumo de solventes. Algumas destas técnicas tém vindo a ser empregues
para a extracdo de T e outros compostos derivados, como é o0 caso da micro-extracdo em
fase liquida (LPME) [26], e técnicas de extracdo sortiva como a micro-extracdo em fase
solida (SPME) [27] e a extracdo sortiva em barra de agitacdo (SBSE) [21]. Estas Ultimas,
para além de reduzirem a manipulacéo analitica, proporcionam significativa sensibilidade
na recuperagdo de analitos alvo, elevada reprodutibilidade, rapidez, baixo custo e
facilidade de automatizacao [25,28-33].

1.3 Tecnicas de extracdo sortiva

As técnicas baseadas em extracdo sortiva mais recentes e crescentemente
disponiveis dizem respeito ao SPME e SBSE. Na extra¢do sortiva os analitos sdo
extraidos de uma matriz (liquida ou gasosa) para um polimero liquido imiscivel. Em
contraste com a extracdo extracdo absortiva, em que os solutos migram para a fase
sorvente, na extracdo adsortiva o analito interage com locais ativos na superficie da
mesma. Assim, a quantidade total de fase extrativa é importante na extracdo adsortiva,
ndo apenas a area superficial. O processo de extracdo é controlado pelo coeficiente de
particdo dos analitos entre a fase polimérica e a matriz da amostra, sendo por isso um
fendmeno de equilibrio. Ambas as técnicas de extracdo sortiva (SPME e SBSE) podem
ser utilizadas diretamente na matriz da amostra assim como no espaco de cabeca (HS),
podendo ser usadas varias vezes consecutivas sem demonstrar sinais evidentes de

deterioracdo do material polimérico 25,28-33].

A fase mais usada para extracéo sortiva é o polidimetilsiloxano (PDMS), material
comum das fases estacionarias das colunas capilares de GC, sendo termoestavel, mais
inerte do que os materiais adsorventes convencionais, possui excelentes propriedades de
difuséo e pode ser usado para uma variedade alargada de temperaturas (-20 e 320 °C)
[33].
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1.3.1 Extracao sortiva em barra de agitacdo (SBSE)
Em SPME a quantidade de PDMS é muito limitada, sendo uma fibra tipica

constituida por cerca de 0,5 pL de fase extrativa. Consequentemente, a eficiéncia de
extracdo para solutos que séo parcialmente solUveis em agua pode ser bastante baixa. Por
outro lado, para compostos muito apolares, competicdo pode ocorrer entre a fase aquosa,
a fibra de SPME, parede de vidro do vial de extracao, e a superficie barra de agitacdo de
teflon usados para agitar as amostras [27,30]. Por forma a colmatar estas limitacoes,
Sandra e colaboradores introduziram SBSE como técnica alternativa ao SPME para
enriquecimento de compostos organicos de matrizes aquosas [33], registada com a
denominacdo Twister. Em SBSE, uma barra de agitacdo, constituida por um magnete
envolto numa fina pelicula de vidro revestido por um filme de 24 a 126 uL de PDMS
(figura 1.6), é colocada sob agitacdo num recipiente apropriado, por forma a promover o
movimento de rotacdo na matriz liquida para que seja feita a extracdo dos analitos para a
camada polimérica, em condicOes experimentais otimizadas (figura 1.7).

PDMS

‘ Barra magnética
BT
\!llg I %

Vidro

Figura 1.6 - Representacdo esquematica dos constituintes de uma barra de agitacdo usada na
SBSE. Adaptado de [34]

Figura 1.7 — Modos de extracdo em SBSE: imersdo (a) e espaco de cabeca (b). Adaptado de [25]
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Tal como as outras técnicas de extracdo (ex. SPME), as condi¢fes experimentais de
SBSE tém de ser otimizadas para cada tipo especifico de aplicacdo. Para além das
carateristicas de polaridade dos analitos e da fase de revestimento, a eficiéncia de
recuperacdo € igualmente influenciada por pardmetros como o tempo de extracdo, a
velocidade de agitacdo, temperatura, forca ionica, pH e carateristicas de polaridade do
meio, no sentido do analito com interesse atingir o equilibrio de distribuigdo entre a matriz

da amostra e 0 revestimento polimérico [25].

A teoria de SBSE é similar a de SPME, na medida em que sdo ambas metodologias
de extracdo sortiva estatica envolvendo o mesmo polimero. Estas sdo técnicas de
equilibrio, e para amostras de agua, a extracdo de compostos da fase aquosa para a fase
extrativa é controlada pelo coeficiente de particdo dos compostos entre estas duas fases
(Kepmsw). Estudos indicam que existe uma correlacdo entre este coeficiente de particdo
e o coeficiente de distribuicdo octanol-agua (Komw) [31,32]. Assim, o coeficiente de
distribuicéo entre 0 PDMS e a agua (Kroms/w) € definido pela razdo entre a concentracéo
do analito na fase de PDMS (Cppwms) € na fase aquosa (Cw), depois de atingido o equilibrio

da extracdo, tal como € descrito pela equacéo (1):

CppMs mppMs Vw
K, =~ K, = = X 1
o/W PDMS,/W Cw — Vops 1)

onde mppwms € a massa do analito na fase de PDMS, mw a massa do analito na fase aquosa,

Vw 0 volume de amostra na fase aquosa e Vrpms 0 volume em PDMS [31-33].

Tendo em conta a equagéo (1), verifica-se que 0 Koy de cada composto determina
de modo significativo a eficiéncia de extracdo em SPME e SBSE. No entanto, como a
quantidade de PDMS é muito superior em SBSE do que em SPME, prevé-se melhor
eficiéncia de extracdo para a primeira, sob condi¢Ges semelhantes (figura 1.8). Devido a
maior capacidade, SBSE apresenta melhores e maiores recuperacfes que a SPME,
especialmente para compostos apolares. Consequentemente, esta metodologia permite
um aumento de sensibilidade num fator compreendido entre 50 e 250 quando comparado
com SPME [35].
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T T T

Recuperagao tedrica (%)

Log Kow

Figura 1.8 - Recuperag0es tedricas de SPME (PDMS: 0,5 ul) e SBSE (PDMS: 50 pl) em fungéo
do coeficiente de parti¢do de octanol-4gua em idénticas condi¢Bes experimentais.
Adaptado de [36].

De uma forma genérica, compostos com log Kow acima de 3 podem apresentar
boas eficiéncias de extragdo com SBSE. No entanto, para compostos com log Kow igual
ou inferior a 3, esta técnica ja ndo sera a mais indicada. Ou seja, a SBSE apresenta-se

como uma boa técnica de extracdo apenas para compostos apolares [29].

Neste sentido, a principal desvantagem de SBSE prende-se com a extragdo de
compostos polares (log Kow igual ou abaixo de 3) ou termolabeis. Posteriormente, tém
surgido fases e formas de revestimento para barra de SBSE para além de PDMS,
nomeadamente o dual-phase, que foi introduzido pela combinacdo de PDMS e carvao
ativado [37], o co-polimero PDMS-polietilenoglicol (EG/Silicone, PDMS(EG)) e o co-
polimero poliacrilato-polietilenoglicol (Acrylate, PDMS/PA) [34], mas continuam a ndo
apresentar boas eficiéncias de extracdo para compostos mais polares [38,39]. Também,
usando a tecnologia de sol-gel, outros grupos quimicos foram introduzidos na rede de
PDMS, incluindo B-ciclodextrinas (B/CD), divinilbenzeno (DVB) e poli(vinilalcool)
(PVA), obtendo-se melhor eficiéncia de extracdo para compostos polares, embora se
tenha observado fissuras no polimero devido a friccdo com o vial, levando a degradacéo
da barra ao longo do tempo [29]. Outros materiais como 0s materiais de acesso restrito
(RAMs), polimeros com impressdo molecular (MIPs), materiais monoliticos,
poli(ftalazina éter sulfona cetona) (PPESK), polipirrolidona (PPY) e poliuretanos (PU)
foram propostas como fase polimérica para a extracdo de compostos polares, em
alternativa ao SBSE(PDMS) [29,49].

13



Introducéo

Neste contexto, € de extrema importancia o desenvolvimento de metodologias
alternativas que recorram a dispositivos contendo materiais com propriedades de sorgéo

e que promovam melhores eficiéncias de extracao.

1.3.2 Micro-extracdo adsortiva em barra (BAUE)

Por forma a colmatar as limitacdes de SBSE, nomeadamente em relacdo ao PDMS
e a fixacdo de matérias adsortivos na barra, foi proposto e desenvolvido a técnica de
micro-extracdo adsortiva, tendo sido adotadas duas configuracbes geométricas,
nomeadamente, em barra (BAUE) e em multi-esferas (MSAUE) — figura 1.9; ndo havendo

evidéncia de diferengas significativas entre um e outro formato geométrico [35].

