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RESUMO

Método de extracdo por ponto nuvem (EPN) foi usado para a determinacdo dos
hormoénios estrona (E1) e 17B-estradiol (E2) em urina humana. A combinagdo entre as
técnicas de deteccgdo eletroquimica e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-EC) foi
usada para a deteccdo e quantificacdo desses hormonios. Um eletrodo de diamante dopado
com boro (DDB) pré-tratado catodicamente foi usado como material de eletrodo para todas as
determinac0es eletroquimicas. Os parametros cromatograficos otimizados resultaram em uma
composicao de fase mével de KH,PO, (0,01 mol L™; pH 5,0) / ACN (72:28 V/V) vazéo de 1,2
mL min™. Um potencial aplicado para a detec¢do eletroquimica de 1,0 V x Ag/AgCl (3 mol
L) foi selecionado a partir de voltamogramas hidrodindmicos construidos para cada
horménio variando-se o potencial entre 0,3 V e 1,2 V x Ag/AgCl (3,0 mol L. Limites de
deteccdo (S/R = 3) de 500 ng mL™ e limites de quantificacdo de 800 ng mL™ foram obtidos
para ambos os padrbes dos hormoénios E2 e E1 sem qualquer processo de extracdo. Amostras
de urina em pH 5,0 e 7,0 foram investigadas quanto a influéncia do pH na eficiéncia do
processo de extracdo, e o0 melhor resultado referente ao maior sinal de corrente dos hormonios
foi obtido em pH 7,0. Os volumes de solvente extrator foram variados na faixa de 0,5-2,5 mL
e 0 melhor resultado referente ao sinal de corrente dos hormonios foi obtido pelo uso de 1,0
mL de solucdo aquosa 10% do surfactante Tergitol TMN-6. A partir da equacdo da reta obtida
das curvas analiticas, com e sem o procedimento de EPN, foi possivel determinar o fator de
pré-concentracdo (Fc) e todos os demais pardmetros envolvendo a eficiéncia do método de
EPN. Uma comparagdo sobre a eficiéncia dos métodos de EPN com extracdo direta liquido-
liqguido com o solvente organico CCl, foi realizada e os resultados mostraram que método de
EPN mostrou-se bastante superior a extracdo liquido-liquido. A validacdo do método foi feita
a partir de ensaios de recuperacao intra-dia e inter-dia, sendo avaliadas a exatidao, precisdo e
repetitividade. O método proposto foi aplicado em amostras individuais de urina de 1 homem,
1 mulher gestante, 1 mulher em idade fértil e 1 mulher lactante. Os valores dos coeficientes de

variacgao das porcentagens de recuperacdo foram menores que 15%.

Palavras chave: Extracdo por ponto nuvem, eletrodo de diamante dopado com boro, deteccéo

eletroquimica, hormonios estrogénios e urina.



ABSTRACT

Cloud point extraction method (CPE) was used for the determination of estrone (E1) and 17f3-
estradiol (E2) hormones in human urine. The combination of the electrochemical detection
techniques with high-performance liquid chromatography (HPLC-EC) was used for the
detection and quantification of these hormones. A boron doped diamond electrode (BDD)
pretreated cathodically was used as electrode material for all electrochemical measurements.
The optimized chromatographic parameters resulted in a mobile phase composition of
KH2PO, (0.01 mol L™; pH 5.0) / ACN (72:28 V/V), flow 1.2 ml min™. An applied potential
for electrochemical detection of 1.0 V x Ag/AgCl (3.0 mol L) was selected from
hydrodynamic voltammograms constructed for each hormone changing the potential between
0.3V and 1.2 V x Ag/AgCl (3.0 mol L™). Limits of detection (S/N = 3) of 500 ng mL™ and
limits of quantification of 800 ng mL™ were obtained for both E1 and E2 hormones without
any extraction process. Urine samples at pH 5.0 and 7.0 were investigated aiming the
influence of pH on the efficiency of the CPE process, and the optimum results for the most
current signal of the hormones was obtained at pH 7.0. Extractor solvent volumes were
changed in the 0.5-2.5 mL range, and the optimum results were obtained when using 1.0 mL
of Tergitol TMN-6 surfactant (10% aqueous solution). From the equation of the calibration
curves obtained with and without the CPE procedure it was possible to determine the pre-
concentration factor (Fc) and all the other parameters involving the efficiency of CPE method.
A comparison of the efficiency of CPE method with direct liquid-liquid extraction with the
organic solvent CCl, was carried out and the results showed that the CPE method was quite
superior to liquid-liquid extraction. The validation of the method was carried out from intra-
day recovery experiments and inter-day and evaluated the accuracy, precision and
repeatability. The proposed method was applied to individual samples of urine of 1 man, 1
pregnant woman, 1 woman in fertile age, and 1woman in lactating stage. The values of the

variation coefficients of the recovery percentages were lower than 15%.

Keywords: Cloud point extraction, boron doped diamond electrode, electrochemical

detection, estrogen hormones and urine.
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1- INTRODUCAO

1.1 - ASPECTOS GERAIS

O desenvolvimento de doencas cardiovasculares causadas pela ma circulagcdo
do sangue, tais como acidente vascular cerebral (AVC) e doenca arterial coronaria vém sendo
relacionados a baixa concentracdo de hormonios naturais no organismo, entre eles, o 17p-
Estradiol (E2) e a estrona (E1) (HU et al., 1999; BRACAMONTE & MILLER, 2001). Além
disso, pesquisadores tém relatado que apenas com a reposi¢cdo hormonal é possivel obter
efeitos benéficos em pacientes portadores da doenca de Alzheimer, sendo feito o
acompanhamento da quantidade de horménios ministrados e a quantidade de horménios que
foi excretada, obtendo, dessa forma, a quantidade de hormdnio que realmente foi absorvida
pelo organismo de cada paciente (FILLIT et al., 1986; HONJO et al., 1989; HONJO et al.,
2001).

Véarios meétodos analiticos tém sido desenvolvidos para determinacdo de
estrogénios em fluidos bioldgicos, tendo como base ensaios biologicos ou técnicas
cromatogréficas. Os ensaios bioldgicos sdo bem acessiveis, de facil manuseio e de elevado
rendimento, e de baixo custo (SPIERTO et al., 2001). Por outro lado, ensaios biologicos para
determinacdo de estrogénios em urina possuem baixa reprodutibilidade (GEISE, 2003).
Diferentes técnicas cromatograficas tais como cromatografia em fase gasosa (CG),
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), com diferentes detectores tém aplicacdes
extensas para a determinacdo simultanea de varios estrogénios em urina (SHIMADA et al.,
2001).

Técnicas de preparo de amostra tais como extracdo liquido-liquido (ELL),
extracdo em fase sélida (SPE) e microextracdo em fase sélida (SPME) sdo usadas para extrair
e pré-concentrar as amostras de urina (ALMEIDA & NOGUEIRA, 2006). Entretanto, estas
técnicas apresentam algumas desvantagens, como por exemplo, a necessidade de grandes
volumes de amostra e também o uso de solventes organicos toxicos.

Sendo assim, torna-se primordial o desenvolvimento de técnicas tanto de
extracdo, quanto de deteccdo desses hormdnios em matrizes bioldgicas tais como urina e
sangue. Nesse sentido, 0 uso da técnica de extracdo por ponto nuvem (EPN) como etapa de
extracdo e/ou pré-concentragdo do analito que antecede a andlise cromatogréfica de
compostos organicos, tem se tornado foco de interesse de diversos ramos de pesquisa, sendo

amplamente utilizada para extracdo e pré-concentracdo de ions metéalicos em matriz de urina
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(ROCHA, 2013), Entretanto, até onde foi possivel verificar, nenhum trabalho relativo a
deteccdo eletroquimica de qualquer hormonio, utilizando a técnica de extracdo por ponto
nuvem em urina foi encontrado na literatura. Além disso, estudos sistematicos sobre a
otimizacdo desta técnica em determinacdes eletroanaliticas ainda séo inexistentes.

Nesse sentido, estudos cientificos sobre a determinagdo de horménios com
extracdo por ponto nuvem por métodos cromatograficos acoplados a sensores eletroquimicos
e utilizando eletrodo de DDB tornam-se muito atrativos, especialmente em funcdo da grande

margem de exploracdo investigativa que € oferecida pelo tema.

1.2 - EXTRACAO POR PONTO NUVEM (EPN)

Ha diversas metodologias de preparo de amostra para analises por
cromatografia liquida que sdo fundamentais para extrair, pré-concentrar e remover impurezas
de amostras de modo a ndo danificar o sistema cromatogréfico. Para baixar os limites de
deteccdo e quantificacdo da técnica é de fundamental importancia pré-concentrar a amostra
guando os analitos estiverem em concentracfes baixas, como € o caso dos horménios em
urina (SOCAS-RODRIGUEZ et al., 2013; ZOU et al., 2012).

Dentre os procedimentos de preparo de amostras para cromatografia liquida
existente para quantificacdo de hormdnios naturais, destacam-se a extracdo liquido-liquido
(SOCAS-RODRIGUEZ et al., 2013; CHEN et al., 2012), extracdo em fase solida (SPE)
(SOCAS-RODRIGUEZ et al., 2013; LISBOA et al., 2013; GORGA et al., 2013; FAYAD et
al., 2013; CHEN et al., 2012), a extragéo assistida por micro-ondas (ZULOAGA et al., 2012)
e, mais recentemente, a extracdo por ponto nuvem (ROCHA, 2013; ZOU et al., 2012).

O método de EPN foi primeiramente adotado por WATANABE & TANAKA
(1978) para a extracdo de ions metélicos e, desde entdo, tem sido extremamente investigado
na pré-concentracdo e separacdo de ions metalicos, poluentes organicos, proteinas, horménios
e virus (BEZERRA & FERREIRA, 2006; GORTZI et al., 2008; SILVA, 2008; WU et al.,
2008; WANG & DAL, 2010).

A EPN ¢ uma técnica que se baseia no uso de surfactantes como solvente
extrator onde uma solucdo aquosa de um surfactante torna-se turva pela adicdo de uma
substancia apropriada ou por alteracdo de algumas de suas propriedades, tais como
temperatura, forga idnica do meio ou pressdo. A turbidez da solucdo ocorre porque 0
surfactante atinge o chamado ponto nuvem. Assim, a solucdo separa-se em duas fases

isotropicas distintas: uma rica em surfactante contendo o analito organico ou inorganico
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desejado e de pequeno volume, e outra fase pobre em surfactante, de grande volume, e com a
concentracdo do surfactante proxima a sua concentracdo micelar critica (BEZERRA &
FERREIRA, 2006). A fase rica em surfactante tanto pode estar na parte inferior, quanto na

parte superior, dependendo da densidade do surfactante, como mostra a FIGURA 1.1.
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FIGURA 1.1 - Representacdo esquematica da extracdo por ponto nuvem (ROCHA, 2013.
Adaptado de XIE et al., 2010).

A EPN ¢ uma técnica que esta de acordo com os principios da "Quimica
Verde", ja que é considerada uma “técnica limpa”, pois utiliza como meio extrator solucdes
diluidas de surfactantes, contribuindo para uma pequena geracdo de residuos de laboratério,
de baixa toxicidade, sdo ndo-volateis, e muito pouco inflamaveis. Essa técnica € considerada
promissora, comparada com a extracdo liquido-liquido convencional ou SPE, que utilizam
grandes volumes de solventes organicos (TOBISZEWSKI et al., 2009).

A EPN possui a propriedade de “solubilizar” compostos organicos no nucleo
micelar hidrofobico. Portanto, € amplamente explorada para a extragcdo/pré-concentracdo de
compostos organicos oriundos de matrizes complexas, como amostras ambientais (solo,
sedimentos, lamas, carvao, e cinzas de madeira), fluidos bioldgicos (urina, sangue e etc) e
organismos (CARABIAS-MARTINEZ et al., 2000; XIE et al., 2010), sendo amplamente
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difundida em vérias &reas de concentracdo da ciéncia, como por exemplo, industria
alimenticia e farmacéutica, quimica aplicada, quimica ambiental, biologia, medicina, entre
outras (BEZZERRA et al., 2005; LOPES, 2005; GORTZI et al., 2008; TAECHEGAN et al.,
2009; MUKHERJEE et al., 2011).

LIU et al. (2014) recentemente descreveram o processo de EPN e deteccéo por
CLAE-UV para herbicidas da classe das triazinas em leite. O procedimento incluiu a
aplicacdo de uma solucdo do surfactante ndo idnico Triton X-100 para a determinagdo de
quatro triazinas (atrazina, cianazina, simazina, simetrina). Para isso, volumes de 10 mL de
leite foram misturados com o agente tensoativo,acido acético glacial e sulfato de sodio anidro,
e diluidos até 15 mL com &gua pura. A solucdo obtida foi centrifugada e em seguida o
sobrenadante foi filtrado através de uma membrana de 0,45 pm e ajustado a pH 5 com NaOH.
Uma aliquota de 9 mL de sobrenadante foi incubado a 60 ° C durante 30 min para induzir a
separacdo de fases. A fase rica em surfactante foi diluida para 2 mL com metanol,
centrifugada novamente, filtrada através de uma membrana de 0,22 um e entdo analisada por
CLAE com um detector do tipo UV-vis. As curvas de calibracdo das quatro triazinas
mostraram-se lineares na faixa de 50-2000 pg L™. Os limites de deteccdo obtidos estiveram
na faixa de 6,79-11,19 mg L™ e as recuperacdes médias foram de 70,5-96,9%.

