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Resumo

As doengas cardiovasculares sdo a principal causa de morte global, segundo a
Organizacdo Mundial de Saude. Os B-bloqueantes sdo farmacos habitualmente prescritos para o
seu tratamento, utilizando-se alternativamente noutras situagdes clinicas. A Agéncia Mundial
Antidopagem baniu a sua utilizacdo em desportos de precisdo, pela capacidade de reducdo de
tremores. Devido ao elevado consumo global, os B-bloqueantes t€ém sido detetados em 4guas
ambientais e urbanas. Assim, quer em contexto de monitorizacao terapéutica e controlo de doping,
quer ambiental, torna-se essencial adotar técnicas de microextracdo que permitam o
enriquecimento vestigial de B-bloqueantes, seguidas de analise instrumental.

O presente trabalho consistiu no desenvolvimento e aplicacdo a matrizes reais, de um
método analitico alternativo para determinagao de cinco B-bloqueantes (BIS, CAR, NEB, PIN ¢
PRO) em amostras bioldgicas e ambientais. Para esse efeito, recorreu-se a microextragao
adsortiva em barra, seguida de microdessorgdo liquida e cromatografia liquida de alta eficiéncia
com detecdo por rede de diodos (BApRE-pLD/HPLC-DAD).

Realizaram-se diversos estudos de otimizagdo, tendo o polimero Strata X-AW
apresentado melhores resultados face aos restantes sorventes testados. Sob condig¢des
experimentais otimizadas (microextracao: 4 h (990 rpm), pH 12; retroextragao: MeOH:ACN
(1:1,v/v), 15 min sob sonificagdo) alcangaram-se recuperagdes médias compreendidas
entre 71,4 e 84,4%. Apods validacdo, atingiram-se limiares analiticos aceitaveis
(1,2pg L'<LOD<10,0 pg L' e 4,0 pg L' < LOQ < 33,0 pg L"), gamas de trabalho
compreendidas entre 4,0 e 600,0 pg L, e excelentes linearidades (+° > 0,9974). Numa etapa final,
aplicou-se a metodologia otimizada e validada de forma muito satisfatoria a matrizes biologicas
(urina, plasma e saliva) e ambientais (dgua de ETAR).

A metodologia proposta revelou ser uma alternativa para analise de B-bloqueantes em
amostras biologicas e ambientais. Como principais vantagens destacam-se a pequena quantidade
de solvente requerido, facil manipulacdo e simplicidade, ampla gama linear de trabalho, e
aplicagdo simultanea em diferentes contextos analiticos.

Palavras-chave: Beta-bloqueantes (p-bloqueantes), Doencas cardiovasculares, Doping,
Microextragdo adsortiva em barra (BApE), Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detegao
por rede de diodos (HPLC-DAD).
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Abstract

Cardiovascular diseases are the main cause of death worldwide, according to the World
Health Organization. f-blockers are drugs usually prescribed for cardiovascular therapy, but also
in other health situations. Their tremor-reducing effect led the World Anti-Doping Agency to ban
their use in precision sports. Given their global consumption, 3-blockers were already detected in
environmental and wastewater samples. Therefore, in the context of therapeutic and doping
control, or in environmental monitoring, it is essential to adopt microextraction techniques,
promoting the enrichment of traces of B-blockers, followed by instrumental analysis.

The present work consisted in the development and application to real matrices, of an
alternative methodology for trace analysis of five B-blockers (BIS, CAR, NEB, PIN and PRO) in
biological and environmental samples. In this sense, it was applied bar adsorptive microextraction
followed by microliquid desorption and high-performance liquid chromatography with diode
array detection (BApPE-uLD/HPLC-DAD).

Several studies were carried out during the optimization, with the Strata X-AW polymer
presenting better results compared to the other sorbents tested. Under optimized experimental
conditions (microextraction: 4 h (990 rpm), pH 12; retroextraction: MeOH:ACN (1:1, v/v),
15 min under sonification) were obtained average recovery yields between 71.4 and 84.4%.
During the validation, this methodology allowed to achieve acceptable analytical thresholds
(1.2 pg L'<LOD < 10.0 ug L! and 4.0 pg L' < LOQ < 33.0 pg L"), good linear dynamic
ranges from 4.0 to 600.0 pg L', and excellent linearities (+* > 0.9974). The optimized and
validated methodology was successfully applied to biological (urine, plasma and saliva) and
environmental (wastewater) matrices.

The proposed method proved to be an alternative methodology for trace analysis of
B-blockers in biological and environmental matrices. The main advantages include the use of
small amount of solvent, easy manipulation and simplicity, wide linear dynamic range, and
simultaneous application in different analytical contexts.

Keywords: Beta-blockers (B-blockers), Cardiovascular diseases, Doping, Bar adsorptive
microextraction (BAPE), High-performance liquid chromatography with diode array detection
(HPLC-DAD).



Abreviaturas, siglas e acronimos

a: Declive da reta

AC: Carvoes ativados (do inglés activated carbons)
ACN: Acetonitrilo

A;z Area do pico obtido num ensaio

A,: Area do pico obtido para a solugio padrio
ATN: Atenolol

b: Interse¢do da reta com o eixo das ordenadas
BAE: Microextragdo adsortiva em barra (do inglés bar adsorptive microextraction)
BIS: Bisoprolol

CA 1: Carvao ativado CA 1

CAR: Carvedilol

CFMM: Microextragdo por membrana de fluxo continuo (do inglés continuous flow membrane
microextraction)

Chrom P: Polimero ENVI-Chrom P
cm: Componente da fase movel

CM-LPME: Microextracdo em fase liquida mediada por portador (do inglés carrier mediated
liquid phase microextraction)

CN 1: Carvao ativado CN' 1

CPE: Extragdo por ponto de turvagdo (do inglés cloud-point extraction)
cs: Componente da fase estacionaria

DAD: Detetor de rede de diodos (do inglés diode array detector)

DLLME: Microextracdo liquido-liquido dispersiva (do inglés dispersive liquid-liquid
microextraction)

DSPE: Extracdo em fase solida dispersiva (do inglés dispersive solid phase extraction)
DVB: Divinilbenzeno