Estes dispositivos sdo preparados manualmente por fixacdo térmica dos materiais
adsorventes ou com adesivos. A barra € preparada por cobertura de tubos cilindricos de
polipropileno (15 mm em comprimento e 3 mm em didmetro) com adesivos. As multi-
esferas sdo preparadas através da cobertura do material adsorvente de 5 a 10 esferas de
polistireno ligadas por um fio, seguido de tratamento térmico (2 horas), resultando em
esferas com didmetro de aproximadamente 2 mm. A quantidade de adsorvente fixado,
dependente do tipo de material de extracdo e da configuracdo adoptada, e pode ir de 1 a
5 mg. Estes dispositivos sdo colocados num vial de extragdo contendo a amostra
(normalmente com 20 a 30 mL) e auxilio de uma barra de agitacdo magnética de Teflon.
O mecanismo de agitacdo promove a flutuacdo da barra até que se atinja o equilibrio

(figura 1.10), sendo uma vantagem em relacdo ao SBSE.

Os materiais adsortivos disponiveis para esta técnica incluem carvoes ativados,
alumina, silica, polistireno-divinilbenzeno (PS-DVB), pirrolidona modificada e
polimeros a base de alumina e silica. Isto porque materiais solidos conseguem adsorver
facilmente moléculas polares, uma vez possuirem uma vasta area especifica e nanoporos
com sitios ativos, onde interacOes eletroestaticas e/ou dispersivas (propriedades de
“adsorg@o-dessor¢do”) ocorrem. Um bom exemplo sdo os carvdes ativados, que
apresentam superficies especificas que podem ir até aos 1500 m?(g, obtendo-se
capacidades adsortivas que vao desde os 100 aos 500 pg/mg, dependendo do pHpzc (pH
do ponto de carga zero) e da textura. Por outro lado, materiais poliméricos atuam do tipo

fase reversa, retendo os analitos de acordo com ligagdes n-m, ligagdes por pontes de
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hidrogeénio, interacBes dipolo-dipolo e interacGes idnicas, sendo a extracdo igualmente
condicionada pela &rea superficial e tamanho das particulas dos mesmos [29].

Por forma otimizar a extracao é necessario ter em conta parametros experimentais
como o tempo de equilibrio entre as fases, a velocidade de agitacdo e carateristicas da
matriz, isto é, o pH, polaridade e forca ionica.

Trabalhos recentes, desenvolvidos com recurso a esta técnica, permitem verificar
que apresenta excelentes resultados para a extragdo de uma gama alargada de compostos

(polares e apolares) numa variedade de matrizes aquosas [35,40-43].

Figura 1.9 — Representacdo esquematica e imagens BAUE (a) e MSAUE (b). Legenda: 1 — fase
extrativa; 2 — barra de polipropileno; 3 - fase extrativa; 4 — suporte de polipropileno; 5 — fita
adesiva; 6 — esfera de polistireno coberta com fase extrativa; 7 — fio.

Adaptado de [29].
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Figura 1.10 — Representacdes esquematicas e imagens exemplificativas de BAUE (a) e MSAUE
(b). Legenda: 1 — vortex; 2 — amostra; 3 — barra de agitagdo magnética de Teflon; 4 — vial de
extracdo; 5 — dispositivo de micro-extracdo em barra; 6 - dispositivo de micro-extracdo em
multi-esferas. Adaptado de [29]
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1.4 Tecnicas cromatograficas

De modo a proceder-se a identificacdo dos componentes de uma mistura, é
necessario realizar a separacdo dos mesmos com recurso a técnicas cromatogréaficas ou

eletroforese capilar.

1.4.1 Aspetos historicos

O termo “cromatografia” foi introduzido e utilizado pela primeira vez pelo botanico
russo Mikhail S. Tswett em1906 no jornal da sociedade alema de botanica. M.S. Tswett
aplicou a técnica para separar diversos pigmentos de plantas, principalmente clorofilas e
xantofilas, através da passagem de solu¢Bes numa coluna de vidro empacotada com
carbonato de sddio. As espécies separadas apareciam como bandas coradas na coluna
resultando assim o termo “cromatografia” escolhido para o método (do grego “chroma”

que significa cor e “graphein” que significa escrita) [44-46].

As técnicas cromatograficas tém-se imposto como principal técnica de separacéao
no Gltimo século devido a grande necessidade dos cientistas terem métodos capazes de
caracterizar diversos tipos de misturas complexas. A importancia destas técnicas foi
reconhecida pela atribuicdo do prémio Nobel da Quimica a dupla A.J.P. Martin e R.L.M.
Synge em 1952, pelo desenvolvimento teérico da cromatografia de particdo. Desde entéo,

a cromatografia tem tido um papel decisivo nas diversas descobertas cientificas realizadas

[6].

1.4.2 Discricdo geral e conceitos tedricos

Por forma a compreender o método cromatografico é necessario ter em conta uma
série de conceitos béasicos. Dado que existem atualmente dezenas de manuais que
descrevem os conceitos de cromatografia de forma exaustiva, nesta seccao apresentar-se-

a resumidamente alguns dos aspetos tedricos considerados mais relevantes [47—49].

A cromatografia engloba um conjunto de métodos de separagdo nos quais 0s
componentes duma mistura se distribuem entre duas fases, uma fase estacionaria solida
ou liquida (fixada numa coluna ou numa superficie sélida) através da qual é percorrida

por uma fase movel, que pode ser liquida, gasosa ou um fluido supercritico.
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A separacdo resulta das diferencas de velocidade dos componentes arrastados pela
fase movel, ocasionadas pelas diferentes interacbes com a fase estacionéria, promovendo
distribuicdes diferenciadas no equilibrio entre as fases movel e estacionaria. As
concentracgdes relativas de um componente na fase estacionaria (cs) e na fase movel (cwv)
relacionam-se através do coeficiente de distribuigdo (K), dado pela equacéo (2):

K== )

™M

Quanto maior for o valor de cs, maior serd o valor de K, significando que maior sera
a interacdo com a fase estacionaria. Os componentes com um valor de K elevado mover-
se-a0 mais lentamente ao longo da coluna, podendo assim ser separados dos componentes
com um valor de K mais baixo. Uma separacdo ndo pode ser efetuada sem haver
diferencas na distribuicdo entre os componentes. A migracao diferencial dependera,
portanto, das variaveis experimentais que afetam a distribuicéo, isto €, das carateristicas

das fases movel e estacionaria envolvidas, assim como de outros fatores experimentais.

Considerando uma mistura de dois componentes, a separacdo numa coluna so6 se
efetuard se forem diferencialmente retidos pela fase estacionaria, sendo necessarios
volumes diferentes de fase mével para eluir cada componente individualmente (figura
1.12).

Um composto nao retido serd eluido no tempo morto (tm), enquanto um composto
retido eluird posteriormente, atravessando a coluna num tempo de retencdo (tr) superior,
sendo o tempo de retengdo ajustado (t’r) 0 tempo que o composto despende na fase

estacionaria.

Uma medida do grau de retencdo € designada por fator de capacidade (k) que pode
ser calculado a partir da equacdo (3), desde que a velocidade de fluxo se mantenha

constante:

kl — tR— tm (3)

tm
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Resposta do detetor
-

Tempo

Figura 1.11 - Representagdo da eluicdo de dois componentes (A e B) e respetivos parametros de
retencdo. Adaptado de [49]

A separagdo de dois compostos adjacentes pode exprimir-se através do fator de
separacgdo ou de seletividade (o), que esta relacionado com a fase estacionéria e condi¢des
de operacéo, traduzindo-se pela razdo entre os fatores de capacidade de dois compostos

adjacentes, equacéo (4):

k’B

a = — 4)

k4

Sendo a cromatografia um fendmeno de transferéncia de massa, a eficiéncia de uma
coluna cromatogréafica pode ser expressa pelo nimero de pratos teéricos (N), grandeza
que exprime o numero de equilibrios que ocorrem durante a separagdo, sendo tanto maior
quanto maior for N, e que pode ser calculada pela equacéo (5), em que W € a largura da

base de um pico simétrico:

N =16 x (tv—‘;)2 (5)
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O objetivo das aplicagcbes cromatograficas consiste em separar todos 0s
componentes de uma dada mistura, sendo a medida de separagdo entre dois compostos
designada por resolucdo (Rs). Desta forma, pode recorrer-se a uma expressao que exprime
a Rs em termos dos trés fatores fundamentais, ou seja, seletividade (o), fator de

capacidade (k’) e eficiéncia (N), como é ilustrado na equagéo (6) [47-49]:

Ry = W (52) (e ®

(krp+1)

Qualquer pico com formato gaussiano ocorre separacdo completa ou resolugéo

entre eventuais picos adjacentes sempre que Rsseja superior ou igual a 1,5.

Genericamente, as técnicas cromatograficas podem ser classificadas relativamente
a forma fisica pelo qual as fases movel e estacionaria entram em contacto. Isto é, numa
forma planar, no qual a fase mével € mantida num prato ou numa folha de papel e a fase
movel move-se pela fase estacionaria por capilaridade ou gravidade, ou em coluna, no
qual a fase movel é mantida num tubo estreito pelo qual a fase mével é forcada a passar
sob pressdo. No entanto, outra classificacdo é possivel, tendo em consideragdo trés
critérios, nomeadamente a natureza fisica da fase mdvel, o suporte da fase estacionaria e

a natureza do mecanismo de separacéo.

1.4.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Na cromatografia liquida em coluna classica, 0 movimento da fase mével ocorre
por acdo da gravidade, sendo a separacdo lenta. No entanto, com recurso a moderna
instrumentacdo cromatogréfica, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

permite alcancar melhor resolucdo para além da maior rapidez associada.