COSTA (2013) em sua dissertagédo de mestrado desenvolveu um procedimento
altamente sensivel e seletivo para determinacdo de As(V) e arsénio total em amostras de arroz
por espectrometria de absorcdo atdmica em forno de grafite apos extra¢do por ponto nuvem.
O procedimento é baseado na formacdo do complexo de ions As(V) com molibdato na
presenca de 50,0 mmol L™ de 4cido sulfdrico e 0,1 mmol L™ de 4cido ascérbico. O complexo
As(V)-molibdato foi extraido para fase rica em surfactante da solucdo de 0,06 % m/v de
Triton X-114. A curva de calibracdo foi linear na faixa de 0,03 — 10,0 pg L™ para ions As(V).
Os limites de detecgio e quantificagio alcangados para As(V) foram 0,0099 e 0,0331 pug L™
respectivamente, obtendo um fator de enriquecimento de 78,3 e valores de recuperacdo
obtidos entre 90,85% a 113,10% para amostras fortificadas.

ZOU, et al. (2012), propuseram um método de EPN para determinagdo dos
estrogénios 17p-estradiol (E2), estrona (E1), e o dietilestilbestrol (DES) em urina humana
diluida com agua, afim de se obter uma solucédo de pH 7, por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE-DAD). Os autores usaram um surfactante ndo ionico (Tergitol TMN-6).

Um ultra-som foi aplicado para melhorar a eficiéncia da extracdo e,sob condi¢fes otimizadas,
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o intervalo linear para as curvas de E2, E1 e DES foi de 5,0-1000 ng mL™. Todos 0s
coeficientes de correlagdo das curvas de calibracdo foram maiores ou iguais a 0,997. Os
desvios-padrao relativo (DPR, n = 5) foram na faixa de 2,36%-5,27% e os limites de detec¢édo
(LD) foram 0,1 ngmL™, 0,2 ng mL™ e 0,1 ng mL™ para os hormdnios E2, E1 e DES em urina
humana, respectivamente.

A EPN pode também ser associada a outras tecnologias incluindo micro-ondas,
ultrassom e agitacdo para a determinacdo eficaz de compostos organicos (YAO & YANG,
2008; XIE et.al., 2010). Um problema inerente em EPN ¢ a elevada viscosidade da fase rica
em surfactante. Assim, em algumas aplicacdes, um volume relativamente pequeno de um
solvente apropriado, como &gua, metanol, etanol, acetonitrila ou uma solucao aquosa de outro
surfactante, deve ser adicionado no sentido de suprir o problema de viscosidade (XIE et.al.,
2010).

1.2.1 - SURFACTANTES

Os surfactantes ou tensoativos sdo substancias organicas anfipaticas que
apresentam uma longa cadeia hidrofobica e um pequeno grupo carregado ou polar hidrofilico.
Nos surfactantes derivados de alcodis secundarios de alquilpolioxietileno, a parte hidrofébica
é formada por grupos alquila e a parte hidrofilica por cadeias de moléculas de oxietileno (EO)
(WANG & DAL, 2010). A TABELA 1.1 mostra como o balanco hidrofilico-lipofilico (HLB)
e a correspondente temperatura de ponto nuvem (TPN) aumentam com o nimero de unidades
de oxietileno (EO).

TABELA 1.1 - Pardmetros dos surfactantes ndo ibnicos Tergitol utilizados em EPN.
Adaptado pelo autor (WANG & DA, 2010).

Surfactante Estrutura quimica Média de HLB TPN
unidades de EO (°C)
Tergitol
TMN

Tergitol 3 8,1 -
TMN-3 e s
Tergitol e 5 10,8 .
TMN-5 ‘ s
Tergitol e 6 13,1 36
TMN-6
Tergitol 10 14,1 -

TMN-10
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A combinacéo de grupos hidrofilicos e hidrofobicos em uma unica molécula
confere aos surfactantes propriedades Unicas de dissolu¢do em agua e outros solventes. Eles
podem se organizar de diferentes formas, sendo elas micelas normais ou aquosas, as micelas
reversas, microemulsdes e vesiculas (BALLESTEROS-GOMEZ et al., 2010).

As micelas séo estruturas supramoleculares de dimensdes coloidais, formadas a
partir de moléculas de surfactantes que se agregam espontaneamente em solucdo aquosa
guando estas atingem uma faixa especifica de concentracdo denominada concentracdo micelar
critica (CMC). Abaixo da CMC, o surfactante estd predominantemente na forma de
mondmeros ndo associados. Porém quando a CMC é ultrapassada, o processo de formagéo de
agregados micelares é favorecido, dentro de uma dindmica de equilibrio com seus proprios
monodmeros, indicando que as micelas ndao sdo estruturas estaticas (ROCHA, 2013). A

FIGURA 1.2 mostra uma representacdo da formacao de um agregado micelar.

& e L@ ® o
ee®
Abaixo da CMC Acima da CMC
(mondmeros) (monémeros e micelas em equilibrio dinamico)

FIGURA 1.2 - Representacdo esquematica da formacdo de um agregado micelar. (ROCHA,
2013. Adaptado de BEZZERRA et al., 2005).

H& uma estreita faixa de concentracdo do surfactante em que a separacdo das
fases ocorre com maior facilidade, e na qual a eficiéncia de extracdo e, consequentemente, o
sinal analitico sdo maximos. Acima dessa faixa, o sinal analitico é prejudicado devido ao
aumento do volume final da fase micelar, afetando o fator de pré-concentracdo (Fc) e
resultando, portanto,em efeitos de diluicdo. Entretanto, se a concentracdo de surfactante for
menor do que a recomendada, a precisdo e reprodutibilidade, provavelmente, serdo afetadas
devido a fase resultante rica em surfactante ndo ser suficiente para serem obtidas medidas
reprodutiveis da extracao e separacdo (PALEOLOGOS et al., 2005).

A classificacdo dos surfactantes é baseada na sua natureza, sendo assim 0S

surfactantes podem pertencer a uma das quatro categorias seguintes: ndo iénicos, cationicos,
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aniodnicos e anfoteros. A temperatura de ponto nuvem de solug6es micelares pode ser alterada
pela adicdo de sais, alcoois, outros surfactantes de carater ibnico bem como de algumas
substancias organicas ou inorganicas que provoguem o aumento (efeito “salting-in”’) ou a
diminuigéo (efeito “salting-out™) da solubilidade da fase micelar em dgua (COSTA, 2013).

Os sais caotropicos, como os de anions SCN, I e Br, levam ao efeito
“salting-in”, ou seja, aumentam as temperaturas de ponto nuvem. Por outro lado, a adi¢do de
eletrélitos de carater cosmotrépico, como os &nions F, CI-, SO,* e COs*, promovem a
reducdo de ligacGes de hidrogénio envolvendo a rede de moléculas da agua, com consequente
hidratagdo dos grupos oxietileno, reduzindo a solubilidade dos monémeros do surfactante, o
que diminui a temperatura de ponto nuvem dos surfactantes, e a consequente separacdo de
fases, principalmente se tratando dos surfactantes ndo iénicos como os da familia dos
Tergitois (COSTA, 2013; ROCHA, 2013).

1.2.2-FATOR DE PRE-CONCENTRACAO (F¢)

O fator de pré-concentracdo ou fator de enriquecimento é o parametro
analisado para verificar a eficiéncia da extracdo e da pré-concentracdo. Quanto maior o0 seu
valor, melhor a eficiéncia. O Fc € definido como sendo a razéo entre o volume da solugéo
usada e o volume da fase rica em surfactante (coacervato). Calculado dessa forma, admite-se
uma transferéncia total do analito para a fase micelar (ESCALEIRA, 2005). A forma mais
correta para determinar o Fc € construindo duas curvas de calibracdo: uma com procedimento
de extracdo e a outra sem o procedimento de extracdo. O F¢ é determinado pela razéo entre 0s
coeficientes angulares das curvas analiticas obtidas com e sem o procedimento de extracdo,
vide Equacdo 1(ESCALEIRA, 2005; COSTA, 2013).

Fc =ai/a; (Equacéo 1)

onde, Fc é o fator de pré-concentracdo,a; € o coeficiente angular da curva de calibragdo com

extracao e a, € o coeficiente angular da curva de calibracdo sem extracéo.

1.3 - HORMONIOS ESTROGENIOS NATURAIS E SUA DETECCAO

Hormdnios esterdides sdo um grupo de compostos biologicamente ativos que
sdo sintetizados pelo organismo a partir do colesterol e tém em comum um anel
ciclopentanoperidrofenantreno. Esterdides naturais sé@o secretados pelo cortex supra-renal,

testiculos, ovarios e na placenta em humanos e animais, e incluem progestogénios,
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glicocorticéides, mineralocorticdides, androgénios e estrogénios (SHIMADA et al., 2001;
YING et al., 2002).

A determinacdo do papel dos estrogénios e seus metabolitos na regulacdo da
reproducdo de células tem sido objeto de estudos cientificos diversos. Os estrogénios
(estradiol, estrona e estriol) sdo predominantemente hormonios femininos, que séo
importantes para a manutencao da saude reprodutiva dos tecidos, seios, pele e cérebro.

A fim de analisar os estrogénios, diferentes técnicas podem ser aplicadas como
métodos imunologicos, cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e cromatografia
gasosa (CG) em diferentes matrizes.

O método mais comum para determinacdo de horménios em matrizes
bioldgicas é o imunoensaio enzimatico. Existem duas versbes do método imunoldgico
disponiveis: imunoensaio enzimatico (EIA) (SU et al., 2003) e radioimuno ensaio (RIA)
(SPIERTO et al., 2001). Apesar da EIA ser a técnica de menor custo financeiro, algumas
desvantagens tais como rotina de execucdo muito trabalhosa e a ndo garantia de
reprodutibilidade e sensibilidade sdo observadas. Por outro lado, 0 método RIA € sensivel e
reprodutivel, entretanto, apresenta como desvantagem a utilizacdo de radioisotopos e por isso
ha restricdo ao uséd-lo em funcdo da manipulagdo com materiais radioativos (MONERRIS,
2015).

A CLAE é compativel com diferentes tipos de detectores tais como o
eletroquimico (EC) (YAMADA et al, 2002; ANDRADE et al, 2009;
PREECHAWORAPUN et al.,, 2006), por arraste de diodo (DAD) (ALMEIDA &
NOGUEIRA, 2006), ultravioleta (UV) (INGRAND et al., 2003) ou espectrometria de massa
(MS) (SHIMADA et al., 2001). Ja a cromatografia em fase gasosa permite a detec¢do por
espectrometria de massa (MS) (SHIMADA et al., 2001) e por captura de elétrons (DCE)
(PINNELLA et al., 2001).

Ao comparar as técnicas de deteccdo descritas acima, a mais sensivel, precisa e
de mais baixo custo € a CLAE. Dentre os detectores usados em CLAE citados, o
eletroquimico (EC) é o que apresenta maior sensibilidade, e baixo custo. Através da aplicacdo
de CLAE-EC é possivel obter sensibilidade e precisdo, mantendo ao mesmo tempo um custo
de medida relativamente baixo.

Procedimentos que permitam andlises de diagnostico para interpretagdes

médicas mais precisas e rapidas, sobre o nivel de estrogénios biologicamente ativos, tais
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como E2 e o E1, séo importantes para o controle da acdo e mau funcionamento das glandulas
endocrinas. As alteracfes nos niveis desses hormonios podem estar associadas a disturbios do
sistema enddcrino que por sua vez, podem estar associados a doengas como cancer de mama,
anorexia nervosa, e pseudo-hermafroditismo (ZOU et al., 2012) ou para monitorar a terapia
de reposicdo hormonal (TRH) e detectar a puberdade precoce (HOGERVORST et al., 2003).
A TABELA 1.2 mostra os valores normais de excre¢do diéria de E2 e EL.
Pode-se observar que as mulheres excretam maiores quantidades desses hormdénios em
relacdo aos homens, podendo ainda variar suas quantidade excretadas de acordo com o

periodo da vida sexual.

TABELA 1.2: Excrecdo diaria de E2 e E1 (PEREIRA, 2011).

Individuos [E2]/ug dia™ [E1]/ ug dia™
Homens 1,6 3,9
Mulheres em idade fértil 3,5 8
Mulheres em menopausa 2,3 4
Mulheres em gestacao 259 600

1.3.1 -17B-ESTRADIOL E ESTRONA

O estrogénio natural 17p-estradiol (E2), (FIGURA 1.3), € secretado através do
ovario e considerado biologicamente como 0 estrogénio ovariano mais potente. E um
horménio predominantemente feminino e é responsavel pela manutencdo da reproducdo das
células dos seios, da pele e cérebro (MURUGANANTHAN et al., 2008; YOSHIHARA &
MURUGANANTHAN et al., 2008; GUEDES, 2008; PEREIRA, 2011).

OH

FIGURA 1.3 - Estrutura quimica do 17p-estradiol (ALMEIDA & NOGUEIRA, 2006).
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A estrona (E1), FIGURA 1.4, é um metabolito do 17p-estradiol. Sua funcdo no
organismo humano ainda ndo estd bem definida, porém, sua determina¢do, em mulheres,
ajuda na avaliacdo de diagndsticos da menstruacdo pds-menopausa e, em homens, €
importante na avaliacdo de ginecomastia (crescimento anormal da glandula mamaria) ou
deteccdo de tumores produtores de estrona (SANTOS et al., 2010). E um componente
estrogénico primario de varias formulagBes farmacéuticas, incluindo aquelas contendo
estrogenos conjugados e esterificados. Sdo excretados pela urina cerca do dobro da
concentracdo da E1 em relacdo ao E2 (RONAN & MCHUGH, 2013).

FIGURA 1.4 - Férmula estrutural da estrona (ALMEIDA & NOGUEIRA, 2006).

Os estrogénios sdo produzidos pela teca interna e granulosa dos foliculos
ovaricos, pelo corpo amarelo, placenta e, em pequenas quantidades, pelo cortex da suprarrenal
e pelo testiculo. A biossintese dos estrogénios inclui a sua formacéo a partir dos androgénios e
a sintese por aromatizacdo da androstenediona, na circulacdo (a aromatase é a enzima que
catalisa a conversdo de androstenediona a E1 e de testosterona a E2) (FERNANDES, et al.,
2015).