Envi-18: Polimero Supelclean ENVI-18

ETAR: Estacao de tratamento de aguas residuais

FDA: Administragdo de Alimentos e Medicamentos dos Estados Unidos da América (FDA, do
inglés Food and Drug Administration - USA)

Fexp: Valor F experimental

FLD: Detetor de fluorescéncia (do inglés fluorescence detector)
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Florisil: Polimero ENVI-Florisil
Fap: Valor F tabelado
GAC: Quimica analitica verde (do inglés green analytical chemistry)

GC-MS: Cromatografia em fase gasosa acoplada a espetrometria de massa (do inglés gas
chromatography-mass spectrometry)

HLB: Polimero Oasis® HLB

HPLC: Cromatografia liquida de alta eficiéncia (do inglés high-performance liquid
chromatography)

ISA: Atividade simpaticomimética intrinseca (do inglés intrinsic sympathomimetic activity)

K: Coeficiente de distribui¢do

Komw: Coeficiente de partigdo octanol-agua

Kppusmw: Coeficiente de particdo entre a fase de PDMS da barra de agitagdo ¢ a amostra de agua
k" Fator de capacidade

LC-MS: Cromatografia em fase liquida acoplada a espetrometria de massa (do inglés liquid
chromatography-mass spectrometry)

LD: Dessorcao liquida (do inglés liquid desorption)

LLE: Extragao liquido-liquido (do inglés liquid-liquid extraction)

LOD: Limite de detecdo (do inglés limit of detection)

LOQ: Limite de quantificacdo (do inglés limit of quantification)

LPME: Microextragdo em fase liquida (do inglés liguid phase microextraction)

m: Massa

MAX: Polimero Oasis® MAX

MCX: Polimero Oasis® MCX

MeOH: Metanol

MEPS: Microextragao por sorvente empacotado (do inglés microextraction by packed sorbent)
MM: Massa molar

MS: Espetrometria de massa (do inglés mass spectrometry)

MSPE: Extracdo em fase solida magnética (do inglés magnetic solid phase extraction)
MS/MS: Espetrometria de massa em Tandem (do inglés Tandem mass spectrometry)
N: Numero de pratos tedricos

n: Numero de concentragdes estudadas

NEB: Nebivolol
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p: Numero de replicados

PDMS: Polidimetilsiloxano

pH: Simétrico do logaritmo decimal da concentrag@o de hidrogenides
pHrzc: pH no ponto de carga zero

PIN: Pindolol

pKa: Simétrico do logaritmo decimal da constante de acidez

PP: Precipitagdo de proteinas (do inglés protein precipitation)

ppb: Partes-por-bilido

ppt: Partes-por-trilido

PRO: Propranolol

R: Carvao ativado R

*: Coeficiente de determinagio

rpm: Rotacdes por minuto

Rs: Resolugao

s%: Variancia

SBSE: Extracdo sortiva em barra de agita¢do (do inglés stir bar sorptive extraction)

SHLLE: Extracao liquido-liquido homogénea assistida por salting out (do inglés salting out
homogeneous liquid-liquid extraction)

SPE: Extrac¢ao em fase solida (do inglés solid-phase extraction)
SPME: Microextragdo em fase solida (do inglés solid-phase microextraction)
Strata CN: Polimero Strata® CN

Strata DVB: Polimero Strata® DVB

Strata SCX: Polimero Strata® SCX

Strata X: Polimero Strata® X

Strata X-AW: Polimero Strata® X-AW

Strata X-CW: Polimero Strata® X-CW

SX 1: Carvao ativado SX 1

SX plus: Carvao ativado SX plus

S/N: Razao sinal/ruido

tm: Tempo morto

tr: Tempo de retengéo
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t'r: Tempo de retengdo ajustado
UV: Ultravioleta
UV-vis: Espetrometria ultravioleta-visivel

U(H)PLC: Cromatografia liquida de ultra (alta) eficiéncia (do inglés ultra(-high) performance
liquid chromatography)

v: Volume

W: Largura da base de um pico num cromatograma

WADA: Agéncia Mundial Antidopagem (do inglés World Anti-Doping Agency)
WCX: Polimero Oasis® WCX

o: Fator de separacgdo

A: Comprimento de onda
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1. Introducao
1.1. As doencas cardiovasculares

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, as doencas cardiovasculares sdo a
principal causa de morte em todo o mundo, estimando-se que a cada ano ceifem 17,9 milhdes de
vidas[1]. Em 2020, estas doengas foram a principal causa de morte na Unido Europeia (32,7%),
enquanto a segunda maior, o cancro, foi significativamente inferior, representando 22,5% do
total[2].

As doengas cardiovasculares abrangem um amplo grupo de problemas de satde, que
afetam o sistema circulatério — corag@o e vasos sanguineos —, onde se incluem a doenca cardiaca
coronaria, a doenca vascular cerebral, a doenga arterial periférica, a doenga cardiaca reumatica,
doengas cardiacas congénitas, a trombose venosa profunda e a embolia cerebral[2]. Situag¢des de
ataques cardiacos e derrames sao eventos agudos, que provocam o bloqueio do fluxo de sangue
para o coragdo e cérebro, respetivamente[3].

Além de fatores de risco de doengas cardiovasculares ndo modificaveis, como o historico
familiar, existem diversos outros fatores de origem socioecondémica, metabdlica e ambiental,
como obesidade, elevado consumo de sal, alcoolismo, tabagismo, sedentarismo, hipertensao
arterial ou poluig@o atmosférica, que podem ser prevenidos através da modificacdo de habitos do
quotidiano ou por tratamentos médicos[4]. Entre os farmacos regularmente usados para suprimir
problemas cardiacos, encontram-se os anticoagulantes, vasodilatadores, medicacao para redugdo
de colesterol, agentes antiplaquetdrios, diuréticos, B-bloqueantes, e inibidores do enzima
conversor de angiotensina[5].

1.2. p-bloqueantes: medicac¢io cardiovascular

Os bloqueadores beta adrenérgicos, vulgarmente designados por [-bloqueantes,
constituem um grupo heterogéneo de agentes farmacologicos que estdo entre os medicamentos
mais prescritos para o tratamento de doengas cardiovasculares, como angina de peito,
insuficiéncia cardiaca, hipertensdo, enfarte do miocardio e arritmia[6,7].