Os componentes basicos de um sistema de HPLC s&o constituidos por uma bomba
que propulsiona o eluente proveniente de reservatorios, um sistema de injecdo para a
introducdo da amostra, uma coluna para separacdo e um detetor que permite registar a
separacdo, controlados com recurso a software, permitindo analise qualitativa e

quantitativa dos analitos em estudo.
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A figura 1.12 ilustra um esquema simplificado de um sistema de HPLC
convencional. Utilizam-se ainda diversas vezes, como acessorios, coletores de fracbes e

dispositivos para condicionamento da coluna.

Figura 1.12 - Esquema simplificado de um sistema de HPLC convencional. Legenda: 1 —
Reservatorio de fase mével; 2 — Desgaseificador; 3 — Bomba; 4 — Amostrador automatico e
injetor; 5 — Coluna; 6 — Detetor; 7 — Coletor; 8 — Sistema de aquisicao de dados.
Adaptado de [50]

Na HPLC, o(s) reservatorio(s) para a fase movel devem ser o mais inertes possiveis,
equipados com um sistema que permita desgaseificar a fase mével, uma vez que a analise

pode ser prejudicada pela presenca de gases dissolvidos.

As analises cromatograficas por HPLC podem ser efetuadas mantendo a
composic¢do da fase movel constante ou varidvel, designando-se por eluicdo isocratica ou
por gradiente, respetivamente. A fase movel € impulsionada por uma bomba, sendo as
reciprocas as mais vulgares, podendo o sistema de funcionamento ser isocratico, binario

ou quaternario.
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No sistema de injecdo, a amostra é introduzida com o auxilio de uma seringa
convencional e valvulas especiais que permitem grande precisdo e exatiddo. Existem dois
modos de inje¢do, 0 modo de inje¢do “stop-flow” e o modo de inje¢do que consiste no

sistema de “loop”, mais vulgarmente usado, encontrando-se na atualidade automatizado.

E nas colunas cromatogréficas que ¢ efetuada a separacéo dos analitos da amostra.
As colunas utilizadas em HPLC sdo vulgarmente em aco inoxidavel contendo um
enchimento com particulas de didmetro compreendido entre 3 € 5 pum. As colunas
analiticas usuais tém cerca de 5 a 25 cm em comprimento e 3 a 5 mm de didmetro interno.
Dependendo do tipo de analise ou amostras a estudar, sdo por vezes usadas pré-colunas
colocadas a entrada da coluna analitica, que tém como finalidade aumentar o tempo de
vida da mesma, retendo eventuais impurezas. Consoante a polaridade das particulas
usadas no enchimento das colunas, estas podem ser classificadas em fase normal para um
enchimento com particulas de carateristicas mais polares, e em fase reversa, para
particulas com carateristicas apolares, sendo as Ultimas as mais vulgarmente usadas e, na

sua grande maioria, constituidas por metil, octil e octadecilsilica.

Os compostos separados na coluna cromatografica sdo posteriormente detetados
por um dispositivo adequado. Ha uma grande variedade de sistemas de detecdo que se
baseiam tanto em propriedades fisicas como nas propriedades quimicas dos solutos,
podendo ainda basear-se na variacdo das propriedades fisicas da fase mével como €, por
exemplo, o indice de refracdo. Um dos detetores mais comuns em HPLC € o ultravioleta-
visivel (UV/vis), podendo operar com comprimento de onda variavel ou multiplo.
Ultimamente, o recurso a detetores por rede de diodos (DAD), cujo principio de
funcionamento permite o varrimento espetral em simultaneo, obtendo-se vantagens
qualitativas, em particular para identificacdo. Outros detetores muito usados séo a

fluorescéncia, eletroquimico, condutividade e, na atualidade, o acoplamento a MS.

1.5 Objetivos

O presente trabalho tem como principal finalidade o desenvolvimento de um
método analitico alternativo e ambientalmente viavel para a determinacéo vestigial de T,
E e consequente razdo T/E em contexto de controlo anti-doping. Para tal, considera-se 0s

seguintes objetivos:
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Aplicacdo da técnica de micro-extracdo adsortiva em barra, seguida de
retro-extracdo liquida e analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia
com detecao por rede de diodos (BAUE-LD/HPLC-DAD);

Avaliacéo e selecdo do material adsortivo (carvdes ativados ou polimeros)
para a extracdo dos analitos de interesse em alternativa ao PDMS usado em
SBSE;

Otimizacdo e validacdo da metodologia desenvolvida;

Aplicacdo do método analitico em matrizes de urina;

Comparacdo da metodologia desenvolvida com outras técnicas vigentes,

nomeadamente SBSE.
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2.Parte experimental

2.1 Reagentes, materiais e amostras

O metanol (MeOH, 99,8 %) e acetonitrilo (ACN, 99,8 %) foram obtidos da Fisher
(R.U.). O cloreto de sodio (NaCl, 99,5 %) foi adquirido da Merck (Alemanha), o
hidroxido de sddio (NaOH, 98,0 %) foi obtida da AnalaR (BDH Chemicals, R.U.) e 0
4cido cloridrico (HCI) a 37 % foi fornecido pela Panreac (Espanha). Agua ultra-pura foi
obtida pelo sistema de purificacdo de agua Milli-Q (Milipore, Bedford, MA, E.U.A.).

Os ACs comerciais em p6, CN1 (AC1; area superficial: 1400 m?/g; pHpzc: 6,4), CA1l
(AC2; érea superficial: 1400 m?/g; pHpz: 2,2), SX1 (AC3; area superficial: 900 m?/g;
PHpzc: 8,4), SX Plus (AC4; area superficial: 1100 m?/g; pHpz: 7,5) e B TEST EUR (AC5;
area superficial: 1500 m?/g; pHp.: 8,5) foram fornecidos pela Cabot Norit (Texas,
E.U.A)) e cedidos pela Salmon & Cia. Lda. (Portugal). O co-polimero modificado de
pirrolidona e divenilbenzeno de fase reversa Strata™-X (P1; tamanho das particulas: 33
pm; tamanho dos poros: 85 A; area superficial: 800 m?/g; estabilidade de pH: 1-14) foi
fornecido pela Phenomenex (Torrance, CA, E.U.A.). O co-polimero de divinilbenzeno e
pirrolidona de troca cationica Oasis® MCX (P2; tamanho das particulas: 60 pm; tamanho
dos poros: 80 A; area superficial: 830 m?/g; estabilidade de pH: 0-14) e o co-polimero de
divinilbenzeno e pirrolidona de troca anionica Oasis® MAX (P3; tamanho das particulas:
30 pm; tamanho dos poros: 80 A; area superficial: 830 m?/g; estabilidade de pH: 0-14)
foram adquiridos da Waters (Franklin, MA, E.U.A)). O polimero de estireno-
divinilbenzeno (DVB) Strata® SDBL (P4; tamanho das particulas: 100 um; tamanho dos
poros: 260 A; area superficial: 500 m?/g; estabilidade de pH: 1-14) e o polimero com
ciano Strata® CN (P5; tamanho das particulas: 55 pm; tamanho dos poros: 70 A; érea
superficial: 500 m?/g; estabilidade de pH: 1-14) foram fornecidos pela Phenomenex
(Torrance, CA, E.U.A).

Os padroes de testosterona (T, 99 %, Sigma-Aldrich, Alemanha) e epitestosterona
(E, 99 %, Narl, Austria) foram fornecidos pelo laboratério de analises de dopagem

(Instituto Portugués do Desporto e Juventude, I. P.).

Foi utilizado uma micro-pipeta de 5 mL (VWR International, Portugal), micro-
seringas de 10, 50, 200 e 500 pL (Hamilton, E.U.A.), vials de vidro de 2 e 25 mL (VWR
International, Portugal) e respetivas tampas e encapsuladores (Agilent Technologies,
Alemanha) e barras de agitacdo de teflon (Gerstel, Alemanha). Foram ainda usados

materiais comuns de laboratério.
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As amostras de urina foram obtidas pela manhd, de um homem saudavel com 25
anos (amostra A) e de um homem saudavel de 26 anos (amostra B). Foram depois filtradas
com recurso a filtros de papel qualitativo com 125 mm de diametro (Cat No 1001 125,
Whatman™, R.U.) e guardada a 4°C. As amostras foram analisadas no mesmo dia em

que foram obtidas.

2.2 Instrumentacao

Os estudos foram realizados com recurso a um sistema cromatografico de HPLC,
LC Agilent série 1100 (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemanha), equipado com um
desgaseificador a vacuo (G1322A), amostrador automatico (G1313A), compartimento de
coluna com termostato (G1316A), bomba quaternéria (G1311A) e detetor por rede de
diodos (G1315B). A analise foi efetuada numa coluna Tracer Excel 120 ODS-A, 150 mm
x 4.0 mm, com tamanho das particulas de 5 um (Teknokroma, Espanha). A aquisicao de
dados e o controlo instrumental foi efetuado com recurso ao software LC3D ChemStation
(versdo Rev.A. 10.02[1757], Agilent Technologies).