Segundo HEVIR-KENE & RIZNER (2015), mulheres pré-menopausa, a
sintese de estrogénios E2 e E1 ocorre nos ovarios e tecidos periféricos (tecido adiposo, 0sso,
pele, figado). J& em mulheres pds-menopausa, 0s estrogénios s6 podem ser produzidos em
locais periféricos, que também inclui endométrio canceroso. E2 producdo local pode ocorrer
por duas vias: a via da aromatase, em que E2 é formado a partir da adrenal androgénios de
hidroepiandrosterona (DHEA) e o DHEA-sulfato (DHEA-S), e a partir da androstenodiona
adrenal ou androgénios ovaricos e testosterona; e a via da sulfatase, em que E2 é derivada a
EL.
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Em gestantes, depois das primeiras 5 semanas de gravidez, a placenta torna-se
o0 principal 6rgao de producdo de estrogénios. Ela placenta é, contudo, um "6rgdo enddcrino
incompleto”, uma vez que necessita de precursores formados pela mée e pelo feto para
sintetizar os estrogénios e a progesterona. O colesterol, necessario a sintese de progesterona, é
fornecido pela circulacdo materna; os androgénios, necessarios a sintese de estrogénios, sdo
fornecidos pelo feto, pois a placenta carece de 17-hidroxilase e de 17,20-desmolase,
imprescindiveis a sintese de androgénios. A placenta utiliza o DHEA-S produzido pelas

supra-renais materna e fetal e sintetiza estradiol e estrona (FERNANDES, et al., 2015).

1.4 - DETECCAO ELETROQUIMICA DE HORMONIOS NATURAIS E
SINTETICOS

Técnicas eletroquimicas vém se mostrando bastantes promissoras para a
determinacdo de uma extensa classe de compostos organicos, uma vez que 0 avanco
tecnoldgico contribui para o desenvolvimento de sensores eletrogquimicos que permitem a
determinacdo de concentracfes cada vez menores, além de apresentar baixo custo e permitir
rapidez nas medidas (ANDRADE et al., 2009; PIWOWARSKA et al., 2010).

No trabalho de HU et al. (2002) foi descrito um método para a determinacgéo
dos estrogénios (estradiol, estrona e estriol) por redissolucdo. Estes estrogénios obtiveram
picos de oxidacdo bem definidos, sendo usado como eletrodo de trabalho o carbono vitreo
modificado por Nafion, na presenca de cetiltrimetilamonio (CTAB). O limite de detecgéo foi
de 1 x 10° mol L™? (sinal/ruido = 3) apés a acumulagdo de 6 min utilizando a técnica de
voltametria ciclica.

KIM et al., 2007 descreveram a detecgdo eletroquimica do 17p-estradiol
utilizando um chip de ouro com DNA aptamero imobilizado. Aptdmeros de DNA se ligam
especificamente ao 17B-estradiol. Eles foram selecionados pela SELEX (evolugdo sistematica
de ligantes por enriquecimento exponencial) processo de uma biblioteca de DNA
aleatoriamente, composto por cerca de 7,2 x 10 moléculas de DNA. Fitas de eletrodo de
ouro foram utilizadas para avaliar os sinais eletroquimicos produzidos de interagcdes entre 0s
aptameros e as moléculas alvo. A imobilizacdo do DNA aptamero sobre o eletrodo de ouro foi
baseada na interacdo amidina-biotina. A voltametria ciclica (VC) e valores de voltametria de
onda quadrada foram medidos para avaliar a ligagdo quimica do DNA aptdmero. Quando 17-

estradiol interagiu com DNA aptamero, a corrente diminuiu, devido a interferéncia do 17p-


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0039914009009187
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estradiol ligado em relacdo ao fluxo de elétrons produzido por uma reacdo redox entre
ferrocianeto e ferricianeto.

No trabalho descrito por SONG et al. (2008) foi usado um eletrodo de carbono
vitreo modificado pelo revestimento de uma pelicula de poli (L-serina), para a determinagéo
do 17pB-estradiol em soro sanguineo usando a técnica de voltametria ciclica. Para isso, uma
fina pelicula de poli (L-serina) foi eletropolimerizada para a determinacdo de niveis vestigiais
de estradiol. O comportamento eletroquimico de estradiol foi investigada. O potencial de
oxidacdo de pico de estradiol deslocava negativamente no eletrodo de carbono vitreo (GCE)
revestido pela pelicula, em compara¢do com o GCE sem revestimento. Foi observado que,
provavelmente, a pelicula de poli (L-serina) possui atividade catalitica para a oxidacdo
eletroquimica do 17B-estradiol. Com base nisto, foi proposto um método eletroquimico
sensivel, simples e rapido para a determinacdo do 17p-estradiol, com LD de 2,0 x 10 mol
L™,

MARTINEZ et al. (2012) descrevem em seu trabalho o desenvolvimento de
um método preciso, sensivel e seletivo para captura, pré-concentracdo e determinacdo de EE2
(170-etinilestradiol) presentes em amostras de agua usando: particulas magnéticas (MPS)
como suporte para a captura e pré-concentracdo de EE2 por bioafinidade e um eletrodo de
carbono vitreo modificado com madaltiplas nanotubos de carbono (MWCNTs-walled/GCE)
como sistema de deteccdo. O processo de captura foi baseado no principio de imunoafinidade,
0 EE2 ser extraido a partir da amostra utilizando os anticorpos anti-EE2 (anti-EE2ADb), que
foram previamente imobilizadas em MPs. Em seguida, a dessorcdo do analito foi realizada
utilizando uma solucdo de &cido sulfirico e a determinacdo do EE2 na solucdo pré-
concentrada foi levada a cabo por voltametria de onda quadrada. Este método pdde ser
utilizado para determinar o EE2 na faixa de 0,035-70 ng L™ com um limite de deteccéo (LD)
de 0,01 ng L™*. O método proposto foi aplicado com sucesso na determinacdo de EE2 em
amostras de agua e tem aplicacBes analiticas promissoras para a determinacdo direta de EE2
em quantidades vestigiais.

WEN et al. (2012) desenvolveram um sensor do tipo sanduiche de impressao
molecular eletroquimico (MIES) com sensibilidade aumentada usando éxido de grafeno
reduzido (rGO) combinada com nanoparticulas de platina (PtNPs), para a analise do 17f-
estradiol . Mondmeros funcionais foram escolhidas com o auxilio do software de Gauss 09.

Com a formacdo da ligagdo Pt-S, acido 6-mercaptonicotinico (MNA) foi fabricado na
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superficie de compositos PtNPs/rGO modificando o eletrodo de carbono vitreo (GCE). 17p-
estradiol (E2) foi montado pela formacdo de ligagdo de hidrogénio com MNA. As peliculas
poliméricas foram formadas por eletropolimerizacdo de MNA e as cavidades de
reconhecimento especifico foram formadas apds a remoc¢do de moldes. Usando a voltametria
de pulso diferencial (DPV), o sensor resultante apresentou faixas lineares de 0,004-0,060
pmol L™ e, 060-50 pmol L™. O limite de deteccio (LD) de E2 foi de 0,002 umol L™ (S/R =
3). Além disso, MIES foi utilizado com sucesso para a analise de E2 em maquiagem com
boas recuperacdes (> 91,9%) com RSD inferiores (< 3,8%). Os resultados revelaram que a
combinacgdo de polimeros de impressdo molecular (MIPs) com compositos RGO / PtNPs
poderia ser aplicada para a determinagdo sensivel e seletivo de E2 no rastreio de matriz
complexa.

ZHU et al. (2013) desenvolveram um método de deteccdo sensivel de células
de cancer de mama humanas com base na estrutura sanduiche aptdmero - célula — aptadmero
sobre a superficie do eletrodo. Neste método, uma mucina (MUC1) ligada ao aptamero foi
adotado para reconhecer células MCF-7 de cancro da mama humana, enquanto a marcacgao
com enzima foi utilizada para produzir um sinal amplificado. O reconhecimento molecular e a
amplificacdo do sinal foram elaborados e integrados pela estrutura sanduiche aptdmero -
célula — aptamero sobre a superficie do eletrodo. O método foi eficaz em termos de custos e
convenientemente operado, implicando ajuda potencial para o desenvolvimento do
diagnostico precoce do cancer de mama.

KANSO et al. (2013) em seu trabalho descreveram o uso de um novo
imunossensor eletroquimico para deteccdo do 17-B estradiol (E2) e do etinilestradiol (EE2).
Eles utilizaram esferas magnéticas como suporte solido (MBs) e eletrodos impressos como
detectores. Quatro derivados de estrogénio sintético contendo um grupo carboxilico ou um
grupo amina na posicdo C-3 foram sintetizados e ligados covalentemente a MBs
funcionalizados com grupos amino ou carboxilo. O ensaio foi baseado na competicdo entre o
estrogénio livre e imobilizado, nos sitios de ligacdo do anticorpo primario, com a revelagédo
subsequente utilizando anticorpo secundario marcado com fosfatase alcalina. Testes
colorimétricos preliminares foram realizados a fim de validar a aplicabilidade dos estrogénios
sintéticos para 0 reconhecimento imunolégico e para otimizar diferentes parametros
experimentais. Num segundo passo, a detec¢édo eletroquimica foi realizada por voltametria de

onda quadrada. Sob as condi¢des de trabalho otimizadas, os imunossensores eletroquimicos
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apresentaram uma resposta muito sensivel a E2 e EE2, com os respectivos limites de deteccéo
de 1 e 10 ng L™ Os dispositivos desenvolvidos foram aplicados com sucesso para a anélise de
amostras de agua subterranea e naturais.

No trabalho de KE et al. (2014) foi desenvolvido um aptasensor para a
deteccdo de E2 de forma eficaz e répida. A microestrutura dendritica de ouro foi construida
sobre a superficie de um eletrodo de diamante dopado com boro (DDB). O eletrodo de
Au/DDB obtido possuia menor corrente de fundo, melhor desempenho eletroquimico e maior
capacidade de biomoléculas imobilizadas. Os resultados mostraram que o aptasensor E2
construido exibiu uma ampla faixa linear de concentracdo de E2 com um limite de deteccdo
de nivel femtomolar de 5,0 x 10™ mol L™. Alta especificidade também foi evidenciada por
experimentos de controle realizados com o aptasensor E2 em um sistema incluindo o estriol,
bisfenol A, nonilfenol, dietilftalato, resorcinol.

SILVA et al. (2014) desenvolveram um eletrodo de carbono tipo diamante
poroso (DCL) pela aplicacdo de um filme fino de DLC depositado sobre um substrato de Ti
(10 mm x 10 mm x 0,5 mm) recoberto com uma camada de 10 nm de Ni. Esses eletrodos
foram aplicados para a determinacdo dos neurotransmissores dopamina (DA) e epinefrina
(EP) e do desregulador endocrino acetaminofeno (AC). Usando técnicas simples e de baixo
custo, tal como voltametria ciclica, curvas analiticas na faixa de concentraces de 10 a 100
umol L™ foram obtidas e os LD obtidos foram de 3,9 pmol L™, 4,5 pmol L™ e 2,3 pmol L™
para DA, EP, e AC, respectivamente.

No trabalho descrito por CINCOTTO et al. (2014) um novo material para a
determinacdo eletroquimica de desreguladores enddcrinos, utilizando um composto a base de
Oxido de grafeno modificado com pontos quanticos de telureto de cddmio foi avaliado. A
morfologia, estrutura e eficacia eletroquimica dos eletrodos de compositos foram
caracterizadas por microscopia eletrénica de transmissdo, dispersdo dindmica de luz,
espectros de absorcdo de UV-visivel, espectros de fluorescéncia, espectros de Raman e
voltametria ciclica. A técnica de voltametria de pulso diferencial permitiu o desenvolvimento
de um método para determinar niveis de 17p-estradiol na faixa de 0,2 a 4,0 pmol L™, com
limite de deteccdo de 2,8 nmol L™ (0,76 pg L™).

CESARINO et al. (2015) modificaram o eletrodo de 0xido de grafeno reduzido
(RGO) com nanoparticulas de antiménio (SbNPs), para determinacdo do estriol em agua

natural. O eletrodo RGO-SbNPs foi usado na voltametria de pulso diferencial, sendo obtidos
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os limites de deteccdo 0,5 nmol L™ (0.14 pg L™) para o horménio estriol, que segundo o
autor, € o menor LD para estriol relatado na literatura para este horménio com o uso desta
técnica em agua natural.

MORAIS et al. (2015) desenvolveram um novo material para a determinacéo
eletroquimica de 17pB-estradiol utilizando um eletrodo baseado em 6xido de grafeno reduzido
e um metal complexo de porfirina, aplicado para o monitoramento ambiental. O perfil
eletroquimico do eletrodo proposto foi analisado por voltametria de pulso diferencial, que
mostrou uma mudanca no potencial de pico de oxidacdo dol7p-estradiol em relacdo ao
eletrodo de 6xido de grafeno reduzido. VVoltametrias de pulso diferencial foram realizadas em
PBS a pH 7,0 para determinar 17p-estradiol, sem qualquer passo prévio de extracao, limpeza
ou derivatizacao, na faixa de 0,1-1,0 pmol L™ com LD de 5,3 nmol L™ (1,4 ug L™). O sensor
proposto foi aplicado com sucesso na determinagdo do 17p-estradiol em uma amostra de agua

de rio, sem qualquer passo de purificacdo e foi analisado pelo método de adicdo de padréo.