O desenvolvimento de [-bloqueantes para aplicacdo no tratamento de doencas
cardiovasculares representou um enorme avanco na medicina, dado nenhuma outra classe de
medicamentos ter demonstrado tamanha eficacia terap€utica no tratamento e prevengdo destas
doengas. A relevancia destes farmacos ficou bem assinalada em 1988, quando Sir James Black
foi galardoado com o prémio Nobel da Medicina, pelos trabalhos que incluiram o
desenvolvimento do primeiro B-bloqueante aprovado para tratamento humano[8,9].

Os diversos B-bloqueantes atualmente no mercado apresentam efeitos diferenciados, uma
vez que variam nos seus mecanismos de acdo, que ainda ndo sdo totalmente compreendidos[8].
Contudo, por definigdo, estes bloqueiam os recetores beta adrenérgicos, o que promove a redugdo
da atividade do sistema nervoso simpatico[10]. Estes medicamentos inibem competitivamente a
ligacdo de epinefrina e norepinefrina aos recetores [, dependendo da propor¢do entre estas
catecolaminas e os B-bloqueantes[11], o que gera um enfraquecimento dos efeitos das mesmas e



desencadeia reagoes fisiologicas, como o relaxamento da musculatura bronquica, e a alteragdo da
frequéncia cardiaca e da contratilidade cardiaca[8].

No corpo humano encontram-se presentes dois tipos principais de recetores adrenérgicos,
os a e os P, podendo estes ultimos ser subdivididos em trés categorias, cujas funcdes que
apresentam sdo bem distintas, dependendo da sua localizagdo no organismo[10,12]:

e Recetores f-1 — encontram-se no coracao (predominam no musculo cardiaco saudavel
numa propor¢ao de 70:30 em relagdo aos recetores B-2), nos olhos e nos rins; o seu
bloqueio apresenta efeitos benéficos em situagdes de insuficiéncia cardiaca e isquemia
do miocardio;

e Recetores -2 — localizados nos pulmoes, trato gastrointestinal, figado, utero, vasos
sanguineos (musculo liso vascular) e musculo esquelético; a sua estimulacdo gera
dilatag¢do bronquica e vascular, pelo que o seu bloqueio podera gerar vasoconstrigao;

e Recetores -3 — presentes nas células adiposas (e em parte no coragdo); o seu bloqueio
pode contribuir para o surgimento de efeitos metabolicos e aumento de peso.

Por sua vez, os B-bloqueantes dividem-se em 3 geragdes, com base na afinidade aos
recetores adrenérgicos, essencialmente B-1 e -2, conforme apresentado na Tabela 1.1.

Tabela 1.1 - Classificagdo de -bloqueantes, de acordo com o recetor-alvo e 6rgaos-alvo[10,12].

Classificacao Recetor-alvo Orgios-alvo Exemplos

Coragdo, vasos

. ~
1* geragdo B-1 e B-2 igualmente ~ sanguineos e vias

(ndo seletivos)

Nadolol, pindolol e
propranolol

aéreas
2  seracao B-1 maioritariamente Coragdo Atenolol, bisoprolol ¢
(cardiosseletivos) metoprolol
3 geracio Bow Vasos sanguineos Carvedilol, labetolol e
gerag (dilatacao) nebivolol (seletivo a B-1)

Esta familia de farmacos apresenta na sua estrutura pelo menos um anel aromatico ou
heteroaromatico, um grupo amina e um grupo hidroxilo, sendo moléculas com um ou mais centros
estereogénicos. Estas carateristicas estruturais impares influenciam a forma de ligagdo dos
farmacos aos recetores adrenérgicos[13,14]. Nos subcapitulos seguintes sdo descritos de forma
detalhada alguns exemplos de B-bloqueantes, frequentemente utilizados em medicina.

1.2.1. Atenolol

A 2-{4-[2-hidroxi-3-(isopropilamino)propoxi]fenil } etanamida, também denominada
como atenolol (ATN; C14H2N>O3; MM = 266,34 g mol™), é um B-bloqueante cardiosseletivo. Em
setembro de 1981 foi aprovado pela Administracdo de Alimentos e Medicamentos dos Estados
Unidos da América (FDA, do inglés Food and Drug Administration - USA), e indicado para
tratamento de hipertensdo, angina de peito e enfarte agudo do miocérdio. Trata-se de um
medicamento de prescrigdo essencialmente oral, mas também administrado por via intravenosa,
que apresenta reduzida difusdo intestinal e hematoencefalica, devido a sua baixa lipofilicidade. A
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sua semivida de eliminag@o ¢ de cerca de 6 a 7 horas, sendo excretado principalmente por via
renal[15,16]. Na Figura 1.1, pode observar-se a respetiva estrutura molecular.
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Figura 1.1 - Estrutura molecular do ATN.
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Este B-bloqueante é contraindicado para pacientes que apresentem condi¢des como
insuficiéncia cardiaca, doenga arterial periférica, acidose metabdlica ou bradicardia sinusal. E
recomendado que seja igualmente evitado em casos de asma ou outras doengas obstrutivas das
vias aéreas. A avaliagdo da fun¢do renal, antes ¢ durante o tratamento, é considerada essencial.
Apresenta efeitos secundadrios como parestesia, diarreia, dispneia, disfung@o erétil, fadiga ou
tonturas, e em caso de intoxicagdo podem incluir-se sintomas como bradicardia, letargia,
hipotermia, hipoglicémia ou hipotensao[16].

1.2.2. Bisoprolol

O 1-[4-(2-isopropoxietoximetil)fenoxi]-3-(isopropilamino)-2-propanol, identificado
também como bisoprolol (BIS; CisH3NOs; MM = 3254 g mol), ¢, tal como o ATN, um
B-bloqueante cardiosseletivo. Geralmente € utilizado para o tratamento da hipertensao, tendo sido
aprovado em julho de 1992 pela FDA. Administrado exclusivamente por via oral, € considerado
um medicamento potente e com semivida longa, de 10 a 12 horas, o que reduz a necessidade de
administracdo de doses multiplas. Apresenta uma capacidade de penetragdo da barreira
hematoencefalica minima, devido a sua reduzida lipofilicidade, sendo eliminado do organismo
50% por metabolismo hepatico e 50% por via renal[17,18]. A sua estrutura molecular encontra-se
na Figura 1.2.
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Figura 1.2 - Estrutura molecular do BIS.