Usou-se ainda uma balanca analitica (Mettler Toledo AG135, Suica), uma placa de
agitacdo multipla com quinze posic6es (Variomag H+P Labortechnik AG Multipoint 15,
Alemanha), um banho de ultrassons equipado com termostato (Branson®3510 E-DTH,
EUA), um vortex (Velp, Itdlia), evaporadores (Sigma-Aldrich, Alemanha) e um medidor
de pH (Metrohm 744, Suica).

2.3 Método experimental

2.3.1 Preparacao das solucgdes padréo

As solugdes stock individuais de T e E (1 g/L) foram preparadas em MeOH e
guardadas a 4°C. Os padrdes mistura de 1 mg/L foram preparados diariamente em MeOH
e usadas para 0s ensaios de adicdo de padrdo. Para a calibracdo instrumental e validacéo
do método, foram usados padr@es mistura preparados atraves das solugdes stock

dissolvidas em MeOH.
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2.3.2 Condig0es instrumentais

As analises foram realizadas por HPLC-DAD recorrendo-se ao seguinte gradiente
de separagdo: 0 min: MeOH:H>0 (50:50, v:v); 0-30 min: MeOH:H-0 (53:47, v:v); 30-35
min MeOH:H>O (50:50, v:v). O volume de injecdo selecionado foi 15 pL com uma
velocidade de injecdo de 200 pL/min. O fluxo de fase mdvel foi 0,8 mL/min e o

comprimento de onda (A) selecionado foi 247 nm.

2.3.3 Calibracéao instrumental

Para efeitos de identificacdo, recorreu-se aos parametros de tempo de retencéo e
espetros do UV/vis das amostras puras contendo ambos os compostos. De forma a obter
os limites de detecdo (LOD) e de quantificacdo (LOQ) instrumentais, realizou-se
diluicBes sucessivas de uma solucdo de mistura de padrdo até se obter uma razéo

sinal/ruido de 3:1 e 10:1, respetivamente.

Para a obtencdo das curvas de calibracdo e respetivo estudo da linearidade,
preparou-se padrdes com 12 niveis de concentracdo (150, 200, 400, 600, 800, 1000, 1200,
1400, 1600, 1800, 2000 e 2200 pg/L). Estes padrdes foram preparados a partir das
solugdes stock de mistura de 10 e 1 pg/L, e os estudos realizados foram sempre em

triplicado.

2.3.4 Preparacdo das barras de BAPE

As barras de extracdo adsortiva foram preparadas no laboratério conforme descrito
anteriormente [35]. Estas consistem em cilindros em polipropileno (15 mm de
comprimento e 3 mm de diametro) revestidos com adesivo, sendo de seguida cobertas
com os adsorventes (carvdo ativado ou polimero). Antes da utilizacdo, as barras eram
previamente condicionadas em agua ultra-pura sob agitacdo durante 10 minutos,

repetindo-se este passo duas vezes.

2.3.5 Ensaios de otimizacao e validagao

Os ensaios de otimizacdo e validagdo foram efetuados medindo 25 mL de agua
ultra-pura para um vial de vidro apropriado, colocando-se de seguida a barra de extracado
e uma barra magnética, sendo selado com recurso a um encapsulador. Posteriormente, a
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solucgéo aquosa era fortificada com 200 pL da solucdo padrdo mistura de modo a obter
uma concentracdo final de 8 pg/L. A extracdo era promovida atraves da agitacdo da barra
magnética durante um determinado periodo de tempo a temperatura ambiente. Apds a
extracao, o vial era aberto, retirava-se a barra de extracéo e colocava-se num vial de vidro
(2 mL) contendo 1,5 mL de solvente orgénico, de modo a efetuar a retro-extragdo com
auxilio de tratamento ultrassonico. A barra era retirada do vial, com recurso a uma pinga
limpa, e 0 extrato organico era evaporado até a secura sob corrente suave de azoto (< 99,5
%). Os analitos eram seguidamente redissolvidos em 200 pL de MeOH e o vial selado.
Por fim, o vial era colocado no amostrador automatico para posterior analise por HPLC-
DAD.

Por forma a otimizar a eficiéncia da extracdo, estudaram-se diversos parametros,
seguindo uma estratégia de otimizacdo univariavel (OVAT, [25]), de acordo com
trabalhos realizados anteriormente [20,21,32,35]. Desta forma, os ensaios de otimizagédo
foram realizados tendo em conta o solvente para dessorcdao (MeOH, ACN, MeOH:ACN
(50:50, v:v)), o tempo de dessorcdo (15, 30, 45 e 60 min), a velocidade de agitacéo (750,
1000 e 1250 rpm), o tempo de extracédo (1, 2, 3e 16 h), pH (2, 5,5, 8 e 12), o modificador
organico (0, 5, 10,15 e 20 % em MeOH, v:v) e a forga idnica (0, 5, 10,15 e 20 % em NaCl,

p:v) da matriz.

Para avaliar as eventuais perdas dos analitos por evaporacao foram medidos 200 pL
de solvente organico para um vial, tendo o solvente sido fortificado com 3 niveis de
concentracdo (500, 1000 e 1500 pg/L) usando uma solucdo mistura contendo os dois
analitos. Realizou-se um tratamento ultrassonico durante 15 min, ap6s o qual as amostras
eram levadas a secura por evaporacao sob corrente suave de azoto, sendo de seguida
redissolvidas em 200 pL de MeOH. Todos os ensaios foram realizados em triplicado,

tendo-se efetuado igualmente ensaios em branco, ou seja, sem fortificacdo da amostra.

Para os estudos de validacdo do método, efetuaram-se ensaios com diferentes niveis
de fortificacdo (1,4 — 16 pg/L), seguindo-se o procedimento anteriormente descrito em
condicBes otimizadas. Para os calculos das recuperacGes (anexo Il), foi feita a
comparacdo das areas dos picos obtidas em cada ensaio com as dos picos dos padrdes

controlo.
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2.3.6 Ensaios de aplicacdo a amostras de urina

Depois de obtidas as amostra de urina, procedeu-se a hidrolise acida dos compostos
presentes nas mesmas. Para este prepdsito, num baldo de vidro, adicionou-se 30 mL de
amostra, 20 mL de HCI (2 M) e uma barra de agitagcdo. O bal&o de vidro era colocado
num banho de areia (80°C), até cobrir metade da superficie do mesmo. A hidrdlise foi
efetuada durante 4 horas. O baldo de vidro era entdo retirado do banho de areia e
adicionado aproximadamente 25 mL de NaOH 1 M (dependendo da amostra) até o pH 6-
7. Perfez-se o0 volume com &gua ultra-pura até 90 mL. Recorreu-se a calibracdo pelo
método da adicdo de padrdo (SAM) para quantificacdo dos esterdides em estudo (T e E)

nas amostras reais.

Em cada ensaio, por forma a extrair os analitos de interesse, 3 mL da solugéo de
urina hidrolisada e 22 mL de &gua ultra-pura eram adicionados num vial de vidro
apropriado, fortificados com 200 uL da solucdo padrdo mistura para a concentracdo
desejada (4 - 16 pg/L), seguindo-se o procedimento descrito anteriormente sob condicdes
experimentais otimizadas. Ensaios em branco foram igualmente realizados com as

amostras reais utilizando o procedimento descrito, sem fortificagéo.
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3.1 Condigdes instrumentais

O primeiro passo do presente trabalho consistiu em estabelecer as condigdes
instrumentais adequadas. Para tal, recorreu-se a soluc@es individuais de T e E, e solucao

mistura de ambos 0s compostos, contendo 1 mg/L (em MeOH).

Para se proceder a identificacdo de compostos por HPLC-DAD € necessario ter em
conta os tempos de retencdo de cada composto assim como o0s espetros do UV/vis dos
mesmos. Deste modo, e tendo em conta a literatura, definiu-se que o comprimento de
onda a usar seria 245 nm para os dois compostos [20,51]. No entanto, depois de analisados
os espetros do UV/vis dos analitos com interesse (anexo 1), observou-se que ambos
possuem uma absorvancia maxima aos 247 nm, ficando definido este comprimento de

onda a usar ao longo do trabalho.

Para o estudo dos tempos de retencdo dos compostos foi necessario determinar
diversos parametros experimentais, nomeadamente a composicdo e fluxo de fase movel,
e volume e velocidade de injecdo. Tendo em conta trabalhos anteriormente realizados
[20], sabia-se que para o tipo de coluna usada neste trabalho (fase reversa), uma fase
movel de 60:40 (MeOH:H>0, v:v) com um fluxo de 0,5 mL/min poderia fornecer uma
separacao satisfatoria dos compostos em interesse. Foi demostrado que para se conseguir
uma resolucdo razoavel e analise rapida dos compostos, assim como picos com formato
gaussiano, a melhor solucdo seria usar um gradiente de fase movel, tal como descrito no
ponto 2.3.2. Isto porque estes compostos, como sdo epimeros um do outro, a separacdo
isocratica é bastante dificultada. Assim, usando um gradiente de fase movel, estes analitos
ficam retidos na coluna quando a concentracdo em MeOH é de 50 %, eluindo
progressivamente quando ocorre um aumento em MeOH. Por forma a acelerar as analises
cromatograficas, aumentou-se o fluxo de fase mével para 0,8 mL/min, tendo-se obtido

boa resolucao.