1.5-ELETRODO DE DIAMANTE DOPADO COM BORO

Devido as suas propriedades unicas, o diamante € um excelente candidato a
material de eletrodo quando dopado apropriadamente para adquirir uma adequada
condutividade, como é o caso dos filmes finos de DDB (HUPERT et al., 2003; PLESKQV,
2000; SUFFREDINI et al., 2004; ALFARO et al., 2006). Para se obter condutividade elétrica
suficiente para medidas eletroquimicas, filmes de diamante devem ser dopados com uma
concentracdo minima de 4tomos de dopante de 1,0 x 10*° cm™, sendo que o boro atualmente é
0 dopante mais utilizado. A resistividade do diamante depende da concentracdo de boro no
filme, sendo que suas propriedades variam sucessivamente, a medida que essa concentragdo
aumenta, de material dielétrico a semicondutor, a semicondutor degenerado e finalmente, a
semi-metal (PLESKOV, 2000).

Filmes finos de DDB possuem um importante ndmero de propriedades
eletroquimicas distinguiveis das de outras formas de carbono ligado por sp? comumente
usadas como eletrodos, tais como carbono vitreo, grafite pirolitico e pasta de carbono. Entre
essas propriedades destacam-se: (i) baixa e estavel corrente de fundo; (ii) ampla janela de
potencial em meios aquosos e ndo-aquosos; (iii) extraordinaria estabilidade morfoldgica e
microestrutural a altas densidades de corrente (por exemplo, 0,1-10 A/cm?, em H3PO, 85%);

(iv) boa resposta a alguns analitos aquosos e ndo-aquosos, apds pre-tratamento convencional,
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e (v) estabilidade na resposta a longo prazo como por exemplo, apds exposi¢do ao ar durante
meses(FUJISHIMA, 1999; ANDRADE, et al., 2009 e PEREIRA, et al., 2012).

As superficies dos eletrodos de DDB recém-preparados sdo hidrofobicas,
muitas vezes sua superficie precisa ser modificada no sentido de permitir que medidas
eletroquimicas sejam realizadas, ou seja, torna-los menos hidrofébicos ou, até mesmo,
hidrofilicos. Tais modificagdes podem ser feitas eletroquimicamente, tanto anodicamente,
com terminagbes com oxigénio, como catodicamente, com terminacdes em hidrogénio
(PLESKOV, 2002; HUPERT et al., 2003; SALAZAR-BANDA et al., 2006).

Pouquissimos trabalhos tém sido encontrados na literatura relacionados a
deteccdo de hormdnios naturais utilizando eletrodo de DDB seja por quaisquer técnicas e/ou
matrizes. Por exemplo, no trabalho desenvolvido por BROCENSCHI et al. (2014), foi usada a
analise por injecdo em fluxo com deteccdo amperométrica (FIA-EC) para a analise de trés
compostos estrogénicos: estrona (E1), 17p-estradiol (E2) e estriol (E3). A detecgéo
amperometrica foi realizada utilizando um elétrodo de DDB pré-tratado catodicamente. A
faixa de concentracdes testada foi de 0,10-3,0 pmol L™, o LD (S/R = 3) foi de 0,10 pmol L™
para injecdes de 250 uL dos hormonios.

No trabalho desenvolvido por GAN et al., (2013), os hormdnios naturais 17f-
estradiol e estrona (além de outros horménios sintéticos) foram determinados individualmente
pela técnica de voltametria de onda quadrada utilizando eletrodo de DDB modificado com
negro de carbono (terminagdes em oxigénio). Neste trabalho, limites de detecgdo de 5-100
nmol L™ para os horménios foram encontrados para o eletrodo de DDB modificado.

SANTOS et al. (2010) usaram o DDB para a deteccdo e quantificacdo
eletroquimica do horménio estriol, em um produto farmacéutico e uma amostra de urina
recolhidas durante a gravidez, por voltametria de onda quadrada. As condic¢des experimentais
otimizadas foram: uma solucdo de eletrolito de suporte de NaOH a um pH 12, e uma
frequéncia de 20 Hz, uma altura de pulso de 30 mV e um incremento de potencial de 2 mV
(para os pardmetros de onda quadrada). A curva analitica foi linear no intervalo de
concentracdo de 2,0 x 107 a 2,0 x 10®° mol L™ (r = 0,9994), com um limite de deteccéo de 1,7

x 107 mol L™ e limite de quantificagdo de 8,5 x 107 mol L.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0039914014001453
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1.6 - CLAE-EC

A combinacdo de deteccdo eletroquimica com a técnica de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) a torna ainda mais eficaz, pois além de sensivel passa a ser
seletiva, permitindo assim a analise simultanea de varios compostos (ANDRADE et al., 2009;
PIWOWARSKA et al., 2010; SANTOS et al., 2010; BROCENSCHI et al., 2014). A CLAE é
uma técnica de separacdo fundamentada na distribuicdo dos componentes de uma mistura
entre duas fases imisciveis, a fase movel, liquida, e a estacionaria, contida em uma coluna por
afinidade quimica, o que Ihes confere seletividade (ANDRADE et al., 2009; YAMADA et al.,
2002; PIWOWARSKA et al., 2010).

No trabalho de PIWOWARSKA et al. (2010), a técnica de CLAE-EC permitiu
determinar e avaliar o nivel de estrogénios e seus metabolitos no soro de amostras de sangue
de mulheres gravidas. O método proposto foi aplicado com sucesso na determinacdo dos
seguintes estrogénios: estrona (E1), 17p-estradiol (E2), estriol (E3) e seguintes metabolitos: 2-
hidroxiestradiol (2-OHE2), 4-hidroxiestradiol (4-OHE2), 4-hidroxiestrona (4-OHEL), 2-
metoxiestradiol (2-MOE2) e 2-metoxiestrona (2-MOEL1). Um eletrodo de carbono vitreo foi
usado como eletrodo de trabalho. Os estrogénios e seus metabdlitos, E1, E2, E3, 2-OHE2, 4-
OHEZ2, 4-OHEL, 2-MOE2 e 2-MOEL1, atingiram baixos limites de detecc¢do (LD de 0,18-0,30
ng mL™Y), de quantificagdo (LQ de 0,23-0,92 ng mL™) e faixa linear entre 0,6-8,0 ng mL™.

YAMADA et al. (2002) otimizaram o método de determinagdo do E2, usando
CLAE-EC. O método foi aplicado para a determinacdo de estradiol no plasma de ratos e o
limite de deteccdo obtido foi de 8 pg para a solucdo padrao e 24 pg para a amostra de plasma,
que foi de cerca de 6-8 vezes mais sensiveis em comparagao com os relatérios anteriores.

VEGA et al. (2007) utilizaram um eletrodo de carbono vitreo modificado por
nanotubos de carbono (CNT-GCE) na deteccdo por CLAE-EC do bisfenol A (BPA), 2,3-
dimetilfenol (DMP), 17a-ethinilestradiol (EE2) e 4-tercbutilfenol (TPB). Otimizados o0s
parametros cromatograficos e eletroquimicos, injecBes sucessivas destes compostos
demonstraram que ndo ocorreu incrustacdo deles na superficie do eletrodo. Foram obtidos

limites de deteccdo que variam entre 98 e 340 nmol L™
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CAPITULO 2 - OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi desenvolver um método alternativo para
deteccdo e determinacdo dos teores de hormdnios naturais em amostras de urina humana no
sentido de suprir as principais desvantagens encontradas em métodos convencionais de
analise de rotina deste tipo de matriz bioldgica.

O objetivo especifico deste trabalho refere-se a validacdo de um método para
determinacdo simultanea dos horménios naturais 17p-estradiol e estrona em urina a partir da
técnica de extracdo por ponto nuvem por cromatografia liquida de alta eficiéncia com

deteccdo eletroquimica sobre eletrodo de diamante dopado com boro.
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CAPITULO 3 - PARTE EXPERIMENTAL

3.1-PRE-TRATAMENTO DO ELETRODO DE DDB

O eletrodo de diamante dopado com boro (DDB) utilizado como eletrodo de
trabalho foi preparado pela deposigdo de um filme de DDB sobre um dos lados de uma placa
de p-silicio (1,2 ecm x 1,2 cm) no “Centre Suisse d'Eletroniqueet d Microtechnique”,
Neuchatel, Suica. Sobre o outro lado, da placa de p-silicio foi depositado um filme fino de
ouro, para propiciar contato elétrico adequado. O filme de DDB foi sintetizado pela técnica de
deposicao de vapor quimico assistida por filamento quente (HF-CVD), com a temperatura do
filamento compreendida entre 2440 °C e 2560 °C. A fase gasosa consistia em metano (CHy)
com excesso de H,, sendo o gas de dopagem o trimetil-boro. O teor nominal de dopagem do
eletrodo utilizado foi de 8000 ppm de boro.

Antes de iniciar as medidas eletroquimicas utilizando o eletrodo de DDB, pré-
tratamentos anddico e catddico sobre a superficie do eletrodo de DDB (&rea exposta de 0,32
cm?) foram realizados, sendo o primeiro anédico com duragdo de 30 s e o segundo catédico
com duracdo de 150 s, ambos utilizando uma densidade de corrente de 1,0 A cm?. Nesse
procedimento a solucéo aquosa de H,SO, - Synth (0,5 mol L™) foi utilizado como eletrélito
suporte, uma placa de Pt como contra-eletrodo e uma fonte de tenséo/corrente Instrutherm®
para aplicacdo da corrente a qual foi monitorada com auxilio de um multimetro Minipa® ET-
1002.

Apbés o pré-tratamento do eletrodo de DDB, um total de 50 varreduras
(voltametria ciclica) do branco eram realizadas no eletrélito suporte escolhido para as
medic6es eletroquimicas dos analitos (KH,PO,4 0,01 mol L™ em pH 5,0) para estabilizacéo da
corrente capacitiva (referente ao carregamento da dupla camada elétrica). Nessas medidas o
intervalo de potencial foi de 0 V a 1,2 V x Ag/AgCl (3,0 mol L™) a uma velocidade de
100 mV s™. Todas as medidas eletroquimicas realizadas neste trabalho (exceto as de pré-
tratamento do eletrodo de DDB) foram feitas utilizando um Potenciostato/Galvanostato
modelo PGSTAT 128N da AUTOLAB sendo as variaveis eletroquimicas controladas a partir
do software GPES.

3.2-VOLTAMETRIA CICLICA
As medidas de voltametria ciclica foram feitas em modo batelada, utilizando

célula eletroquimica do tipo convencional (3 eletrodos), tal como mostrado na FIGURA 3.1.
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FIGURA 3.1 - Fotografia (I) e representacdo esquematica (Il) da célula eletroquimica
convencional de trés eletrodos: eletrodo de referéncia (ER), contra-eletrodo (CE) e eletrodo de
trabalho (ET).

O suporte para o eletrodo de trabalho utilizado, FIGURA 3.2, foi
confeccionado em material de Teflon®. Uma placa de Pt foi utilizada como contra-eletrodo e
um eletrodo de Ag/AgCl (3,0 mol L™) foi utilizado como eletrodo de referéncia. O eletrodo
de referéncia foi preparado a partir da eletrodeposicéo de AgCI sobre um fio de Ag utilizando
solucdo saturada de KCI (3,0 mol L™ e aplicando-se uma corrente anédica de 0,11 A por
30s.

FIGURA 3.2 - Suporte de teflon para o eletrodo de trabalho (DDB): (a) suporte aberto
mostrando o compartimento onde o eletrodo de trabalho é colocado (b) eletrodo de trabalho
sendo colocado no suporte e (c) suporte fechado pronto para ser usado nas analises
eletroquimicas.

O eletrdlito suporte utilizado nas medidas voltamétricas foi uma solucéo

tampdo de fosfato (KH,PO,-Synth) na concentracdo de 0,01 mol L™ e pH 5. Sempre que
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necessario, o pH do eletrélito suporte era ajustado com solugdes de H3PO4 ou NaOH com
auxilio de um pHmetro GEAKA PG1800.

Os perfis voltamétricos para os hormonios E2 e E1 foram obtidos no intervalo
de potencial de 0 V a 1,2 VV x Ag/AgCI (3 mol L), a uma velocidade de varredura de 100 mV
s™. Primeiramente, antes da obtencdo dos perfis voltamétricos dos horménios, fazia-se uma
varredura do branco (eletrélito suporte KH,PO4 0,01 mol L™ em pH 5,0), e posteriormente
com auxilio de uma micropipeta, volumes de 400 uL da solucdo estoque de cada hormdénio
dissolvido em ACN eram adicionados a célula eletroquimica, resultando em uma solucéo de
concentracéo analitica de 5,0 mg L™ para ambos horménios. A solugo resultante era mantida
sob agitacdo por 2 min para homogeneizagdo. Apos este procedimento as varreduras eram

efetuadas obtendo-se assim os perfis voltamétricos dos analitos.
3.3-CLAE-EC

3.3.1- OTIMIZACAO DAS CONDICOES CROMATOGRAFICAS

As analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram feitas
em um aparelho Agilent Technologies 12200 Infinity LC (modelo G4288B). A coluna
cromatogréfica utilizada foi uma coluna C18 (4.6 mm x 50 mm, Poroshell® 2,7 pum) e 20 uL
de cada um dos hormonios e também da mistura deles em vérias concentracfes foram
injetados na coluna, a fim de obter condi¢bes que resultassem em sinais de corrente de
deteccdo dos analitos (cronoamperogramas) com picos bem definidos e separados. A
otimizacdo das condi¢des cromatogréaficas foi realizada em diferentes vazfes e composicdes
de fase mdvel contendo ACN e tampdo de fosfato (KH,PO,-Synth) na concentragdo de 0,01
mol L™ e pH 5. Para isso, o potencial aplicado foi fixado em 0,85 V x Ag/AgCl (3,0 mol/L).
Uma vez determinada as melhores condi¢Ges cromatograficas (composicao da fase movel e
vazdo) procedeu-se a otimizacdo do parametro de potencial aplicado (voltamograma
hidrodindmico), variando-se os valores entre 0,30 V e 1,2 V x Ag/AgCI (3,0 mol L™).