Este agente anti-hipertensivo pode apresentar como efeito secundario casos de
bradicardia, podendo também afetar a capacidade de pratica de exercicio fisico, dado reduzir o
débito cardiaco, e pacientes com historial de retenc@o de liquidos devem conjugar a sua toma com
diuréticos. E essencial que a pressdo arterial e a frequéncia cardiaca dos pacientes sejam
monitorizadas, de forma a prevenir situagdes de bradicardia e hipotensdo, sendo fundamental a



avalia¢do do nivel de agucar no sangue em diabéticos, dada a possibilidade de esta medicagao
poder mascarar sintomas de hipoglicémia[18].

1.2.3. Carvedilol

O  1-(9H-carbazol-4-iloxi)-3-[2-(2-metoxifenoxi)etilamino]-2-propanol, — geralmente
referido como carvedilol (CAR; C2sHxN>O4; MM = 406,5 g mol ™), é um B-bloqueante ndo
seletivo de 3? geragdo, que apresenta atividade bloqueadora para recetores B e o adrenérgicos. E
um medicamento de toma por via oral, aprovado pela FDA desde setembro de 1995, e que, pelas
suas propriedades bloqueadoras carateristicas, apresenta efeitos antioxidantes e vasodilatadores.
Atualmente, ¢ usado para o tratamento de insuficiéncia cardiaca, hipertensdo e disfuncdo
ventricular esquerda. Considerado altamente lipossoltivel, encontra-se amplamente distribuido
pelos tecidos. A sua semivida situa-se num intervalo de 7 a 10 horas, contudo a sua excre¢ao
urindria € inferior a 20%, com uma elimina¢do maioritariamente por via fecal[19,20]. A Figura
1.3 apresenta a sua estrutura molecular.
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Figura 1.3 - Estrutura molecular do CAR.

O carvedilol ¢ um farmaco relativamente bem tolerado, apresentando menos eventos de
efeitos secundarios que os restantes -bloqueantes, contudo o efeito secundario mais recorrente é
o surgimento de situagdes de hipotensdo excessiva, devido as suas propriedades vasodilatadoras,
0 que causa tonturas, fadiga, dores de cabeca e vertigens. E expressamente contraindicado para
casos de hipotensdo grave, insuficiéncia cardiaca, insuficiéncia hepatica, ou bradicardia grave,
devendo, também, haver especial cautela com pacientes asmaticos ou com outras disfungdes das
vias aéreas[20].

1.2.4. Nebivolol

O 1-(6-fluorocroman-2-il)- {[2-(6-fluorocroman-2-il)-2-hidroxietilJ]amino } etanol, que
comummente ¢ designado como nebivolol (NEB; C2HzsFo2NO4; MM = 405,4 g mol™), inclui-se
na classe de B-bloqueantes de 3* geracdo, tal como o CAR, sendo, contudo, altamente seletivo
para recetores -1 adrenérgicos. Prescrito, principalmente, para tratamento de hipertensdo, foi
aprovado pela FDA em dezembro de 2007. Trata-se de uma medicacdo administrada
exclusivamente por via oral, e que apds ser metabolizada pelo organismo apresenta semivida de
12 horas, sendo perto de 40% excretado por via urinaria[21,22]. Na Figura 1.4 apresenta-se a
estrutura molecular do NEB.
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Figura 1.4 - Estrutura molecular do NEB.

Este medicamento induz a produgdo de 6xido nitrico, o que lhe confere propriedades
vasodilatadoras adicionais, e, devido a sua afinidade a recetores -1 superior a das restantes
moléculas desta classe, apresenta uma eclevada tolerabilidade em pacientes com doengas
pulmonares. E recomendada cautela na sua aplicagdo em caso de historico de anafilaxia grave a
diversos alergénios. Dor de cabeca ¢é o efeito secundario mais frequentemente relatado[22].

1.2.5. Pindolol

O 1-(1H-indol-4-iloxi)-3-(isopropilamino)-2-propanol, habitualmente denominado por
pindolol (PIN; C14H20N>O»; MM = 248,32 g mol '), é um B-bloqueante ndo seletivo de 1 geragio.
Esta medicacdo recebeu aprovacdo da FDA em setembro de 1982, e ¢ amplamente utilizado no
tratamento de hipertensdo e angina de peito. Encontra-se disponivel para tratamento por via oral,
sendo que no organismo € maioritariamente metabolizado pelo figado. A sua excre¢do ocorre
essencialmente através da urina, ¢ apresenta semivida entre 3 e 4 horas[23,24]. A sua estrutura
molecular encontra-se reproduzida na Figura 1.5.
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Figura 1.5 - Estrutura molecular do PIN.

Os principais efeitos secundarios apresentados apds ingestdo de PIN incluem fadiga,
depressdo, perda de memoria, bradicardia, hipotensdo, disfungdo erétil, membros frios e
tonturas[24].

1.2.6. Propranolol

O 1-(isopropilamino)-3-(1-naftiloxi)-2-propanol, geralmente identificado como
propranolol (PRO; CisH2iNO2; MM = 259,34 g mol!), também se inclui na 1* geragdo de
B-bloqueantes. Este foi o primeiro B-bloqueante desenvolvido com sucesso, em 1964, e
representou um grande marco para o tratamento de doengas cardiovasculares, com Sir James
Black a ser galardoado com um prémio Nobel pelo trabalho que permitiu a sua descoberta. Logo



em novembro de 1967 foi aprovado pela FDA. Apesar de se recorrer a esta medicagdo, que pode
ser administrada por via oral ou intravenosa, para o tratamento de diversas doengas, esta ¢
maioritariamente utilizada como agente anti-hipertensivo. E uma molécula fortemente
lipossoluvel, o que lhe confere elevada capacidade de penetragdo hematoencefalica, € que também
pode motivar os seus efeitos cardioprotetores. A sua semivida varia de 3 a 6 horas, e ¢é excretado
através da urina quase na sua totalidade[9,11,25,26]. A Figura 1.6 apresenta a respetiva estrutura
molecular.
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Figura 1.6 - Estrutura molecular do PRO.