O volume é um parametro importante para a determinacao dos limiares analiticos,
sendo decisivo para a sensibilidade instrumental do trabalho, pois de uma forma geral,
quanto maior o volume de injecdo, maior é a sensibilidade. Contudo, quando o volume é
demasiado elevado, a coluna pode ficar sobrecarregada, podendo levar ao alargamento
dos picos, resultando marioritariamente em fronting dos picos, e em alguns casos, em
fendmenos de tailing dos mesmos [52]. Segundo trabalhos ja publicados [20], fixou-se

um volume de injecdo de 20 pL e uma velocidade de inje¢do de 200 pL/min. No entanto,
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0s picos obtidos eram bastante largos e com um topo ligeiramente achatado. Por forma a
contornar este problema, diminuiu-se o volume de injecdo para 15 pL, obtendo-se boa

sensibilidade e largura aceitavel das bandas.

Despois de fixadas as condigdes instrumentais, a separacao é efetuada em menos
de 25 minutos para ambos 0s compostos (figura 3.1).

0 5 10 15 20 25 30 35
Tempo (Mmin)

Figura 3.1 - Cromatograma obtido por HPLC-DAD relativo a misturade T e E (1 mg/L) em
condigBes instrumentais otimizadas.

De modo de determinar a precisdo instrumental, injetou-se seis vezes consecutivas
0 padrdo de mistura (1 mg/L), tendo-se procedido a analise por HPLC-DAD. A precisdo
analisada diz respeito ao desvio padréo relativo (RSD) das areas dos picos obtido para
ambos 0s compostos nas seis injecbes. O RSD obtido foi inferior a 2,4 % para ambos

compostos.

Os limites de detecdo (LOD) e de quantificacdo (LOQ) foram igualmente obtidos a
partir de diluigdes sucessivas do padréo de mistura (1 mg/L) inicial até se obter uma razéo
sinal/ruido de 3:1 e 10:1, respetivamente. A linearidade experimental foi estabelecida
usando-se solucdes padrdo com doze niveis de concentracdo, compreendidas entre 150,0

e 2200,0 pg/L, e analisados em triplicado. A aplicacdo do método dos minimos quadrados
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aos dados obtidos permitiu calcular as equacGes da reta e os coeficientes de determinagéo

para cada composto (figura 3.2).
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Figura 3.2 - Curvas de calibracdo instrumental obtidas para T e E.

Os resultados obtidos demostram excelente gama de linearidade, obtendo-se

coeficientes de determinacéo de 0,9971 e 0,9979 para T e E, respetivamente (tabela 3.1).

Tabela 3.1 — Tempos de retencdo (tr), limites de dete¢do (LOD) e de quantificacdo (LOQ), gama
linear e coeficiente de determinacdo (r?) para T e E analisados por HPLC-DAD.

tr LOD LOQ Gama Linear
Compostos ) r2
(min) (Hg/L) (Hg/L) (Ho/L)
T 14,8 30 100 150,0 — 2200,0 0,9971
E 22,4 40 132 150,0 — 2200,0 0,9979

Verifica-se assim que a resposta instrumental ¢ a adequada no sentido de

desenvolver a metodologia que se propde.
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3.2 Selecéo do sorvente para BAUE

Apobs a calibracdo instrumental, procedeu-se a selecdo do sorvente a ser usado para
micro-extracdo dos compostos alvo em estudo. Neste sentido, foram selecionados cinco

polimeros e cinco carvdes ativados para serem testados como fases extrativas.

Os ensaios foram realizados em triplicado para cada material sorvente, usando-se
condi¢des experimentais padrdo (extracdo: 3 h (1000 rpm), pH 5,5; retro-extracéo:
MeOH:ACN (1:1, v:v; 1,5 mL), 30 min sob tratamento ultrassonico).

Tendo em conta a figura 3.3, verifica-se que o AC que apresentou melhores
resultados foi AC1, permitindo obter recuperacGes de 72,4 e 74,5 % para T e E,
respetivamente. Este resultado pode dever-se as propriedades deste material sorvente que
apresenta pHpzc idéntico ao valor de pH empregue nestes ensaios, assim como uma
elevada area superficial. Ou seja, a pH 5,5 a area superficial deste material encontra-se
marioritariamente neutra, potenciando interacfes eletroestaticas e/ou dispersivas com 0s
compostos em estudo [41], que ndo se encontram ionizados [56]. Este facto parece
igualmente explicar as elevadas eficiéncias de extracdo de AC2, que também apresenta
pPHpzc similar, mas menor area superficial, culminando em menor recuperacéo que ACL.
Por outro lado, embora os restantes ACs apresentem elevadas areas superficiais,
encontram-se parcialmente carregados positivamente ou negativamente para o valor de
pH dos ensaios, e por conseguinte, dificultando as interacGes eletroestaticas e/ou

dispersivas com 0s compostos em estudo [41].

Por observacdo da figura 3.4, verifica-se que P1 foi o polimero que apresentou
melhores resultados, permitindo obter recuperacGes médias de 73,1 e 69,5 % para T e E,
respetivamente. Os materiais poliméricos atuam, neste caso, com interag¢6es do tipo fase
reversa [41], retendo os analitos de acordo com ligagdes n-mt, por pontes de hidrogénio,
interacdes dipolo-dipolo, hidrofébicas e/ou idnicas [29]. Neste caso, P1 parece interagir
com os compostos analisados por pontes de hidrogénio e interagcdes hidrofobicas, pois
ambos encontram-se neutros no pH empregue nos ensaios, podendo ocorrer interacdes
por pontes de hidrogénio entre a pirrolidona do material polimérico e o grupo hidroxilo
(OH) na posicéo C17, assim como intera¢@es hidrofébicas entre o anel benzénico em P1
e 0s anéis ciclopentano e ciclohexano dos analitos em estudo (figura 1.3). No que diz
respeito a P2 e P3, embora sejam constituidos pelo mesmo material polimérico que P1, o

primeiro apresenta propriedades cationicas, e 0 segundo propriedades anidnicas,
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dificultando as interacdes hidrofobicas entre as fases. P4, por possuir area superficial mais
baixa que as anteriores, pode explicar eficiéncias de extracdo igualmente mais baixas,
apresentando igualmente carateristicas bastante hidrofdébicas, ndo permitindo ligacdes por
pontes de hidrogénio com o grupo hidroxilo (OH) na posicdo C17 de T e E (figura 1.3).
Por outro lado, P5 apresenta recuperac@es baixas provavelmente devido a sua menor area
superficial, como também devido ao facto dos grupos ciano serem bastante polares,

dificultando interacdes hidrofébicas com os analitos em estudo.

ACl1 mAC2 mAC3 mAC4 mACS5
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Figura 3.3 — Percentagem de recuperacdo de T e E nos diferentes ACs como fases sorventes.
Condices do ensaio: 25 mL de &gua ultra-pura fortificada com 8 pg/L; extragdo: 3 h (1000
rpm), pH 5,5; retro-extracdo: MeOH:ACN (1:1, v:v; 1,5 mL), 30 min sob tratamento
ultrassonico; anlise realizada por HPLC-DAD.
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Figura 3.4 - Percentagem de recuperacéo de T e E nos diferentes polimeros como fases
sorventes. CondicOes do ensaio: 25 mL de &gua ultra-pura fortificada com 8 pg/L; extracdo: 3 h
(2000 rpm), pH 5,5; retro-extracdo: MeOH:ACN (1:1, v:v; 1,5 mL), 30 min sob tratamento
ultrassonico; andlise realizada por HPLC-DAD.

Recuperacao (%)

De modo a selecionar qual o material sorvente (P1 ou AC1) a ser utilizado para o
restante trabalho, realizaram-se ensaios em triplicado com estas fases, usando as mesmas

condicBes experimentais, a excecao do tempo de extracdo, que passou de 3 para 16 horas.

Verificou-se ainda que ambos 0s materiais adsorventes apresentavam niveis de
recuperagdo muito semelhantes para T e E, demonstrando que diversas formas de
interacd0 com 0s materiais sorventes podem ocorrer, dependendo essencialmente das
propriedades das fases extrativas, dos analitos com interesse e do pH da matriz. P1
permitiu obter uma recuperacdo de 93,9 e 87,8 % para T e E, respetivamente. AC1

permitiu obter uma recuperacdo de 88,8 € 92,9 % para T e E, respetivamente (figura 3.5).

Neste sentido, optou-se por continuar a otimizacdo da extracéo e o restante trabalho
com recurso a P1, uma vez este apresentar um RSD de 0,6 e 0,9 %, enquanto o AC1

apresentava um RSD de 6,1 e 7,4 % para T e E, respetivamente.
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Figura 3.5 - Percentagem de recuperagdo de T e E usando AC1 e P1 como fases sorventes.
Condicoes do ensaio: 25 mL de agua ultra-pura fortificada com 8 pg/L; extracdo: 16 h (1000
rpm), pH 5,5; retro-extragdo: MeOH:ACN (1:1, v:v; 1,5 mL), 30 min sob tratamento
ultrassonico; andlise realizada por HPLC-DAD.