Para a realizacdo dessas andlises por CLAE-EC, acoplou-se ao sistema
cromatografico (FIGURA 3.3) um sensor eletroquimico especialmente projetado e
confeccionado para este fim (FIGURA 3.4). O sensor eletroquimico era controlado de forma
paralela e independente por um potenciostato (PGSTAT 128N) e sua entrada era conectada
diretamente a linha de saida do detector do cromatdgrafo (UV-VIS). Dessa forma, os
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cromatogramas e 0s cronoamperogramas para o E2 e E1 foram obtidos de forma individual
e/ou simultanea.

‘ Bomba \

[Véllvula Seletora Coluna UvV-VIS

Detector
- - Eletroquimico
AW
A B

0)

FIGURA 3.3 - () Representacdo esquematica e (I1) foto do sistema usado para a deteccdo e
quantificacdo simultanea dos hormonios E2 e E1. W = Descarte; A e B = Frascos com fase
movel.

O sensor eletroquimico (FIGURA 3.4) é constituido por dois blocos de
Teflon®, onde em um deles encontra-se o compartimento para o eletrodo de trabalho (f), de
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referéncia (d) e o contra-eletrodo (c). Na parte inferior do detector um parafuso fixado tem a
funcdo de fazer o contato elétrico com o eletrodo de trabalho (g). Um anel a base de silicone
(e) é responsavel pela vedacdo do sensor, impedindo que a solucdo (fase movel) escape
através da juncdo existente entre os dois blocos de Teflon®. Um canal de entrada (a) conduz a
solucdo a superficie do eletrodo de trabalho e posteriormente a mesma passa por um canal de
saida (c) (tubo de aco inoxidavel) o qual também é utilizado como contra eletrodo.

1

FIGURA 3.4 - (1) Representacdo esquematica e (I) foto ilustrativo do sensor eletroquimico
utilizado nas analises por CLAE-EC (ANDRADE et al., 2009).

3.3.2- LIMITE DE DETECCAO

Os limites de deteccdo para os hormonios E2 e E1 foram obtidos por inspecéo
visual, considerando o sinal do pico de corrente como sendo, ho minimo, 3 vezes maior do
que o sinal do ruido. Para isso, sucessivas injecdes em triplicata foram feitas com diferentes

concentracdes da mistura dos padrdes dos hormonios.

3.3.3-LIMITE DE QUANTIFICACAO

Os limites de quantificacdo para os hormoénios E2 e E1 foram obtidos
considerando-se 0s menores sinais de pico de corrente registrados e com possibilidade de
serem quantificados com reprodutibilidade de pelo menos 75%. Para isso, injeg0es sucessivas
realizadas em triplicata foram feitas em diferentes concentra¢des da mistura dos padres dos

hormonios.
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3.3.4-CURVA DE CALIBRACAO (SEM EPN)

Para a obtengdo da curva de calibragdo sem qualquer processo de extragéo,
injecBes da mistura dos padrBes dos hormonios preparados em ACN foram realizadas nas
seguintes concentracdes: 0,80 pg mL™; 1,25 pg mL™; 2,50 pg mL™; 5,00 pg mL™; 7,50 pg
mL?; 10,0 pg mL™? e 20,0 ug mL™. Todas as medidas foram realizadas em triplicata e cada
ponto da curva foi obtido pela média aritmética do sinal de corrente registrado de cada

injecao.

3.4-EXTRA(;AO POR PONTO NUVEM

A metodologia utilizada na realizacdo da extracdo por ponto nuvem (EPN) para
determinacdo dos hormoénios em urina humana, foi baseada no trabalho desenvolvido por
ZOU et al. (2012), com algumas adequacOes e/ou modificagfes as quais estdo descritas a
sequir.

As amostras de urina humana foram coletadas, congeladas e entdo utilizadas
posteriormente para analise dos hormonios naturais 17B-estadiol (E2) e estrona (E1). E
importante ressaltar que, por se tratar de um trabalho de investigacdo que envolve seres
humanos, este trabalho foi desenvolvido com a aprovacdo do Comité de Etica e Pesquisa da
Universidade Federal de Goias.

Em todos os parametros de investigacdo referentes a eficiéncia do método de
EPN - pH da urina e volume de solvente extrator (surfactante ndo iénico 10% (v/v) de
Tergitol TMN-6, Aldrich) - aliquotas de 10 mL de urina foram enriquecidas com diferentes
volumes de solucdo padréo dos horménios E2 e E1 (500 pg mL™ em ACN) para obtengio das
respectivas concentragdes nominais adicionadas de cada hormonio (C,). Em seguida,
volumes de 100 pL da fase rica em surfactante foram diluidos com 100 uL ACN e volumes
de 20 pL de cada solucdo resultante foram injetados no sistema CLAE-EC. Define-se aqui,
portanto, a C,y como sendo a concentra¢do dos hormdnios na urina, antes da extracdo/pré-
concentracdo em ponto nuvem, enriquecida com a adi¢do dos padrdes dos horménios. Todas
as concentragdes nominais investigadas neste trabalho foram selecionadas respeitando-se os
valores maximos de solubilidade em meio aquoso dos horménios (YING et. al, 2002).

O fato da eficiéncia da EPN ser funcdo de cada parametro de investigagdo faz
com que a Cy ndo seja necessariamente igual a concentracdo obtida (Cop). Em outras

palavras, a Co, Serd diretamente dependente da eficiéncia dos processos de extragdo/pré-
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concentracdo em ponto nuvem, os quais levam em conta fatores de diluicdo e de pré-

concentragédo. Desta forma, define-se a C,, como sendo:

Cov=Cc.Fp/Fc (Equacéo 2)

onde Cc é a concentracdo do analito determinada pela curva de calibracdo, obtida sem
qualquer processo de extracdo, Fp é o fator de diluicdo (Fp = 2) e Fc o fator de pré-
concentracdo (ver secéo 1.2.2).

Uma vez determinados os valores das concentracfes obtidas (Cqp), as
eficiéncias de recuperacdo percentual (R%) dos horménios em urina foram determinadas de

acordo com a Equagdo 3.

R% = (Cob / Cag) x 100 (Equagcéo 3)

Baseado nessas definigdes, os parametros de EPN investigados neste trabalho
puderam ser determinados, e os procedimentos adotados para tais medi¢Oes encontram-se

descritos a seguir.

3.4.1-VARIACAO DO pH DA URINA

A influéncia do parametro de concentracdo hidrogenidnica das amostras de
urina foram investigados nos valores de pH 5 e pH 7. Para isso, o pH de volumes de 10 mL
contendo a mistura de todas as urinas coletadas dos voluntarios eram devidamente acertados
com solucdes de H3;PO, ou NaOH e, em seguida, enriquecidas com solucdo padrdo dos
horménios (500 pg mL™ em ACN) de tal forma a obter concentracdo nominal adicionada
(Cag) igual a 500 ng mL™ para cada hormdnio. Nestes estudos, o volume de solvente extrator
(Tergitol TM6 10%) foi fixado em 0,5 mL, o potencial aplicado (e otimizado a partir dos
voltamogramas hidrodindmicos) para deteccdo eletroquimica foi de 1,0 V x Ag/AgCl (3,0
mol/L). A fase mével foi uma mistura contendo TF 0,01 mol L™ em pH = 5 e ACN na
proporgéo 72:28 (v/v) e vazdo de 1,2 mL min™ (condicdes cromatograficas otimizadas).

Apos a adicdo do solvente extrator em cada amostra de 10 mL de urina em pHs
5 e 7 e enriquecidas com os hormonios, elas foram deixadas em um banho termostatico a
45°C por 45 min sendo, a0 mesmo tempo, submetidas a uma radiacdo ultrassdnica com

frequéncia de 20 kHz. Em seguida, 0,2 g de NaCl foram adicionados em cada amostra e
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finalmente as aliquotas foram centrifugadas a 4000 rpm por 3 min. Volumes de 100 pL da
fase rica em surfactante foram diluidos com 100 uL ACN (Fp = 2) e volumes de 20 pL de

cada solucao resultante foram injetados no sistema CLAE-EC.

3.4.2-VARIAQAO DO VOLUME DO SOLVENTE EXTRATOR

Uma vez otimizadas as condi¢Ges cromatograficas (composicao de fase madvel,
vazdo, potencial aplicado e pH da urina) a eficiéncia do processo de extragcdo foi medida
fixando-se as condigdes cromatograficas otimizadas e variando-se o volume de solvente
extrator (Tergitol TMN-6, 10%) em 0,5 mL, 1,0 mL, 1,5 mL, 2,0 mL e 2,5 mL.

Apds a adicdo de diferentes volumes de solvente extrator em cada amostra de
10 mL de urina enriquecida, elas foram deixadas em um banho termostatico a 45°C por 45
min sendo, a0 mesmo tempo, submetidas a uma radiacdo ultrassdnica com frequéncia de 20
kHz. Em seguida, 0,2 g de NaCl foram adicionados em cada amostra e finalmente as aliquotas
foram centrifugadas a 4000 rpm por 3 min. Volumes de 100 pL da fase rica em surfactante
foram diluidos com 100 pL de ACN (Fp = 2) e volumes de 20 pL de cada solucdo resultante
foram injetados no sistema CLAE-EC. A FIGURA 3.5 sumariza de forma representativa a
metodologia usada no processo de EPN descritos nas se¢des 3.4.1 e 3.4.2.

El eEZ2 Tergitol TMN-6 10%:
0,5 mL; 1,0 mL
o f 1.5 mL; 2,0 mL
2,5 mL
S -
— : 45°C {45 min 02 g
. %a {20 KHz % de NaCl %
» D || . | 4
e Centrifuga: 7
urina 0 AN 0
8 4000 rpm ;
o % 0& \ por 3 min & \

Ajuste do pH
5ou?
NaOH ou H;POy4

FIGURA 3.5 — Representagdo esquematica do procedimento utilizado no processo de
extragao por ponto nuvem.
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3.4.3-EXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO COM SOLVENTE ORGANICO

Para efeitos de comparacdo de métodos de extracdo, 0 mesmo procedimento
descrito na Secdo 3.4.2 foi realizado utilizando-se como solvente extrator tetracloreto de
carbono (CCl,). Diferentemente do processo de EPN, neste caso ndo foi adicionado NaCl
apos o procedimento de aplicacdo de ultrassom. A FIGURA 3.6 ilustra de forma resumida o

procedimento de extracdo liquido-liquido.

El e Ed,
500 pg fmL CCly
0.5 ml. 1,0 mL
. 1,5 mL; 2,0 mL
w - 2.5 mL
Centrifuga:
45°C 1 45 mun 4000 rtm
= - {20 KHz por 3 toin
L]
10 ml. } s = } . } }
urita .
s " «®® . a® " +* % e
\ / k ¢ J ':' ":- '-.."‘

Ajuste do pH =7
NaOH ou HaPiOy

FIGURA 3.6 — Metodologia resumida da extracao liquido-liquido com CCl,.

3.4.4 -CURVA DE CALIBRACAO (COM EPN): DETERMINAGCAO DO FATOR DE
PRE-CONCENTRACAO

Para a determinacdo do fator de pré-concentracdo (Fc) - ver secdo 1.2.2 - uma
curva de calibragdo foi construida utilizando-se o processo de extracdo por ponto nuvem a
partir do enriquecimento de aliquotas de 10 mL da mistura das urinas coletadas com solucéo
padr&o dos horménios E2 e E1 em ACN, na faixa de concentracéo de 0,125 pg mL™"a 0,50 pg
mL™. Todas as medidas foram realizadas em triplicata e cada ponto da curva foi obtido pela
média aritmética do sinal de corrente registrado de cada injecdo. Para isso, foram usadas as

condigdes otimizadas cromatogréaficas e de extracdo descritas nas secbes 3.4.1 e 3.4.2.
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3.4.5 -ESTUDO DE RECUPERAGAO: PRECISAO E EXATIDAO DO METODO

Para o estudo de recuperacdo, as amostras (10 mL da mistura das urinas dos
voluntarios) foram submetidas a EPN nas condicdes otimizadas (secdes 3.4.1 e 3.4.2)
utilizando-se as amostras de controle de qualidade do método, analisadas em quintuplicata e
em trés niveis de concentracdes: 0,16 ug mL™?, 0,50 pg mL™ e 1,0 ug mL™. Os estudos de
precisdo e exatiddo foram realizados em trés dias consecutivos. A precisdo do método foi
expressa pelo coeficiente de variacdo percentual (CV%) das replicatas. A exatiddo foi
calculada por meio da razdo da média das concentracdes encontradas e o valor médio das

concentrages nominais, e foi expressa em porcentagem.

3.5 -ANALISE INDIVIDUAL DAS URINAS DOS VOLUNTARIOS

Para a aplicagdo do método desenvolvido, amostras de 20 mL das urinas de
cada voluntério foram divididas em duas partes de 10 mL em tubos de ensaios (devidamente
identificados) e analisadas sob condi¢Ges cromatograficas e de EPN otimizadas e validadas. A
amostragem individual compreendia a analise da urina de 1 homem, 1 mulher gestante, 1
mulher em idade fértil e 1 mulher lactante. Uma das partes de 10 mL das amostras de urina de
cada voluntario ndo enriquecida com os horménios foi identificada como branco. Os outros
10 mL foram enriquecidos pela adicdo dos horménios resultando em concentracdes nominais

de 0,50 pg mL™ para ambos os horménios.
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CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - VOLTAMOGRAMA CiCLICO

Os perfis voltamétricos dos horménios E1 e E2 foram determinados utilizando
como eletrdlito suporte solugdo de KH,PO, 0,01 mol L™ em pH 5. A determinacéo do perfil
voltamétrico mostra a resposta eletroquimica de cada horménio em estudo, ou seja, o
potencial e a corrente do pico de oxidacdo do composto e, caso ocorra, 0 potencial e a
corrente pico de reducdo, além de demonstrar se o processo € reversivel ou ndo. Ao aplicar-se
potencial no intervalo de 0,0 & 1,2 V x Ag/AgCl (3,0 mol L™), foram obtidos os

voltamograma ciclicos dos horménios E1 e E2, os quais estdo apresentados na FIGURA 4.1.