Nos principais efeitos secundarios do PRO incluem-se bradicardia, dor abdominal,
disfuncdo erétil, problemas gastrointestinais e nauseas. Em pacientes em tratamento com PRO, ¢
considerada conveniente a monitorizacdo regular da pressdo arterial, frequéncia cardiaca e
respiratoria, sendo contraindicada a sua utilizagdo em pacientes com bradicardia ou outras
patologias pulmonares, como a asma. Em eventos de toxicidade, podera ser letal, causando
bradiarritmia, bradicardia profunda, broncoespasmos ou hipotensdo[25,26].

Torna-se, assim, notorio que os B-bloqueantes sdo moléculas distintas entre si, o que
resulta em diferencas nas suas propriedades farmacologicas, como a atividade simpaticomimética
intrinseca (ISA, do inglés intrinsic sympathomimetic activity), a distribui¢@o corporal, o grau de
lipofilicidade, o metabolismo hepatico, a via de excrecdo, a permeabilidade da barreira
hematoencefalica, a seletividade aos recetores P adrenérgicos ou até a concentragdo no sangue.
No caso das moléculas com propriedades de ISA, como o PIN, sdo registados menores efeitos na
frequéncia cardiaca, comparativamente as que ndo a exibem. J& o metabolismo hepatico deste
grupo farmacologico apresenta valores minimos de 50%. Por outro lado, com base nas suas
propriedades farmacocinéticas, os [-bloqueantes podem considerar-se lipossoliveis ou
hidrossoluveis. O grupo lipossoluvel sofre absor¢do completa pelo intestino delgado e atinge
elevadas concentragdes no cérebro, pelo que bloqueia melhor a descarga simpatica no hipotalamo.
Sdo compostos metabolizados pelo figado, o que origina variagdes plasmaticas mais amplas e
interagdes medicamentosas mais significativas, sendo a sua semivida de eliminagdo considerada
curta. O CAR, NEB e PRO sdo exemplos de -bloqueantes lipossoluveis. O grupo hidrossolavel
¢ parcialmente absorvido no intestino, penetrando mais dificilmente a barreira hematoencefalica,
0 que origina menos efeitos secundarios. Acabam por ser excretados inalterados pelos rins, ou
seja, ndo sdo metabolizados hepaticamente, e apresentam semividas de eliminagdo mais longas,
exigindo, contudo, dosagem ajustada a funcdo renal. O ATN, em particular, apresenta
carateristicas hidrofilicas. J4& moléculas como o BIS e o PIN encontram-se num patamar
intermédio e acabam por ser parcialmente eliminadas pelo figado e pelos rins[8§,10,11,27]. Na
Tabela 1.2, resumem-se algumas das propriedades distintas dos seis B-bloqueantes apresentados
[15-26].



Tabela 1.2 - Propriedades farmacolégicas dos seis f-bloqueantes[15-26].

B-bloqueante Lipofilicidade Excrec¢ao urinaria (%) Semivida (h) ISA

ATN Baixa 85 6-7 Nula
BIS Moderada 50 10-12 Nula
CAR Moderada 16 7-10 Nula
NEB Moderada 38 12 Nula
PIN Elevada 80 3-4 Moderada
PRO Elevada 91 3-6 Nula

Embora seja possivel encontrar referéncias de concentragao de B-bloqueantes em plasma,
com variagdes de 10 a 1000 pg L'[28] (ATN: 100 — 1000 pg L'; BIS: 10 — 100 pg L
CAR:20-300 pg L'; NEB: 20 — 200 ug L'; PIN: 20 —150 ug L'; PRO: 20-300 ug L") a
realidade é que ndo existem valores estabelecidos para concentragdes destes farmacos noutras
amostras biomédicas, como urina e saliva. Tal deve-se ao facto de a sua concentragdo ser
fortemente influenciada pela dosagem administrada, geralmente de 100 a 1200 mg diarios, pela
interagdo com outra medicagdo prescrita, € pelo metabolismo do préprio paciente. A variagdo de
propriedades farmacoldgicas jad descritas também afeta a sua tolerdncia e aceitacdo pelo
organismo. Sabe-se, ainda assim, que as concentracdes terapéuticas dos p-bloqueantes em
amostras biologicas se encontram na gama das partes-por-bilido (ppb; pug L), e, dada a
possibilidade de reagdo varidvel em cada organismo, torna-se crucial o desenvolvimento de
metodologias de rapida e facil aplicacdo para a monitorizacdo terapéutical10,28,29].

1.3. Outras aplica¢oes dos p-bloqueantes

Mais recentemente, a aplicacdo terapéutica de B-bloqueantes em diversas condi¢des ndo
cardiovasculares tem sido igualmente explorada em outros dominios da medicina[30-33]. Uma
vez que a estimulagdo dos recetores B adrenérgicos tem a capacidade de induzir ansiedade no
organismo humano, é expectavel que a administragdo de B-bloqueantes apresente, entdo, efeitos
ansioliticos. E inclusivamente observado, em doentes cardiacos, que a ingestao desta medicacao,
além de controlar os principais sintomas das doencas, resulta paralelamente numa diminui¢do da
usual ansiedade que os acompanha.

Os pacientes diagnosticados com ansiedade clinica partilham sintomas de carater
psicossomatico com doentes que apresentam distarbios cardiovasculares, como sdo as
palpitagdes, nervosismo, cansaco, falta de ar, dor de cabega, tremores ou insoénias. Isto implica
que os B-bloqueantes representam uma alternativa no tratamento desta condigdo, ainda que
pacientes com ansiedade predominantemente somatica reajam melhor a este tratamento,
comparando com aqueles em que prevalecem sintomas psiquicos. Estes farmacos s@o vantajosos
relativamente a terapias mais comuns nestas situagdes, uma vez que nao produzem nem sedagao,
nem dependéncia|34].