3.3 Processo de otimizagdo de BApE(P1)-LD

No sentido de avaliar a influéncia de diversos pardmetros experimentais, foram

estudados os seus efeitos tanto a nivel da extragdo como da retro-extragdo [31-33,35, 43].

3.3.1 Otimizacgdo da retro-extragdo

Os parametros que podem influenciar a dessor¢éo liquida s&o o tipo de solvente e 0

tempo de retro-extracdo, e o efeito de evaporacao e de memoria [31-33,35,43].

3.3.1.1 Efeito do tipo de solvente

O solvente de retro-extracdo deve ter a capacidade de quebrar as interagdes entre a
fase extrativa dos dispositivos e os analitos, sem danificar a primeira, permitindo a

transferéncia completa dos mesmos para a fase organica [21,43,52,54].
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No sentido de analisar qual o melhor solvente para retro-extracao, testou-se MeOH,
ACN e mistura de MeOH:ACN (50:50, v:v), seguindo-se o protocolo do ponto 2.3.5 em

condicdes experimentais padrao.

Os resultados obtidos mostravam que usando ACN como solvente de retro-extragdo
se conseguia uma melhor recuperagéo para T, ndo existindo diferencas significativas para
a extracdo de E usando os diferentes solventes para retro-extracédo (figura 3.6). A partir
destes resultados, 0 ACN foi selecionado como solvente para retro-extracdo para a
continuidade do trabalho, sendo espectavel, pois é essa a recomendacgdo do fabricante
para a recuperagdo dos compostos retidos na fase extrativa empregue [55].

B ACN MeOH:ACN (50:50, v:v) MeOH
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Figura 3.6 - Percentagem de recuperacgdo de T e E usando diferentes solventes de retro-extracao.
Condicoes do ensaio: 25 mL de &gua ultra-pura fortificada com 8 pg/L; extragdo: 3 h (1000
rpm), pH 5,5; retro-extragdo: 1,5 mL, 30 min sob tratamento ultrassonico; analise realizada por
HPLC-DAD.

3.3.1.2 Efeito do tempo de retro-extragdo

A retro-extracdo implica a transferéncia quantitativa dos analitos da fase extrativa
para o solvente orgénico, pelo que o tempo de atuacdo deve de ser o suficiente para que
seja completa, evitando assim fendmenos de memoria. Neste sentido, estudou-se o efeito
da dessor¢édo liquida ao fim de 15, 30, 45 e 60 minutos sob tratamento ultrassénico,

usando ACN como solvente de retro-extragéo (figura 3.7).
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Figura 3.7 - Percentagem de recuperacéo de T e E usando diferentes tempos de retro-extracédo.
Condices do ensaio: 25 mL de agua ultra-pura fortificada com 8 pg/L; extracdo: 3 h (1000
rpm), pH 5,5; retro-extracdo: ACN (1,5 mL); anélise realizada por HPLC-DAD.

Os resultados mostram que retro-extragcdo durante 15 e 60 minutos apresentam as
recuperagdes mais baixas para os dois analitos., sugerindo que 15 min de retro-extracédo
ndo era tempo suficiente para quebrar a maioria das ligacdes entre 0s compostos e 0
dispositivo, com passagem para a fase orgénica. Por outro lado, 60 min de tratamento
ultrassénico aumenta a temperatura dos vials, podendo levar a degradacéo do dispositivo,
originando menores recuperacfes [35]. No entanto, sonificacdo durante 30 e 45 min
apresentaram melhores resultados de recuperacdo para a T e E. Neste sentido, optou-se
por selecionar uma retro-extracdo liquida de 30 min para o restante trabalho uma vez, (i)
a diferenca das percentagens de recuperacdo de T entre 30 e 45 min ser maior do que para
E para 0 mesmo tempo; (ii) o0 RSD ser maior para a recuperacdo de ambos os analitos
com retro-extracdo durante 45 min; (iii) pretende-se tornar a analise o mais célere

possivel.

3.3.1.3 Efeito de evaporacéo

Durante o processo de evaporacdo a secura de solvente de retro-extragcdo e

subsequente redissolucdo em solvente adequado a injecdo em HPLC-DAD, é possivel
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ocorrer perdas de analitos, principalmente dos compostos mais volateis. Apesar dos
analitos em estudo ndo serem considerados volateis, realizou-se o estudo em triplicado
usando solucBes mistura dos analitos com trés niveis de concentracdo (500, 1000 e 1500
pg/L), conforme descrito no ponto 2.3.5. Da analise por HPLC-DAD, verificou-se a
auséncia de perdas dos analitos em estudo nos trés niveis de concentracdo estudados, e
assim sendo este ndo é o passo limitativo da metodologia. Por conseguinte, este

procedimento foi usado em todas as experiéncias seguintes.

3.3.1.4 Efeito de memdria

O efeito de memdria pode dever-se a escolha de um solvente de retro-extragdo
inadequado e/ou de um tempo de dessorgéo insuficiente. No sentido de verificar que o
solvente e o tempo de retro-extracdo selecionados permitem uma dessor¢do completa dos
analitos, efetuou-se uma segunda retro-extracdo. Esta consistiu em colocar o dispositivo,
apos a primeira retro-extracdo, num novo vial, adicionar 1,5 mL do solvente de retro-
extracdo (ACN) e submeter durante mais 15 min a um tratamento ultrassonico. Da analise
por HPLC-DAD desta segunda retro-extragdo nao se observaram sinais dos analitos em
estudo, ou seja, sendo mesmo abaixo dos LOD instrumentais. Assim sendo, o solvente e
tempo de retro-extracdo estabelecidos anteriormente revelaram-se adequados para uma

dessorcao eficaz.

3.3.2 Otimizacao de BAPE(P1)

Depois de otimizado o processo de retro-extracdo, procedeu-se a otimizacdo da
extracdo por BAPE. Os parametros analisados que podem influenciar este tipo de
extracdo sdo: o tempo de equilibrio, velocidade de agitacdo, pH da matriz, modificador
organico e forca idnica [25,29,31-33,43].

3.3.2.1 Efeito da velocidade de agitagdo

A velocidade de agitacdo promove a transferéncia de massa dos analitos presentes

na matriz para a fase extrativa da barra. Este parametro é estudado uma vez poder acelerar
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a extracdo, ou seja, a cinética de equilibrio entre as fases. Este facto pode ser explicado
pela diminuicdo da espessura da camada limite entre a barra de agitacdo e a solucdo
matriz. No entanto, velocidades muito elevadas podem ter um efeito nulo ou negativo na
extracdo, devido a falta de homogeneidade na agitacdo e na formacéo de bolhas de ar

aquando da agitacdo [25,33].

Por forma a testar o efeito da velocidade na extracdo, estudaram-se trés velocidades
distintas, nomeadamente, 750, 1000 e 1250 rpm. De acordo com os resultados obtidos e
representados na figura 3.8, a velocidade de agitacdo de 1000 rpm foi a que apresentou
as melhores recuperacfes médias tanto para T como para E, tendo sido selecionada para

o restante trabalho.
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Figura 3.8 - Percentagem de recuperagéo de T e E usando diferentes velocidades de agitacéo.
Condices do ensaio: 25 mL de &gua ultra-pura fortificada com 8 pg/L; extracdo: 3 h, pH 5,5;
retro-extracdo: ACN (1,5 mL), 30 min sob tratamento ultrassonico; analise realizada por HPLC-
DAD.

3.3.2.2 Efeito do tempo de equilibrio

A metodologia aqui desenvolvida é dependente do tempo que se demora a alcangar
o0 equilibrio de extracéo entre as fases em questdo. Na pratica, € o tempo que cada analito

demora a ser extraido da fase aquosa para a fase extrativa. Tanto este pardmetro como a
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velocidade de agitagéo estdo diretamente relacionados com o coeficiente de difusdo dos
compostos e consequentemente com a cinética do processo. Este pardmetro afeta a
velocidade de transferéncia entre as fases, uma vez que 0s compostos que apresentem
coeficientes de difusdo reduzidos necessitam de maior tempo para atingir o equilibrio
[25,33].

Por forma a estudar este parametro, realizaram-se extracdes com 1, 2, 3 e 16 horas.
Dos resultados obtidos (figura 3.9) é demonstrado que uma extracéo de 16 horas foi a que
apresentou melhor desempenho para os dois analitos em estudo, apresentando
recuperacdes médias de aproximadamente 90 %. Embora o tempo de extracao seja longo,

esta metodologia tem a vantagem de poder ser utilizada durante a noite.
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Figura 3.9 - Percentagem de recuperacdo de T e E usando diferentes tempos de equilibrio.
Condicoes do ensaio: 25 mL de &gua ultra-pura fortificada com 8 pg/L; extracdo: 1000 rpm, pH
5,5; retro-extragdo: ACN (1,5 mL), 30 min sob tratamento ultrassénico; andlise realizada por
HPLC-DAD.