154 —E2
|— E1l
branco
10 -
<
3.
= 97
0_
'5 T T L

0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
E /V x Ag/AgCI (3 mol L)

FIGURA 4.1 - Voltamogramas ciclicos dos horménios E2 e E1 (5,0 ug mL™) em eletrélito
suporte de KH,PO4 0,01 mol L™, pH 5,0 e v = 100 mVs™, obtidos com o eletrodo de DDB
(ET) e Pt (CE).

Conforme pode ser observado no voltamograma ciclico mostrado na FIGURA
4.1, os horménios em estudo apresentam perfis voltamétricos irreversiveis, uma vez que
nenhum pico de reducdo foi observado nas varreduras inversas, no intervalo de potencial

investigado. Apos a regido de potencial dos picos de oxidagdo dos hormonios E1 e E2 (0,71 V
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x Ag/AgCI 3,0 mol L™ para ambos), no intervalo de 0,3 V - 1,1 V x Ag/AgCl 3 mol L,
observa-se um aumento exponencial da corrente registrada, o qual é caracteristico da reacdo

de desprendimento de oxigénio (RDO) promovida pela oxidacéo eletroquimica da agua.
4.2 - CLAE-EC

4.2.1 - OTIMIZACAO DAS CONDICOES CROMATOGRAFICAS

Primeiramente, inje¢es sucessivas da mistura dos horménios E2 e E1 na
concentracdo de 5,0 ug mL™ foram realizadas variando-se as condicées cromatograficas de
composicdo da fase movel e vazdo, a fim de se obter uma condicdo que resultasse em
cronoamperogramas (perfis de corrente elétrica x tempo) com picos bem definidos, separados
e com tempos de analise adequados. Estes estudos iniciais foram realizados sem qualquer tipo
de extracdo. Os parametros cromatograficos investigados foram composicdo de fase movel
(TF:ACN) nas respectivas propor¢des volumétricas de 75:25, 73:27 e 72:28 (V/IV) e vazdo
(1,0 mL min? e 1,2 mL min™). O potencial de 0,85 V x Ag/AgCl foi aplicado por ser um
valor um pouco superior ao potencial de pico observado nos voltamogramas ciclicos
apresentados na FIGURA 4.1. Os resultados obtidos sdo mostrados pela FIGURA 4.2.

E2
—72:28 1,0 mL min

—72:28 1,2 mL min
—73:27 1,2 mL min
4 E1 —— 75:251,0 mL min
75:25 1,2 mL min

-1
-1
-1
-1
-1

t/s

FIGURA 4.2 - Cronoamperogramas obtidos para os horménios E2 e E1 (5,0 ug mL™) em
diferentes composicdes de fase mével e vazdo. E = 0,85 V x Ag/AgCl 3,0 mol L. Eletrodo
de DDB pré-tratado catodicamente (ET) e aco inoxidavel (CE). Volume de injecdo = 20 uL.
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As condicdes cromatograficas de composicdo de fase mével de 75:25 (V/IV) e
vazéo de 1,0 mL min™ foram usadas inicialmente considerando-se que, em testes prévios,
usando apenas CLAE-UV, esta foi a condi¢do que resultou em cromatogramas com 0S picos
de melhor resolucédo. Entretanto, como observado na FIGURA 4.2, nesta condicao, apesar de
ter apresentado boa separacdo, o pico referente ao horménio E1 mostrou-se um pouco largo.
Para resolver este problema, optou-se por aumentar a vazdo para 1,2 mL min™ no sentido de
estreitar a base do pico além de proporcionar 0 aumento no transporte de massa do analito em
direcdo a superficie do eletrodo de DDB no sensor eletroquimico, podendo conferir, dessa
maneira, maior sinal de corrente. Tais mudancas mostraram-se positivas, pois além de uma
ligeira reducdo na base do pico do hormonio E1 os sinais de corrente foram aumentados e a
boa separacdo dos picos foi mantida. Posteriormente, variou-se a composicao da fase movel
diminuindo a proporcdo do tampdo fosfato, a fim de aumentar a forca da fase movel.
Empregando-se a condicdo de fase movel 72:28 (V/V) de tampéo fosfato (KH,PO,4 0,01 mol
L™ em pH 5,0) e ACN a uma vazdo de 1,2 mL min™, foi obtido o cronoamperograma que
melhor atendeu aos critérios cromatograficos. A ordem de eluicdo dos horménios foi
verificada apos injecOes individuais dos hormonios, sendo que o E2 apresentou menor tempo
de retencdo em relacdo ao E1, tal como pode ser verificado na FIGURA 4.2. E importante
ressaltar ainda que o eixo do tempo apresentado no cronoamperograma da FIGURA 4.2 nédo
representa os tempos reais de retencdo dos hormonios E1 e E2. Isso ocorre porque a medida
utiliza dois instrumentos de forma simultanea e paralela (ver FIGURA 3.3), ou seja, como 0S
equipamentos (CLAE e Potenciostato) ndo estdo perfeitamente sincronizados, os tempos entre
o inicio da injecdo e o inicio da deteccdo eletroquimica podem ser diferentes. Os tempos reais
de retengdo dos hormonios E2 e E1 séo de 6,3 min e 10,6 min, respectivamente.

4.2.2 - VOLTAMOGRAMA HIDRODINAMICO

Uma vez otimizadas as condi¢fes cromatogréaficas e ja definido o intervalo de
potencial de oxidacdo dos horménios E2 e E1 (FIGURA 4.1), curvas hidrodindmicas com
injecdo simultanea dos horménios foram construidas. Estes estudos também foram realizados
sem qualquer tipo de extragdo. O objetivo dessas medidas é determinar qual o maior valor de
potencial que pode ser aplicado na deteccdo eletroquimica dos horménios para geracdo dos
melhores sinais de corrente elétrica registrados. O intervalo de potencial aplicado foi de 0,3 -

1,2 V x Ag/AgCl (3,0 mol L™). Os resultados obtidos ap6s subtrair os sinais de corrente de
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pico obtidos na presenca dos hormonios (lyico) cOM 0s sinais de corrente de fundo obtidos da

amostra do branco (lyranco), ambos no mesmo potencial, s&o mostrados pela FIGURA 4.3.
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FIGURA 4.3 -Voltamograma hidrodinamico obtido para (a)branco (solugdo TF 0,01 mol L™ e
ACN, 72:28, VIV) e (b) Voltamograma hidrodinamico dos horménios E2 e E1(5,0 pg
mL™). Eletrodo de DDB pré-tratado catodicamente (ET) e aco inoxidavel (CE). Eletrélito
suporte: fase mével de KH,PO,4 (0,01 mol L™; pH 5,0) / ACN (72:28 V/V) vazdo de 1,2 mL
min™’. Volume de injecdo = 20 pL
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De acordo com os voltamograma hidrodindmicos mostrados na FIGURA 4.3b,
foi possivel observar que a partir do potencial aplicado de 0,6 V x Ag/AgCl (3,0 mol L) o
sinal de corrente aumenta e tende a um patamar, possivelmente devido a limitagdes por
transporte de massa. Para uma melhor analise dessas medidas, as respostas hidrodinamicas
para os hormonios foram representadas da mesma forma como em BROCENSCHI et. al,
(2014), ou seja,como a razéo entre o sinal/corrente de fundo em fungéo do potencial aplicado,
tal como mostrado na FIGURA 4.4. Dessa forma, é possivel avaliar os sinais de corrente
levando-se em conta somente os processos de oxidacdo (faradaicos), eliminando qualquer

influéncia ou contribuicdo da corrente de fundo relacionada a oxidacéo do eletrolito suporte.
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FIGURA 4.4 - Voltamogramas hidrodindmicos dos horménios E2 e E1 (5,0 pg mL™),
representados como a razdo sinal/corrente de fundo. Eletrodo de DDB pré-tratado
catodicamente (ET) e aco inoxidavel (CE). Eletrélito suporte: fase mével de KH,PO, (0,01
mol L%; pH 5,0) / ACN (72:28 V/V) vazéo de 1,2 mL min™. Volume de injecdo = 20 pL
Portanto, com base nos resultados mostrados na FIGURA 4.4, pode-se concluir
que o potencial aplicado que apresentou a melhor resposta foi de 1,0 V x Ag/AgCl (3,0 mol
L") para ambos horménios, E1 e E2, sendo esta condicdo utilizada nos experimentos

posteriores.
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4.2.3-LIMITES DE DETECCAO E QUANTIFICACAO (SEM PROCESSO DE
EXTRACAO)

O limite de deteccdo (LD) foi definido como sendo a concentragdo
correspondente ao sinal de deteccdo que € no minimo 3 vezes maior que o sinal do ruido. O
cronoamperograma obtido no qual foi determinado o LD esta ilustrado na FIGURA 4.5 e seu
valor foi de 0,5 pg mL™ para os dois horménios (1,83 umol L™ para o E2 e 1,85 pmol L™

parao E1).
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FIGURA 4.5 - Cronoamperograma obtido referente a determinacdo do limite de detecgdo dos
horménios E2 e E1. Eletrélito suporte: fase mével de KH,PO, (0,01 mol L, pH 5,0) / ACN
(72:28 VIV) vazdo de 1,2 mL min™. E = 1,0 V x Ag/AgCI (3,0 mol L™). Eletrodo de DDB
pré-tratado catodicamente (ET) e aco inoxidavel (CE). Volume de injecdo = 20 pL

O limite quantificagdo (LQ) foi definido como a menor concentragdo da
espécie analitica que pode ser determinada com uma boa reprodutibilidade (> 75%), ou seja,
com coeficiente de variagdo menor que 15% entre os resultados das injecGes em triplicata.
Sendo assim, o valor de LQ obtido para ambos os horménios E2e E1 foi de 0,80 pg mL™
(2,94 umol L™ para 0 E2 e 2,96 umol L™ para o E1), com coeficientes de variac&o de 7,45% e
2,47% e erro relativo de 3,75% e 0,33%, respectivamente. E importante enfatizar que os
limites de deteccédo e quantificacdo obtidos para 0os hormonios E1 e E2 mostrados nesta se¢do
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referem-se aqueles obtidos sem qualquer processo de extracdo, ou seja, fatores de pré-

concentragdo ndo foram levados em conta aqui.

4.2.3-CURVA DE CALIBRACAO (SEM PROCESSO DE EXTRACAO)

Uma vez determinado os LQ dos hormdnios E1 e E2 (ambos 0,80 pg mL™),
partiu-se dessa concentracdo para construgdo das curvas analiticas sem qualquer tipo de extracao.
Este tipo de medida € necessario para que o fator de pré-concentracédo (Fc) possa ser determinado
(ver Secdo 3.4). Para isso, a média dos sinais das alturas dos picos de corrente obtidas a partir de
injecdes feitas em triplicata foram lancadas em gréafico em funcéo das respectivas concentracdes
nominais. A FIGURA 4.6 mostra a curva analitica obtida no intervalo de concentracdo de

0,80 pg mL ™ 20 pg mL*para as solucdes dos padrdes de E1 e E2.
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FIGURA 4.6 - Curvas analiticas obtidas sem o procedimento de EPN. Eletrélito suporte: fase
mével de KH,PO, (0,01 mol L™; pH 5,0) / ACN (72:28 V/V) vazdo de 1,2 mL min™. E = 1,0
V x Ag/AgCl (3,0 mol LY. Eletrodo de DDB pré-tratado catodicamente (ET) e aco
inoxidavel (CE). Volume de inje¢do = 20 puL

De acordo com as curvas analiticas obtidas para a determinacdo simultanea de
E1l e E2, mostradas na FIGURA 4.6, pode-se observar que as curvas apresentam excelente

linearidade na faixa estudada, com coeficientes de correlagdo iguais a 1 para ambos 0s
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horménios, nos intervalos de concentracdo investigados. As equacgdes de reta obtidas pela

regressao linear do conjunto de pontos mostrados na FIGURA 4.6 estdo mostradas abaixo:

I/nA = - 0,0742 nA + 1,02 nA/pg mL™ [E2/ug mL™] Equacdo 4
I/nA = - 0,208 nA + 0,483 nA/pg mL™ [E1/ug mL™] Equacdo 5

4.3 - EXTRACAO POR PONTO NUVEM

4.3.1 - VARIACAO DO pH DA URINA

Sabendo-se que a eficiéncia do processo de extracdo e de pré-concentragdo em
ponto nuvem pode ser alterado pelos tipos e concentracdo dos surfactantes e aditivos, pH da
amostra, temperatura, tempo de equilibrio e condi¢des de centrifugacdo (ROCHA, 2013), a
variacdo do pH da urina coletada dos voluntarios foi investigada. Os valores de pH = 5,0 e
pH = 7,0 foram investigados por se tratar do pH natural da urina e por ter sido o melhor
resultado para a EPN de horménios em urina encontrado na literatura (ZOU et. al., 2012),
respectivamente. A FIGURA 4.7 mostra 0s cronoamperogramas obtidos nos dois pHs

investigados.
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FIGURA 4.7 - Cronoamperogramas obtidos na determinagdo dos horménios E1 e E2 (500 ng
mL™) em diferentes pH de urina. Eletrélito suporte: fase mével de KH,PO, (0,01 mol L™; pH
5,0) / ACN (72:28 V/V) vazdo de 1,2 mL min™. E = 1,0 V x Ag/AgCI (3,0 mol L™). Eletrodo
de DDB pré-tratado catodicamente (ET) e aco inoxidavel (CE). Volume de injecdo = 20 L.