Além da ansiedade clinica convencional, também se torna clara a utilidade dos
B-bloqueantes para a terapéutica de situagdes de stress quotidianas antecipadas, como ¢ o caso de
situagdes de exposi¢do social, exames ou procedimentos ortoddnticos. Estudos que compararam
individuos medicados com [-bloqueantes e com placebo, em situagdes de stress quotidiano
antecipado, demonstraram tais beneficios, sendo a reducdo de tremores a principal melhoria
registada[34,35].

Em estudos realizados [32,33,36,37] em situagdes de tremores induzidos por terapia de
litio e abstinéncia alcodlica também se registam resultados favoraveis significativos. No primeiro
caso, ¢ presumivel que a inibi¢do de tremores se deva ao efeito simpatolitico sobre os recetores 3
adrenérgicos, reduzindo a agao do sistema nervoso central. Na segunda condigdo, sao registados
sintomas de ansiedade tensorial, tremor, inquietagdo motora, irritabilidade e sudorese profusa,
que, dada a sua presumivel origem adrenérgica, apresentam resposta positiva a atividade dos
B-bloqueantes. Por sua vez, em casos de abstinéncia de opiaceos ou de controlo de agressividade
e raiva, os resultados obtidos até agora ndo sao conclusivos, pelo que os especialistas consideram
necessaria a realizagdo de mais estudos para confirmar os seus beneficios[34].

Em suma, os B-bloqueantes demonstram resultados terap€uticos favoraveis significativos
em sintomas somaticos presentes em distirbios nao cardiovasculares, principalmente ansiedade,
stress quotidiano antecipado, tremores induzidos por litio e abstinéncia alcoolica. Configuram,
assim, uma alternativa as terapias comuns, e apresentam propensdo a abuso ¢ dependéncia
significativamente reduzida.

1.4. O papel dos B-bloqueantes no desporto

Paralelamente ao seu uso terapéutico, os B-bloqueantes comecaram a ser utilizados por
praticantes de desportos em que a precisdo ¢ fundamental, devido a sua tendéncia para reduzir
tremores e frequéncia cardiaca. Uma vez que tais propriedades resultam numa melhoria do
desempenho e consequente vantagem sobre os restantes atletas, esta medicagdo foi proibida pela
Agéncia Mundial Antidopagem (WADA, do inglés World Anti-Doping Agency). De acordo com
a “Lista de Substancias e Métodos Proibidos” da WADA e a legislacdo portuguesa, os
B-bloqueantes estdo proibidos em competi¢do nas modalidades de automobilismo, bilhar, esqui,
golfe, minigolfe, setas, desportos subaquaticos, tiro e tiro com arco, sendo que nestes tltimos trés
casos, a restricao também se aplica fora de competi¢ao[38,39].

Para garantir consisténcia de medicdes entre os laboratorios antidopagem a nivel mundial,
a WADA definiu um limite minimo de desempenho exigido para a dete¢do de cada substancia
proibida em situagdes de rotina. No caso dos p-bloqueantes, o valor requerido é de 50 ng mL™". E
também a partir deste limite que estes agentes dopantes devem ser reportados em casos em que o
seu consumo apenas ¢ proibido em competi¢do, enquanto nas restantes modalidades qualquer
concentracao detetada deve ser reportada[40].

Existem, contudo, excegdes definidas pelas diretrizes para isengdo de uso terapéutico. Tal
ocorre em casos clinicos singulares, de atletas com problemas cardiovasculares que pratiquem as
modalidades acima enumeradas, para quem os tratamentos alternativos ndo se revelem
apropriados, ou o uso desta medicacdo a longo prazo apresente eficacia terapéutica estavel[41].



1.5. B-bloqueantes e o ambiente

Nas tltimas décadas, a detecdo de vestigios de compostos farmacéuticos em matrizes
ambientais tem captado a atengo da comunidade cientifica. Entre estes contaminantes
emergentes, encontram-se frequentemente p-bloqueantes, presumivelmente devido a natureza
cronica dos sintomas que tratam, e consequente necessidade de administracdo a longo
prazo[42,43].

Conforme foi descrito anteriormente, os B-bloqueantes sdo excretados, metabolizados ou
ndo, através de fluidos bioldgicos, o que resulta na sua descarga nos sistemas de esgotos urbanos.
Embora estas aguas sejam processadas em estagcdes de tratamento de aguas residuais (ETAR), a
realidade ¢ que alguns dos seus integrantes, como s@o os B-bloqueantes, apresentam baixas taxas
de remogao ¢ acabam por atingir as aguas superficiais, subterraneas e potaveis. Note-se que em
casos como o do PRO, a taxa de excre¢do por via urinaria atinge quase os 100%, porém a sua taxa
de remogao em ETAR ¢é de apenas cerca de 50%[44]. Ainda assim, existem outras fontes de
contaminagdo, nomeadamente de aguas residuais hospitalares — matriz complexa, composta por
excrecdes contagiosas, desinfetantes, compostos farmacéuticos, fluidos biologicos, etc. —, da
industria farmacéutica, ¢ até mesmo da eliminagdo inadequada de medicamentos nao usados ou
fora do prazo de validade[42,43,45,46].

Diversos estudos tém relatado concentragdes de B-bloqueantes em aguas ambientais e de
ETAR a variar entre as ppb e as partes-por-trilido (ppt; ng L1)[42,44,46]. Isto torna-se alarmante,
considerando que os seus efeitos podem ser nefastos em organismos ndo-alvo da fauna e flora
aquatica, como peixes, algas e moluscos, mesmo ao nivel vestigial, afetando o crescimento, a
reproducao, a frequéncia cardiaca ou até causando respostas de stress. Para além do mais, diversos
investigadores também tém apontado para a sua classificagdio como potenciais quimicos
desreguladores endocrinos, dada a elevada capacidade para afetar as fun¢des reprodutoras[42.,45].

1.6. Monitorizacao de p-bloqueantes

Considerando a informagao apresentada nos subcapitulos anteriores, a quantificacdo de
B-bloqueantes em diferentes matrizes é crucial em contexto de monitoriza¢do terapéutica,
toxicologia e controlo de doping, ao nivel das ppb, e em andlises ambientais, onde é requerida
uma sensibilidade até ao nivel das ppt. Para este efeito, t€m sido propostas ¢ desenvolvidas
diversas metodologias analiticas nos tltimos anos.