3.3.2.3 Efeito de pH da matriz

O pH da matriz pode modificar os analitos ou as condi¢fes da amostra, podendo
influenciar o equilibrio [25,33]. Por forma a determinar se o pH da matriz tem influéncia
na recuperacdo dos analitos em questdo, estudaram-se quatro valores de pH: 2, 5,5, 8 e
12.
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Os resultados obtidos e reproduzidos na figura 3.10 mostram que o pH da matriz
nédo influencia significativamente a recuperagédo destes compostos, embora para valores
de pH mais extremos ocorresse um ligeiro decréscimo na recuperagdo, uma vez o adesivo
tender a degradar-se e a fase extrativa ndo se manter no tubo de polipropileno que o
suporta [35]. No entanto, este resultado era espectavel, uma vez tanto a T como a E ndo

serem especies ionizaveis [56].
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Figura 3.10 - Percentagem de recuperacdo de T e E usando diferentes valores de pH. Condigdes
do ensaio: 25 mL de &gua ultra-pura fortificada com 8 pg/L; extracdo: 16 h (1000 rpm); retro-
extracdo: ACN (1,5 mL), 30 min sob tratamento ultrassénico; analise realizada por HPLC-
DAD.

3.3.2.4 Efeito do modificador orgdnico

A adicdo de modificador organico € estudada nesta metodologia pois pode
minimizar a adsorgdo dos analitos as paredes do vidro, sendo MeOH o solvente mais
usado para determinar este efeito [25]. No entanto, a adi¢do deste pode aumentar a adi¢cdo
de solutos na fase aquosa, e assim, minimizar a eficiéncia na extracdo. Para compostos
com elevado log Kow (> 5,0) a adicdo de MeOH minimiza a adsor¢do dos analitos no
vidro do vial, enquanto que para compostos com log Kow mais baixo (< 2,5) a adi¢ao de

MeOH aumenta a solubilidade dos analitos na solucéo [25].
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Por forma a estudar a influéncia da adi¢cdo de modificador organico na eficiéncia de
extracdo, foram realizados ensaios com adicédo de 0, 5, 10, 15 e 20 % em MeOH (v/v) as
amostras de agua ultra-pura fortificada com os compostos. Os resultados mostram que o
aumento da adicdo de modificador organico diminui o desempenho da recuperacdo para
ambos os analitos (figura 3.11). Estes resultados demonstram que a adicdo de MeOH
aumenta a afinidade dos analitos para a matriz, dificultando assim a sua transferéncia para

o0 sorvente. Neste sentido, a adicdo de modificador organico foi desprezada.

MeOH, 0 % MeOH,5% ®MeOH, 10 % MeOH, 15% ™ MeOH, 20 %
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Figura 3.11 - Percentagem de recuperagdo de T e E usando diferentes niveis de modificador
organico. Condigdes do ensaio: 25 mL de agua ultra-pura fortificada com 8 pg/L; extragdo: 16 h
(1000 rpm), pH 5,5; retro-extracdo: ACN (1,5 mL), 30 min sob tratamento ultrassonico; analise

realizada por HPLC-DAD.
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3.3.2.5 Efeito da forga idnica

Para este tipo de metodologia a adi¢cdo de eletrdlitos fortes, como o NaCl, modifica
a forca ionica da matriz o que pode levar ao aumento ou diminuicdo da eficiéncia de
extracdo dependendo do tipo de compostos e da fase extrativa usadas. Para compostos
com um baixo log Kow a forca idnica, que é controlada normalmente pela adicdo de
NaCl, é deveras importante. Este procedimento pode promover o efeito de salting out,

pelo aumento da eficiéncia de extracdo dos compostos mais hidrofilicos [25,57].

Por forma a estudar este pardmetro foram realizados ensaios com adicdo de 0, 5,
10, 15 e 20 % de NaCl (p/v) em amostras de agua fortificada com os compostos. Seria de

esperar que a adicdo de sal aumentasse a eficiéncia de extragéo, pois tanto a T como a E
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(figura 1.3) apresentam carateristicas ligeiramente polares (log Kow de 3,27 para ambos
compostos [58]). No entanto, os resultados mostram que o aumento da adi¢do de sal inerte
diminui o desempenho de recuperacdo para ambos analitos (figura 3.12). Este fendmeno
pode ser explicado pela ocupacéo da area superficial da fase polimérica pelos ies de sal,

0 que diminui a area superficial disponivel para interagir com os analitos em estudo [57].

Concluiu-se que, para o presente trabalho, a adicdo de NaCl afeta ainda que
ligeiramente negativamente a eficiéncia de extracdo, sendo desprezada para o restante

trabalho.

m NaCl, 0% NaCl,5% mNaCl, 10 % Nacl, 15 % NacCl, 20 %

= I -
100
I I I I I I
0
T E
Figura 3.12 - Percentagem de recuperacdo de T e E usando diferentes niveis de forca ionica.
Condices do ensaio: 25 mL de &gua ultra-pura fortificada com 8 pg/L; extracdo: 16 h (1000

rpm), pH 5,5; retro-extragdo: ACN (1,5 mL), 30 min sob tratamento ultrassénico; analise
realizada por HPLC-DAD.
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A concluséo da otimizacéo dos parametros para esta metodologia permitiu obter as
melhores condi¢cBes para a extracdo e retro-extragdo dos analitos em estudo. Estas
encontram-se resumidas na tabela 3.2, sendo as condigdes empregues para os estudos

posteriores.
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Tabela 3.2 — Condi¢des otimizadas para o método desenvolvido por BApPE(P1)-LD/HPLC-DAD.

Condigdes experimentais otimizadas

Tempo de equilibrio (h) 16
Velocidade de agitagdo (rpm) 1000
pH da matriz 55
MeOH (%) -
NaCl (%) -
Tempo de retro-extracéo (min) 30
Solvente de retro-extracao ACN

A otimizacdo destes parametros permitiu obter recuperacdes médias compreendidas
entre 92 e 93 % para os dois analitos em estudo (tabela 3.3), obtendo-se melhores
eficiéncias de extracdo comparativamente com trabalhos realizados anteriormente [20],

no qual foi otimizado um método de anélise de T por SBSE(PU), tendo sido obtido

eficiéncias de extracdo médias de 49,7 %.

Tabela 3.3 — Recuperagdes médias dos analitos nas condi¢des otimizadas obtidas por BAUE(P1)-
LD/HPLC-DAD.

Recuperacéo (%) £ RSD (%)

Composto
(n=3)
T 92,1+6,7
E 934+25

3.4 Validacao do método BApE(P1)-LD/HPLC-DAD

Depois de realizada a otimizacdo experimental, procedeu-se a validagdo da
metodologia, nomeadamente, limiares analiticos, linearidade da gama dindmica de
trabalho e preciséo associada.

Os limiares analiticos deste método para os dois compostos estudados foram
verificados com recurso ao LOD e LOQ, para uma razdo sinal/ruido de 3:1 e 10:1,

respetivamente (tabela 3.4). Verifica-se que os limiares obtidos para estes compostos

apresentam a mesma ordem de grandeza com o encontrado na literatura para trabalhos
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com recurso a SBSE [59], embora estes autores tenham usado analise por GC-MS com

recurso a derivatizacao prévia.

Tabela 3.4 — LODs e LOQs para os analitos estudados, obtidos na validacdo do método
BAUE(P1)-LD/HPLC-DAD.

Composto LOD (upg/L) LOQ (pg/L)
T 0,4 1,32
E 0,4 1,32

A linearidade da gama dindmica de trabalho foi igualmente avaliada com recurso
ao método dos minimos quadrados, tendo as regressdes lineares sido aplicadas no
intervalo de concentracdes compreendidas entre 1,4 e 16,0 ug/L (envolvendo dez niveis

de concentragdes, cada uma analisada em triplicado) — figura 3.13.
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Figura 3.13 — Curvas de calibracdo obtidas para T e E pelo método dos minimos quadrados.

As curvas de regresséo linear no intervalo de concentracGes estudado, bem como
os respetivos coeficientes de determinagdo (r?), sdo apresentados na tabela 4.5,

verificando-se boa linearidade (r?>> 0,9978)
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Tabela 3.5 - Parametros relativos a gama dindmica de trabalho para a presente metodologia.

Gama linear
Composto a b r2
(Ho/L)
T 14-16,0 11,275 2.6677 0,9978
E 14-16,0 9,2077 1,282 0,9978

A precisdo do método foi avaliada em termos de repetibilidade e de precisao
intermédia, com recurso a ensaios fortificados na ordem dos 8 ug/L. A repetibilidade foi
avaliada por via de ensaios realizados no mesmo dia (3 réplicas). Por sua vez, a precisao
intermédia foi avaliada com recurso a ensaios realizados em dias diferentes (3 réplicas
em 3 dias consecutivos). Os resultados sdo apresentados na tabela 3.6 e indicam RSD
inferiores a 8 %, e que de acordo com os requerimentos da Directiva 98/83/EC para 0s
compostos organicos, uma metodologia proposta é considerada aceitavel sempre que o
RSD se encontre abaixo de 25 % [60].

Tabela 3.6 — Ensaios de preciséo obtidos por BAUE(P1)-LD/HPLC-DAD fortificadas com 8 ug/L
em condicdes experimentais otimizadas.

Recuperacéo (%) £ RSD (%)

Composto S _— _
Precisdo intermédia (n = 9) Repetibilidade (n = 3)
T 957+74 99,7+24
E 943+1,7 99,5+5,6

3.5 Aplicacdo do método a amostras de urina

O presente trabalho propde o recurso de HPLC-DAD em combinagdo com
BAUE(P1) e retro-extracdo liquida para a analise e quantificacdo de T, E e consequente
estimativa de razdo T/E como forma alternativa de screening para controlo anti-doping

para a administragéo de T.