Com base nos resultados mostrados na FIGURA 4.7 fica evidente que as

amostras de urina enriquecidas com E2 e E1, nas mesmas concentragcdes, apresentaram
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melhor intensidades de sinal obtido para as amostras de urina em pH 7,0. Provavelmente esse
aumento da corrente de pico ocorre porque a quantidade de ions no meio pode interferir no
processo de EPN, alterando a solubilidade da fase micelar em agua, como j& mencionado. A
presenca de eletrolitos favorece a separacédo entre a fase rica em surfactante e a fase pobre e,
dessa forma, quanto mais cargas, mais rapida ocorre a separacdo e, consequentemente, as
micelas tem menos tempo para carregar consigo 0s compostos organicos (ROCHA, 2013).
Dessa forma, todos o0s ensaios posteriores foram realizados acertando-se o pH das amostras de

urina para o valor 7,0.

4.3.2- VARIAQAO DO VOLUME DO SOLVENTE EXTRATOR

Conforme ja especificado, ha uma estreita faixa de concentracdo do surfactante
(solvente extrator) em que a eficiéncia do processo de extracdo e, consequentemente,do sinal
analitico, sdo maximos. Acima dessa faixa, o sinal analitico é prejudicado devido ao aumento
do volume final da fase micelar (efeito de diluicdo), afetando o fator de pré-concentracédo
(Fc). Entretanto, se a quantidade de surfactante € menor do que a necessaria, a fase resultante
rica em surfactante ndo é suficiente para extrair as quantidades maximas possiveis dos
horménios, o que resulta em menores valores de recuperacéo. O sinal de corrente obtido para

0s hormonios E2 e E1 em funcéo do volume de solvente extrator € mostrado na FIGURA 4.8.
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FIGURA 4.8 - Variagdo do sinal de corrente obtido pela deteccdo eletroquimica dos
horménios E1 e E2 (500 ng mL™)em funcéo de diferentes volumes de solvente extrator
(Tergitol®). Eletrélito suporte: fase mével de KH,PO,4 (0,01 mol L™; pH 5,0) / ACN (72:28
V/V) vazdo de 1,2 mL min™. E = 1,0 V x Ag/AgCI (3,0 mol L™) e pHuina = 7,0. Eletrodo de
DDB pré-tratado catodicamente (ET) e aco inoxidavel (CE). Volume de injecéo = 20 L.
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A FIGURA 4.8 mostra que a extracdo feita com volumes de 0,5 mL de
Tergitol® esta ainda abaixo da capacidade de extracdo maxima dos horménios E1 e E2 de
amostras de urina, uma vez que foram observados aumentos significativos do sinal de
corrente quando o volume do Tergitol® foi duplicado para 1,0 mL. Acima de 1,0 mL, houve
uma diminuicdo do sinal de corrente para ambos os horménios, 0 que demonstra que esta
havendo diluicdo por excesso de solvente extrator. Sendo assim, o melhor volume de

Tergitol® para a EPN determinado foi considerado como sendo de 1,0 mL.

4.3.3 - EXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO COM SOLVENTE ORGANICO

A eficiéncia do processo de EPN foi comparada com o método de extracdo
direta liquido-liquido, com tetracloreto de carbono (CCls) com diferentes volumes de
solvente. Os valores de sinal de corrente obtidos para essas medidas estdo mostrados na
FIGURA 4.9.
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FIGURA 4.9 - Variacdo do sinal de corrente obtido pela deteccdo eletroquimica dos
horménios E1 e E2 (500 ng mL™) em fun%éo de diferentes volumes de CCl,. Eletrdlito
suporte: fase movel de KH,PO4 (0,01 mol L™; pH 5,0) / ACN (72:28 V/V) vazdo de 1,2 mL
min®. E = 1,0 V x Ag/AgCl (3,0 mol L) e pHuyina = 7,0. Eletrodo de DDB pré-tratado
catodicamente (ET) e ago inoxidavel (CE). Volume de injegdo = 20 uL.
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A FIGURA 4.9 mostra que em volumes de 0,5 mL de CCl, pode-se obter a
capacidade méxima de extragdo dos hormdnios E1 e E2 de amostras de urina, dado os maio-
res sinais de corrente obtidos para ambos os hormdnios nessa condicdo. E importante ressaltar
que a extracdo dos hormdnios com volumes menores do que 0,5 mL de CCl, torna-se inviavel
devido a dificuldades técnicas quando da retirada da fase orgénica para analises. A partir do
aumento desse volume, pode-se observar a diminuicdo do sinal de corrente para ambos 0s
hormdnios, 0 que demonstra que estd havendo diluigdo por excesso de solvente extrator.

Dessa forma, comparando-se os sinais de corrente obtidos nas melhores condi-
cOes para os dois tipos de extracdes investigadas, o sinal de corrente obtido para 0os horménios
E1 e E2 foram cerca de 3 e 4 vezes maiores, respectivamente, pelo uso do Tergitol (EPN). Es-
tes resultados demonstram, portanto, que a técnica de EPN desenvolvida neste trabalho apre-

sentou-se muito mais eficiente do que a extracdo direta liquido-liquido com o solvente CCl,.

4.3.4 - CURVA DE CALIBRACAO COM EPN: DETERMINACAO DO FATOR DE
PRE-CONCENTRACAO

O fator de pré-concentracdo (Fc) foi determinado por meio da razdo entre o0s
coeficientes angulares das curvas analiticas de calibracdo obtidas com os horménios E1 e E2
sem processo de extracdo (Secédo 4.2.3 — Equacdes 4 e 5) e com processo de EPN. As curvas
analiticas de calibracdo obtidas com os horménios E1 e E2 com processo de EPN foram
construidas na faixa de concentracéo de 0,125 pg mL™"a 0,500 pg mL™. E importante ressaltar
que como o Fc ainda era desconhecido partiu-se da concentragdo nominal de 0,125 g
mL™" em urina por este valor ter mostrado reprodutibilidade de 75% nos sinais de corrente
registrados em injecOes feitas em triplicata. As equacdes das retas, bem como os coeficientes

de correlacdo para as curvas sdo mostrados na TABELA 4.1.

TABELA 4.1- EquagOes das retas e coeficientes de correlagdo obtidos para as curvas
analiticas de calibracdo (n = 3) dos hormonios E2 e E1 com processo de EPN. Eletrolito
suporte: fase mével 72:28 (V/V) de tampao fosfato (KH,PO4 0,01 mol L™ em pH 5,0) e ACN
a uma vazdo de 1,2 mL min™. E = 1,0 V x Ag/AgCl (3,0 mol L™) e pHurina 7,0. Eletrodo de
DDB pré-tratado catodicamente (ET) e aco inoxidavel (CE). Volume de injecdo = 20 puL

Horménio Equacao da reta R

E2 I/nA =-0,601 + 19,1 [E2/ugmL™] 0,994

E1l I/nA =-0,397 + 8,44 [E1/ug mL™] 0,995
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Os valores dos coeficientes angulares das curvas de calibracdo para o horménio
E2 obtidos com e sem o procedimento de EPN foram de 19,1 nA mL pg™te 1,02 nA mL pg*,
respectivamente. Para o horménio E1, os coeficientes angulares das curvas de calibracdo com
e sem o procedimento de extracdo foram de 8,44 nA mL pg™ e 0,483 nA mL pg?,
respectivamente. Desta forma, o fator de enriquecimento calculado (Equacdo 1) para oS
hormonio E2 foi de 18,7 e para o horménio E1 de 17,5. A grande semelhanga entre os valores
de Fc obtidos para ambos os horménios indica, que a presenca dos dois hormonios nas
amostras de urina praticamente ndo altera suas eficiéncias individuais no processo de EPN.
Em outras palavras, considerando-se que o processo de extracdo é feito na presenca dos dois
hormbnios, ndo h& indicativos de competicdo entre os hormonios investigados pelas
moléculas do surfactante durante o processo de EPN. Além disso, da mesma forma como
observado nas curvas analiticas obtidas para os horménios sem qualquer processo de
extracdo, os coeficientes de correlacdo obtidos com EPN mostrados na TABELA 4.1
demonstram a excelente linearidade do método.

Uma vez determinados os valores de Fc para os horménios E1 e E2, os valores
dos limites de deteccdo e quantificacdo dos horménios nas amostras de urina foram
convertidos usando-se a Equacdo 2 (Secao 3.4). Neste caso define-se Cq, como sendo os LD
ou LQ com processo de EPN, Cc como sendo os LD ou LQ obtidos sem processo de extragdo
(Secdo 4.2.3) e 0 Fp como sendo igual a 2. Portanto, os valores de limite de detec¢do dos
hormédnios em urina convertidos foram de 53,4 ng mL™ (0,196 pmol L™) e 57,1 ng mL™
(0,211 pmol L™) para os horménios E2 e E1, respectivamente, e os valores de limite de
quantificacdo de 85,6 ng mL™ (0,314 pmol L™) e 91,4 ng mL™ (0,338 pumol L) para os
hormonios E2 e E1, na mesma ordem.

Uma comparacdo entre os limites de deteccdo obtidos, com aqueles
encontrados na literatura (TABELA 4.2), mostrou que os limites de detec¢do apresentados
neste trabalho estdo acima dos valores descritos. Entretanto, vale ressaltar que, até onde foi
possivel verificar, este trabalho é o Unico que utiliza a matriz urina humana, sem qualquer
diluicdo prévia ao método de extracdo. Fato este que justifica a ndo detec¢do na amostra do

branco desses trabalhos, apesar dos baixos limites de detecgéo relatados.
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TABELA 4.2 - Limites de deteccdo e quantificagdo da literatura para E2 e E1 em variadas
matrizes e utilizando diferentes métodos de extracdo e analise.

Método .
Horménio Matriz de Metgglo LD LQ Referéncia
. analitico
extracao
E1, E2 Efluente SPE  LC-MS-MS 0’1'Ezf ng 0'6'81? ng GUth‘TZBng‘K
(200 mL) etal,
E1 E2 Sedimento de PLE TFC-LC- 0,031- 0,1-0,23 GORGA et
’ rio (2 g) MS/MS  0,069ngg” ngg* al.,2013
Lodo de TFC-LC- 2,2-38ng  7,4-25ng GORGA et
EL E2 esgoto (1g) PLE MS/MS g* g* al.,2013
Urina (10 mL
E2 de urina FPSE  HPLC-FLD  2020ng  0,066ng  KUMAR et
T, mL mL al., 2014
diluida)
ELISA MANICKUM
E1, E2 Efluente - 02-5ngL* 50ngL*  &JOHN,
2015
. ) PEREZ &
E1, g2 AQuaderio SPE Lcpap 01309 - ESCANDAR,
(250 mL) L
2014
Voltametria
ciclica
. GCE
E2 SOro sanguineo - modificado
com pelicula  2,0x10° SONG et al.,
de poli (L- mol L™ i 2008
serina)
Urina humana 0,1-0,2 ng Z0U, et al. ,
El, E2 diluida EPN CLAE-DAD mLt - 2012
0,196- 0,314-
E1l, E2 Urina humana EPN CLAE-EC 0,211 pmol 0,338 Este trabalho
Lt pmol L

435 - ESTUDO DE RECUPERACAO: DETERMINACAO DA PRECISAO E DA
EXATIDAO DO METODO

A precisdo e a exatiddo do método foram determinadas a partir de ensaios de
recuperacdo. A recuperacao esta relacionada com a exatiddo, pois reflete a quantidade de um
determinado analito que pode ser recuperado em um processo de extracdo em relacdo a

quantidade real presente na amostra. Além disso, em estudos de recuperacdo podem ser feitos
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testes de significancia, utilizando o teste de Student mostrado na Equacdo 6 (OLIVEIRA,
2012).

t = [(R%m — 100) /DPyec] / nY2 Equacio 6

onde, t é o valor do teste de Student, R%meqio € @ porcentagem de recuperacdo média obtida
para n repeticbes, 100 é a recuperacao percentual desejada, n € o nUmero de determinacgdes e
DPec € 0 desvio padrdo das recuperagdes.

Se o valor obtido de t for menor ou igual ao valor tabelado (teritico), para (n — 1)
graus de liberdade em um dado nivel de significancia, 0 método é considerado exato, ou seja,
ndo ha diferencas significativas entre a porcentagem de recuperacdo obtida e o valor desejavel
(100%).

Para que o método seja considerado preciso, os valores dos coeficientes de
variacdo (CV) podem ser de até 15% (OLIVEIRA, 2012). A precisdo das medidas foi
avaliada como coeficientes de variacdo percentual (CV%), sendo as analises realizadas em
quintuplicata (n = 5) e executadas sequencialmente no mesmo dia (precisao intra-dia) e em
trés dias diferentes (precisdo inter-dia). A exatiddo foi avaliada segundo o desvio padrédo das
medidas (DP) e o teste de Student foi aplicado utilizando-se as porcentagens de recuperacéo
dos horménios E2 e E1 em trés niveis de concentracdo (0,16 pg mL™, 0,50 pg mL™ e 1,0 pg
mL™) adicionadas a uma mistura de amostras de urina de quatro voluntérios. As eficiéncias de
recuperacdo percentuais foram determinadas conforme especificado na Secdo 3.4 e 0s demais

parametros descritos encontram-se sumarizados na TABELA 4.3.

TABELA 4.3 - Eficiéncias de recuperacdo percentuais (n = 5), coeficientes de variacdo e t
obtidos na determinacdo de E2 e E1 em urina em 3 niveis de concentragdo. Eletrélito suporte:
fase movel 72:28 (V/V) de tampédo fosfato (KH,PO, 0,01 mol L™ em pH 5,0) e ACN a uma
vazéo de 1,2 mL min™. E = 1,0 V x Ag/AgCl (3,0 mol L™) e pHuyrina 7,0. Eletrodo de DDB
pré-tratado catodicamente (ET) e aco inoxidavel (CE). Volume de injecdo = 20 pL.