De acordo com a literatura, os B-bloqueantes sdo geralmente analisados com recurso a
distintas técnicas de preparagdo de amostra e métodos instrumentais de analise, que permitem a
sua determinacdo em diversos tipos de matriz. No sentido de alcangar os niveis vestigiais exigidos
pelos contextos em que surgem estes farmacos, nos Ultimos anos tém sido propostas diversas
técnicas de preparacdo de amostra, destacando-se a extrac¢do liquido-liquido (LLE) [47,48],
extragdo em fase solida (SPE) [49-51], extragdo sortiva em barra de agitacdo (SBSE) [52,53],
microextragdo em fase liquida (LPME) [54] e microextracdo em fase s6lida (SPME) [55].

No ambito da andlise instrumental, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
destaca-se para identificagdo e quantificagdo destas moléculas em amostras farmacéuticas,
biologicas e ambientais, dada a sua seletividade, fiabilidade e sensibilidade, além de ndo requerer
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procedimentos de derivatizagdo. Geralmente, surge associada a detetores de ultravioleta
(UV) [56-59], rede de diodos (DAD) [50,51,54,60] e fluorescéncia (FLD) [29,53], bem como
acoplada a espetrometria de massa (MS) e sistemas Tandem (MS/MS) [61-63]. A separagdo por
HPLC ¢ predominantemente efetuada com recurso a colunas de fase reversa. Alternativamente,
também se encontram estudos que recorrem a técnicas como cromatografia em fase gasosa
acoplada a espetrometria de massa (GC-MS) [64,65] e cromatografia em fase liquida acoplada a
espetrometria de massa (LC-MS) [49,55,66,67].

1.7. Técnicas de preparacio de amostra

A preparagdo de amostra ¢ um passo considerado necessario em diversos métodos
analiticos, principalmente para andlise de amostras complexas, como sdo, por exemplo, as
matrizes biomédicas, alimentares ou ambientais. O processo de preparagdo de amostra permite a
concentracao e extracao de analitos, obtendo-se uma solugdo apropriada para analise instrumental
quando presentes na matriz original em niveis vestigiais, mas também a remocdo de potenciais
interferentes. Assim, a aplicag@o de técnicas de preparagdo de amostra origina maior seletividade
e sensibilidade analitica.

As abordagens de preparacdo de amostra tém evoluido ao longo do tempo, por forma a
simplificar e miniaturizar o processo, particularmente em analise vestigial. Neste sentido, tem se
recorrido a dispositivos analiticos de facil manipulagdo, reduzindo ou excluindo o recurso a
solventes organicos toxicos e utilizando um menor volume de amostra, cumprindo assim os
principios da quimica analitica verde (GAC, do inglé€s green analytical chemistry)[68].

Deste modo, surgiram técnicas de preparacdo de amostra que recorrem a microextragao
estatica, minimizando o consumo de solvente, como a SPME e SBSE. Entre as vantagens destas
técnicas solvent-free, destaca-se a possibilidade de agregar num s6 passo a extragdo e
concentracao das moléculas-alvo. Isto permite uma manipulagao facil e rapida, requerendo pouco
volume de amostra, ¢ permite a reutilizagdo dos dispositivos de extragdo, o que as torna pouco
dispendiosas. Podem, também, ser facilmente combinadas com instrumentagdo analitica
moderna, o que possibilita a sua aplicagdo em diversas areas.

Ambas as técnicas, SPME e SBSE, recorrem preferencialmente a polidimetilsiloxano
(PDMS) como fase sortiva, sendo baseadas nos mesmos principios de atuagdo, porém, a segunda
exibe maior sensibilidade devido & maior quantidade de sorvente utilizada. A SBSE revela-se mais
bem-sucedida para a monitorizagdo de compostos organicos ao nivel vestigial em matrizes
aquosas. Por seu turno, a utilizagdo de fibras mais dispendiosas e frageis por SPME revela-se uma
limitacdo analitica[68].

Quando aplicadas a analise de B-bloqueantes, de acordo com a literatura, tanto a SPME
como a SBSE permitem a analise de amostras bioldgicas aquosas (por exemplo, urina e plasma),
alcangando-se limiares analiticos ao nivel das ppb[52,53,55,69].
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1.7.1. Extracao sortiva em barra de agitacao

A técnica de SBSE recorre a dispositivos analiticos constituidos por barras de agitacao
magnéticas incorporadas em tubos de vidro, revestidos por PDMS, conforme ilustrado na Figura
1.7. Esta ¢ uma fase polimérica apolar que promove interagdes hidrofébicas com os analitos,
essencialmente através de forcas de van-der-Waals, ainda que também se possam estabelecer
ligacdes de hidrogénio, dependendo da estrutura molecular das moléculas-alvo[68].

Sorvente

-

/

Vidro Magneto

Figura 1.7 - Esquema representativo do dispositivo utilizado em SBSE.

Qualquer esquema analitico que implique a utilizacdo de SBSE, abrange dois passos
fundamentais: a extracdo, por meio da migragdo dos analitos da amostra para a fase sorvente, ¢ a
retroextragdo, aquando da dessor¢do dos mesmos do PDMS para o sistema cromatografico. Por
este motivo, a eficiéncia do processo depende da particdo dos analitos entre 0 PDMS do dispostivo
de extragdo, e a matriz aquosa (Kppmsw). Este € um comportamento considerado semelhante a
distribuicao que ocorre no coeficiente de particdo octanol/agua (Kepmsw =~ Kow). Determina-se,
assim, que o Kepmsw € dado pela razdo entre as concentragdes do analito na fase sorvente e na
fase aquosa, apos ser alcangado o equilibrio da extracdo.

A SBSE apresenta a vantagem de poder ser utilizada centenas de vezes sem que ocorra
degradagao fisica do revestimento do dispositivo, recorrendo apenas a limpeza com solventes
adequados (por exemplo, acetonitrilo) ou tratamento por dessor¢do térmica. Por outro lado, a
técnica encontra-se limitada pela utilizagdo de PDMS que, sendo um polimero apolar, torna-se
ideal para compostos com polaridade semelhante (log Kow > 3), ndo permitindo que compostos
polares (log Kow < 3) sejam extraidos de forma eficiente[68].