Por forma a determinar a concentragdo de T e E nas amostras de urina analisadas,
foi necessario recorrer a um passo de hidrolise dos conjugados destes compostos e
posteriormente a0 SAM. Sendo a urina uma matriz muito complexa [61], 0 SAM permite

compensar possiveis efeitos de matriz, nomeadamente a existéncia de interferentes e
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assim, minimizar provaveis erros [25]. Neste método, as amostras foram fortificadas com
concentragdes conhecidas dos analitos em estudo. Assim, para as amostras de urina
estudadas, depois de realizada a hidrolise, foram usados quatro niveis de fortificacéo (4,
8, 12 e 16 pg/L), sendo igualmente realizados ensaios em branco, ou seja, amostras de
urina que ndo foram sujeitas a hidrolise e ensaios sem fortificacdo da amostra. As figuras

3.14 e 3.15 dizem respeito a cromatogramas relativos as amostras de urina estudadas

Branco

Sem fortificaG80 ====- Com fortificacéo

i

L,

-
—

—

2 T
< ¥ "
E L]
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? : '
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1 "'_‘—--..I."l--. = : t"’.‘l
T e o \'\.‘ 'LM\‘-
I:I T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

Tempo de retenc¢do (min)

Figura 3.14 — Cromatogramas relativos a amostra A, branco (sem hidro6lise), fortificada a 16
Mg/L e sem fortificagdo, obtidos por BAUE(P1)-LD/HPLC-DAD.
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Branco Sem fortificacdo = = = Com fortificacéo

Tempo de retencdo (min)

Figura 3.15 — Cromatogramas relativos & amostra B, branco (sem hidroélise), fortificada a 16
Hg/L e sem fortificagdo, obtidos por BAUE(P1)-LD/HPLC-DAD.

Os resultados obtidos permitem observar que o passo de hidrolise foi efetuado com
sucesso, e sem o qual a analise destes compostos, e a consequente construcdo das curvas
de regressao para 0S mesmos nas duas amostras, através do método dos minimos

quadrados (figuras 3.16 e 3.17), ndo teria sido possivel.
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Figura 3.16 - Curvas de calibragcdo em urina de para T e E obtidos pelo método de adi¢éo padrdo
(SAM) para a amostra A.
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Figura 3.17 - Curvas de calibragcdo em urina de para T e E obtidos pelo método de adi¢éo padrdo
(SAM) para a amostra B.

Nesta perspetiva, observa-se que se conseguiu boa linearidade e excelentes
coeficientes de determinacdo para os dois compostos (tabela 3.7), demonstrando que a
metodologia proposta conjuga bem o SAM, embora se tenha verificado ligeiros efeitos

de matriz. Todavia, este resultado era esperado pois a urina € uma matriz bastante
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complexa e possui elevadas quantidades de ides, como sodio e cloro [61], podendo

apresentar elevada forca idnica, diminuido a eficiéncia de extracdo, conforme ficou

demonstrado anteriormente (figura 3.12).

A concentracdo em T e E presentes nas amostras estudadas, assim como a razéo

T/E, encontram-se em linha com o que é descrito na literatura para um individuo

caucasiano [22,59,62].

Tabela 3.7 — Parametros relativos as curvas de regressdo obtidas por SAM e a razdo T/E para as

amostras de urina

Amostra  Composto a b r2 Concentragao Razdo T/E
(Mg/L)
T 5,745 25,653 0,9973 117,1+2,6
A 1,28 -1,40
E 5,548 19,437 0,9992 87,6 +1,9
T 4,949 21,179 0,9977 1069+ 2,4
B 1,14 -1,24
E 4,619 16,615 0,9987 89,9+2,0
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5.ConclusGes e perspetivas futuras

O presente trabalho prop6e uma nova metodologia, (BAUE(P1)-LD/HPLC-DAD),
para a determinacgdo de testosterona e epitestosterona em amostras de urina que podera
ser empregue como ferramenta para analise de rotina em contexto de controlo anti-

doping.

Numa primeira fase, verificou-se que o sistema analitico usado (HPLC-DAD) era
apropriado para a analise de ambos os esterdides. A otimizacdo dos parametros
instrumentais permitiu resolucdo dos dois compostos num tempo analitico inferior a 25
min, tendo-se encontrado LODs de 30 e 40 pg/L e LOQs de 100 e 132 pg/L para
testosterona e epitestosterona, respetivamente. Verificou-se ainda boa precisédo (RSD <
2,4 %) e excelente linearidade (r?> > 0,9971) na gama de trabalho compreendida entre
150,0 e 2200,0 pg/L.

De seguida, comegou por se selecionar o sorvente mais adequado. Dos oito
materiais sorventes testados, que incluiram carvdes ativados e polimeros, o que
apresentou melhor seletividade foi o co-polimero modificado de estireno-

divenilbenzeno e pirrolidona de fase reversa Strata™-X (P1).

Posteriormente, estudou-se a otimizacdo da metodologia desenvolvida, tendo
consistido no estudo de diversos parametros que podem afetar quer a micro-extragdo
quer a retro-extracdo dos compostos em estudo. As condi¢des otimizadas para extrair 0s
esterdides foram 16 h de tempo de equilibrio (1000 rpm), pH 5,5 e 30 min para retro-
extracdo usando ACN sob tratamento ultrassonico. Verificou-se ainda a auséncia de
perdas significativas através do passo de evaporacdo do solvente e a inexisténcia de
“carry-over”, ndo sendo por isso um passo limitativo na metodologia desenvolvida. A
otimizacdo permitiu alcancar recuperacdes medias de 92,1 e 93,4 % para testosterona e

epitestosterona, respectivamente, em amostras de agua fortificada para um nivel de 8,0

pa/L.

Do ponto de vista da valida¢do analitica, obtiveram-se LODs e LOQs de 0,40 e
1,32 pg/L, respetivamente para ambos compostos. A gama de trabalho estudada (1,4 —
16,0 pg/L) demonstrou boa linearidade (r?> > 0,9978), assim como precisdo intermédia
(RSD < 8 %) e de repetibilidade (RSD < 6 %) adequadas.

O método desenvolvido (BAuE(P1)-LD/HPLC-DAD) foi posteriormente testado
em duas matrizes de urina (A e B), tendo os estudos sido realizados em triplicado, com

recurso ao método de adigdo de padréo, apés a hidrélise acida das amostras. Dos dados
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obtidos, 0 método proposto permitiu observar efeitos de matriz negligenciavel (r? >
0,9973) nas duas amostras estudadas, tendo em conta a complexidade das mesmas.

Conclui-se assim que a amostra A apresentava uma concentracdo em testosterona
e epitestosterona de 117,1 e 87,6 pg/L, respetivamente, tendo a razédo T/E ficado
compreendida entre 1,28 e 1,40. Relativamente a amostra B, a mesma apresentava uma
concentracdo de 106,9 e 89,9 ug/L em testosterona e epitestosterona, respetivamente,
tendo a razdo T/E ficado compreendida entre 1,14 e 1,24. Os resultados obtidos
permitiram ainda concluir que estas amostras estudadas néo apresentavam valores acima

do cut-off determinados pelo WADA para estes compostos (razéo T/E > 4).

Em suma, o objetivo do trabalho foi alcancado uma vez ter-se conseguido
desenvolver e validar uma metodologia rapida e expedita para facil determinacdo de
testosterona e epitestosterona em amostras de urina, podendo ser empregue como
método de rotina em contexto de controlo anti-doping. Verificou-se igualmente que o
método proposto ndo necessita do passo derivatizacao, requerendo menor manipulacéo
analitica, apresentando excelente reprodutibilidade, contrariamente a alguns dos
métodos vigentes.

Para futuros trabalhos, sugere-se a implementacdo desta metodologia para
determinagbes mais abrangentes, que incluam testosterona, epitestosterona,
metiltestosterona,  androsterona,  etiocolanolona,  dehidroepiandrosterona e
androstanedidis, que fazem parte do perfil de esterdides anabdlicos analisados pelo
WADA. Por outro lado, uma possivel hifenizacdo a MS ou tandem (LC-MS ou LC-
MS/MS) tornaria esta metodologia ainda mais sensivel e seletiva, culminando em

maiores vantagens para laboratérios de controlo anti-doping.
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Anexo | - Espetros de UV/VIS
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Anexos

Anexo Il - Formulas utilizadas para o calculo das recuperacdes

O célculo da meédia (), desvio padrdo (o) e a aplicagdo do método dos minimos
quadrados (linearizacdo), foram efetuados com recurso as fungdes pré-definidas no
software Microsoft Excel. No caso do desvio padrao relativo (RSD) ndo se encontra preé-

definido, sendo por isso utilizada a seguinte relagéo:

RSD = (%) x 100%

O célculo da recuperacdo foi efetuado atraves da seguinte expressao:

~ <Aobt
Recuperacao = A

) X 100%

esp

em que Aobt € a &rea obtida e Aesp € a area esperada dos picos de cada composto.