Exatidao e

1° dia 2° dia 3° dia preciséo

inter-dia
Cad R%medio  CV t R%medio  CV t R%medio  CV t R%medio  CV
(MgmLY)  +DP,. (%) +DPr; (%) +DPr; (%) + DPr. (%)
0,16 94+2 212 -134 97+1 134 022 99+2 212 022 97+2 2,06
El 05 111+4 360 1,23 63+7 11 150 99+10 10,1 -0,04 9147 7,69
1,0 112+4 357 1,34 124+8 645 1,34 109+10 9,20 040 11547 6,09
0,16 112+3 2,68 1,78 98+1 102 -0,89 113+3 2,65 194 108+2 1,85
E2 0,5 81+4 4,94 22,12 60+5 8,33  -3,57 97+7 7,22  -0,19 7945 6,33

1,0 107+2 1,87 1,56 115+4 1,68 1,34 103+1 0,97 1,34 108+2 1,85
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De acordo dos dados apresentados na TABELA 4.3, os valores dos coeficientes
de variagdo calculados foram todos menores do que 15%. As recuperagdes médias dos trés
dias variaram entre 91% e 115% para o hormonio E1 e entre 79% e 108% para o hormonio
E2, para as 3 concentracdes nominais. Esses resultados indicam que ndo hé interferéncia da
matriz nas amostras analisadas na determinacdo dos horménios E1 e E2 pelo procedimento
analitico desenvolvido.

Com relagdo ao teste de Student, com 95% de confianca e (n — 1) graus de liberdade,
os valores de t calculados apresentaram valores menores que o valor critico tabelado (tgse, =
2,78), para todos os niveis de concentracdo e nos trés dias investigados. Portanto, 0 método

desenvolvido pode ser considerado preciso, com boa repetitividade e reprodutibilidade.

4.4 -APLICAQAO DO METODO: ANALISE INDIVIDUAL DAS URINAS DOS
VOLUNTARIOS

O método desenvolvido e validado foi aplicado na determinacdo dos
horménios E1 e E2 nas amostras individuais de cada voluntario (ver Secdo 3.5). A FIGURA

4.10 mostra 0s cronoamperogramas obtidos para a amostra de urina do homem.
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FIGURA 4.10 - Cronoamperogramas obtidos para a amostra de urina do homem. Eletrélito
suporte: fase mével de KH,PO, (0,01 mol L™; pH 5,0) / ACN (72:28 V/V) vazdo de 1,2 mL
min®. E = 1,0 V x Ag/AgCl (3,0 mol L) e pHuyina = 7,0. Eletrodo de DDB pré-tratado
catodicamente (ET) e ago inoxidavel (CE). Volume de injecdo = 20 pL.
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Como esperado, na FIGURA 4.10 mostra que na leitura da amostra de urina do
homem ndo fortificada com os hormonios (branco) ndo foram detectados os horménios em
estudo. Os hormonios E2 e E1 sdo hormonios predominantemente femininos e encontrados
em menor quantidade em espécies do sexo masculinos. Nesta analise, em especifico, a
auséncia dos hormonios E1 e E2 na urina do homem pode ser diagnosticada em fungédo dos
limites de deteccdo atingidos pela técnica (53,4 ng mL™ para o horménio E2 e 57,1 ng mL™
para 0 hormonio E1).

A coleta da urina da mulher voluntaria em idade fértil foi feita durante o final
da fase folicular e inicio da fase ovulatoria, no 12° dia do ciclo menstrual. Nesta fase de coleta
(fase folicular) o horménio E2 atinge seu nivel maximo de producdo. Outra informacéo
relevante informada pela voluntaria e que ela faz uso de um anticoncepcional que tem em sua
formulacdo os hormonios sintéticos etinilestradiol (EE2) e a drospirenona (um hormonio
sintético que corresponde ao efeito da progesterona). Os resultados obtidos da analise da urina

coletada desta voluntaria estdo mostrados pela FIGURA 4.11.
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FIGURA 4.11 - Cronoamperogramas obtidos para a amostra de urina da mulher em idade
fértil. Eletrlito suporte: fase mével de KH,PO, (0,01 mol L™; pH 5,0) / ACN (72:28 V/V)
vazéo de 1,2 mL min™. E = 1,0 V x Ag/AgCI (3,0 mol L™) e pHuyrina = 7,0. Eletrodo de DDB
pré-tratado catodicamente (ET) e aco inoxidavel (CE). Volume de inje¢do = 20 pL.

Ainda de acordo com informagdes fornecidas pela voluntaria, ela faz uso deste

anticoncepcional ha pelo menos 5 anos. Portanto, poderia ser esperado que em sua amostra de
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urina do branco fosse detectada a presenca do EE2, como de fato ocorreu. O pico referente ao
hormdnio sintético EE2 foi identificado pelo tempo de retencéo obtido a partir da injecdo de
uma solucédo padréo contendo EE2. Este composto poderia ser um potencial interferente nas
medidas para a deteccdo dos horménios E2 e E1, ja que em quase todas as formulacdes de
anticoncepcionais existentes no mercado o EE2 esta presente (FERREIRA et. al., 2000).
Entretanto, conforme pode ser verificado no cronoamperograma mostrado na FIGURA 4.11
sua presenca nao interferiu no procedimento de extracao e de analise, uma vez que seu pico de
retencdo ndo se sobrepds aos picos dos hormonios E1 e E2. Além disso, as porcentagens de
recuperacdo obtidas para os hormonios E2 e E1 foram satisfatorias (108% e 119%,
respectivamente). No periodo do ciclo menstrual em que a voluntéria se encontrava o nivel de
E2 é o mais elevado, sendo possivel sua detec¢do até mesmo no branco. A porcentagem de
recuperacdo do E2 foi calculada levando-se em conta a contribuicdo do E2 na amostra do
branco (método de adicdo de padrao).

Para a voluntaria em periodo de lactacdo, a amostra de urina foi coletada
quando j& haviam sido passados dez meses da data do parto. Segundo informacdes da
voluntaria, a mesma fazia uso no periodo da coleta do anticoncepcional a base de do
horménio sintético desogestrel. Segundo a bula do medicamento informado pela voluntaria, o
principal efeito contraceptivo dele é a inibi¢cdo da ovulacdo o que leva a uma reducdo dos
niveis de estradiol a niveis correspondentes aos da fase folicular inicial. A FIGURA 4.12
mostra 0s cronoamperogramas obtidos para a amostra de urina da mulher em periodo de

lactacdo.
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FIGURA 4.12 - Cronoamperogramas obtidos para a amostra de urina da mulher em lactacéo.
Eletrélito suporte: fase mével de KH,PO, (0,01 mol L™*; pH 5,0) / ACN (72:28 V/V) vazéo de
1,2 mL min™. E = 1,0 V x Ag/AgCI (3,0 mol L™) e pHusina 7,0. Eletrodo de DDB pré-tratado
catodicamente (ET) e ago inoxidavel (CE). Volume de injecdo = 20 L.

Como esperado, a leitura do branco da amostra de urina da voluntéaria lactante
mostrada na FIGURA 4.12 n&o apresentou picos referentes a nenhum dos hormonios
investigados. 1sso porque durante o periodo em que a mulher estd amamentando, nas
primeiras semanas ap0s 0 parto, os niveis dos horménios responsaveis pelo crescimento das
mamas, principalmente a estrona (E1), ainda estdo muito elevados. Como a coleta da urina
desta voluntéria foi feita 10 meses ap6s o parto, os niveis de E1 no organismo podem voltar a
atingir niveis mais baixos.

A analise da amostra de urina da voluntaria gestante foi coletada na 342 semana
de gestacdo. Nesta fase, os niveis dos horménios E2 e E1 sdo muito elevados. A FIGURA

4.13 mostra 0s cronoamperogramas obtidos para a amostra de urina da mulher gestante.
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FIGURA 4.13 - Cronoamperogramas obtidos para a amostra de urina da mulher gestante.
Eletrélito suporte: fase movel 72:28 (v/v) de tampéo fosfato (KH,PO4 0,01 mol L™ em pH
5,0) e ACN a uma vazo de 1,2 mL min™. E = 1,0 V x Ag/AgClI (3,0 mol L™) e pHyrina 7.0.
Eletrodo de DDB pré-tratado catodicamente (ET) e ago inoxidavel (CE). Volume de injecéo =
20 pL.

Depois das primeiras 5 semanas de gravidez, a placenta torna-se o principal
6rgdo de producdo de estrogénios, sendo que esses niveis aumentam gradualmente durante a
toda a gestacdo. A concentracdo plasmatica de estrogénios eleva-se cerca de 100 vezes em
relacdo aos niveis do inicio da gravidez e consequentemente, esse aumento € percebido pela
excrecdo na urina. Além disso, quando o aumento no nivel dos hormdnios durante a gestacao
ndo ocorre de forma gradual, isso é um indicativo de doencas gestacionais, e problemas como
a deficiéncia de sulfatase placentaria ou sulfato de dehidroepiandrosterona (DHEA-S). A
placenta utiliza o DHEA-S, produzido pelas supra-renais materna e fetal e sintetiza estradiol e
estrona. Dessa forma, o acompanhamento dos niveis desses hormoénios torna-se
imprescindivel para a realizagdo de um bom pré-natal (FERNANDES, et al., 2015). Portanto,
tal como esperado, a leitura do branco da amostra de urina da voluntaria gestante mostrada na
FIGURA 4.13 apresentou picos referentes aos horménios investigados. Os resultados obtidos
referentes a aplicacdo do método pela analise individual das urinas de todos os voluntérios

encontram-se sumarizados na TABELA 4.4.
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TABELA 4.4 - Resultados obtidos pela aplicacdo do método (n = 3) por meio da anélise dos
horménios E2 e E1 das amostras de urina de cada individuo. Eletrolito suporte: fase movel
72:28 (VIV) de tampéo fosfato (KH,PO, 0,01 mol L™ em pH 5,0) e ACN a uma vazdo de 1,2
mL min™®. E = 1,0 V x Ag/AgCI (3,0 mol L™) e pHuina 7,0. Eletrodo de DDB pré-tratado
catodicamente (ET) e aco inoxidavel (CE). Volume de inje¢do = 20 pL.

Homem Mulher
Em idade fértil Lactante Gestante
Cad " 0,500 0,500 0,500 0,500
(Mg mL™)
Cob 4 0,518 0,537 0,401 0,350
E2 (ug mL")
Branco
- - 0,104 - 0,159
(ug mL™)
R%0medio(F DPrec) 104 +1 108 +1 80 +4 70 +13
CV% 0,96 0,93 5,0 19
Cad
0,500 0,500 0,500 0,500
(Hg mL™)
Cob 4 0,569 0,599 0,638 0,531
E1 (Mg mL™)
Branco
(Hg mL™) ) ) ) 0.113
R%medio(+ DPrec) 114 %3 119 +3 128 3 106 +13
CV% 2,63 2,52 2,34 12,3

De um modo geral, a TABELA 4.4 mostra que a aplicacdo do método foi
precisa, com boa repetitividade e reprodutibilidade para todas as amostras, com excecao
apenas para a amostra da urina da voluntaria gestante cuja eficiéncia de recuperacdo (R%medio)
do horménio E2 foi de 70%.
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CAPITULO 5 - CONCLUSOES

O método desenvolvido neste trabalho,foi validado dentro dos critérios de
aceitacdo em fluidos bioldgicos (INMETRO, 2010), para determinacdo simultanea dos
hormonios naturais 17p-estradiol e estrona em urina humana,a partir da técnica de extracdo
por ponto nuvem, por cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo
eletroquimica,utilizando eletrodo de diamante dopado com boro pre-tratado catodicamente.

As condi¢des cromatogréaficas foram devidamente otimizadas e resultaram em
uma composicdo de fase mével 72:28 (V/V) de tampao fosfato (KH,PO, 0,01 mol L™ em pH
5,0) e ACN a uma vazdo de 1,2 mL min™. E = 1,0 V x Ag/AgCI (3,0 mol L™) e pHuina 7,0.
Eletrodo de DDB pré-tratado catodicamente (ET) e aco inoxidavel (CE). Volume de injecéo =
20 pL. A partir do voltamograma hidrodinamico, o potencial aplicado que apresentou a
melhor resposta foi de 1,0 V x Ag/AgCl (3,0 mol L™).

Os estudos referentes a recuperacdo, precisdo intra- e inter- dia e exatidao,
realizados com amostras controle de qualidade preparadas em quintuplicata e em trés
diferentes concentracdes (baixa, média e alta), em relagdo as concentracdes da curva de
calibracdo mostraram-se dentro dos critérios de aceitagdo de métodos para fluidos biol6gicos
(INMETRO, 2007).

A aplicacdo do método feita por meio da analise individual das urinas coletadas
dos individuos voluntarios mostrou-se precisa, com boa repetitividade e reprodutibilidade.
Destas analises, foi possivel identificar e determinar a presenga do hormonio sintético 17a-
etinilestradiol na amostra do branco de um dos voluntarios que fazia uso continuo de um
anticoncepcional, sem qualquer interferéncia deste hormonio sintético no procedimento de
extracdo e determinacdo cromatografica com deteccédo eletroquimica. Além disso, foi possivel
também detectar a presenca dos horménios E2 e E1 na amostra do branco da voluntaria
gestante.

Portanto, os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que a
utilizacdo do sensor eletroquimico com eletrodo de DDB para a determinagdo simultanea dos
horménios naturais E1 e E2 em amostras de urina pode servir de forma adequada como um
método eficaz e alternativo para diagndsticos patologicos envolvendo a analise destes

horménios em matrizes bioldgicas de urina humana.
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