1.7.2. Microextrac¢ao adsortiva em barra

A microextracdo adsortiva em barra (BAPE) surgiu em 2010 como alternativa as técnicas
de microextracdo estatica, SPME e SBSE[70]. A BAUE responde as baixas eficiéncias obtidas
pelas técnicas ja estabelecidas no que diz respeito ao enriquecimento de compostos mais polares
em meio aquoso. Desde o seu desenvolvimento, tem demonstrado elevada efic4cia para andlise
vestigial de compostos tanto polares como apolares, numa vasta gama de matrizes, permitindo
selecionar o sorvente mais conveniente para a aplicacdo em causa.

Os dispositivos de BAUE caraterizam-se pela facil preparagdo em qualquer laboratorio,
consistindo em tubos ocos em polipropileno (15 mm de comprimento ¢ 2 mm de didmetro interno)
revestidos com um filme adesivo, que permite fixar o material sorvente finamente dividido mais
adequado[70,71]. A constitui¢do destes dispositivos ¢ ilustrada na Figura 1.8.
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Figura 1.8 - Esquema representativo do dispositivo utilizado em BAUE.

As fases sorventes utilizadas nesta técnica incluem carvdes ativados (AC, do inglés
activated carbons) e fases poliméricas, podendo ainda optar-se por materiais comerciais,
geralmente utilizados por SPE, mas também recorrer a materiais preparados no proprio
laboratério. Dependendo do tipo de fases envolvidas, os AC apresentam essencialmente
mecanismos eletrostaticos e/ou dispersivos, enquanto os polimeros possuem na sua maioria
propriedades de tipo fase reversa.

Esta ¢ uma técnica que também se enquadra nos principios da GAC, requerendo volumes
negligenciaveis de solventes orgénicos, pequenas quantidades de material sorvente, e reduzindo,
ou mesmo eliminando, a necessidade de derivatizagdo dos analitos. Destaca-se, também, a
redugdo de etapas analiticas, sem comprometer a efici€ncia do processo, e o recurso a dispositivos
pouco dispendiosos, faceis de preparar e manipular.

Enquanto técnicas como a SPME e SBSE operam através de enriquecimento por
headspace ou imersdo direta, a BAUE opera por meio de “amostragem de flutuacdo”. Desta
forma, os dispositivos de microextragdo, por serem menos densos que a agua, posicionam-se
imediatamente sob o vortex criado pela barra de agitacdo magnética, conforme se pode observar
na Figura 1.9. Este tipo de abordagem permite alcancgar resultados reprodutiveis e robustos, sem
degradacgao fisica da superficie sorvente por contacto direto com as paredes do frasco de
amostragem durante o processo de extracdo[70,71].

Frasco de amostragem

Dispositivo de microextracdo __— Vortex

Barra de agitagdo em teflon

/

Amostra l

Figura 1.9 - Representacdo esquematica do processo de microextragdo em BAUE.

Qualquer procedimento experimental da BAUE engloba duas fases essenciais, a
microextracdo e a dessor¢do ou retroextracdo, que requerem a otimizacdo de parametros
experimentais de modo a maximizar a sua eficiéncia. A etapa de microextracdo, previamente
ilustrada na Figura 1.9, permite a transferéncia das moléculas-alvo da amostra para o material
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sorvente, exigindo a otimiza¢do de pardmetros como o tempo de equilibrio, a velociadade de
agitacdo, e carateristicas da matriz, como pH, for¢a idnica e polaridade. Na etapa de retroextracao
os dispositivos sdo submetidos a dessor¢ao liquida (LD, do inglés liquid desorption) por meio de
sonificacdo, o que implica a otimizagdo do tipo de solvente e tempo de dessorgdo. Apos
otimizacdo e validagdo qualquer amostra se encontra apta para andlise instrumental,
nomeadamente por técnicas cromatograficas.

Salienta-se a boa eficiéncia desta técnica na analise de diversos compostos,
nomeadamente 4cido salicilico, estrogénios, carbamazepina e canabindides sintéticos[72]. Assim,
a versatilidade de aplicagdes que se verifica, adequando o sorvente ao tipo de analise pretendida,
para diversos fAirmacos em matrizes aquosas desde biologicas a ambientais, permite intuir a sua
aplicabilidade na determinacdo vestigial de B-bloqueantes em diversos tipos de matrizes
reais[70,71].

1.8. Conceitos tedricos de cromatografia

A cromatografia ¢ uma técnica extensamente utilizada para a separagdo, identificagdo e
quantificacdo dos constituintes de misturas. A sua ampla aplicacdo em diversas areas, como
quimica, farmacéutica ou ambiental, desde a investigagdo a industria, demonstra a sua elevada
abrangéncia.

De forma a compreender melhor os métodos cromatograficos, ¢ essencial ter em conta
diversos conceitos basicos. Note-se que estas técnicas tém por base as diferentes taxas de
afinidade entre os componentes da mistura e duas fases. Uma fase estacionaria, solida ou liquida
(suportada numa coluna ou superficie plana), através da qual se desloca a outra fase, a movel, que
pode consistir num gas, liquido ou fluido supercritico. A separacdo ocorre devido a diferenca de
velocidade dos componentes quando arrastados pela fase movel, gerada pelas interagdes distintas
com a fase estacionaria, e sendo promovidas distribui¢des diferentes no equilibrio gerado entre
ambas.

As concentragdes relativas de um componente na fase estacionaria (cs) e na fase movel
(cwm) relacionam-se por meio do coeficiente de distribuicdo (K), dado pela Equagéo 1.1:
Cs
K=— [1.1]
Cm
Um maior valor de cs implica um maior valor de K, indicando uma maior interagdo com
a fase estacionaria. Componentes com valores de K elevados deslocar-se-ao mais lentamente
através da coluna, o que permite a sua separacdo dos componentes com valores de K menores.
Assim, a migragdo diferencial depende de varidveis experimentais que afetam a distribuigdo,
como sdo as carateristicas das fases movel e estacionaria envolvidas[73].

Considerando uma mistura de dois componentes, a sua separagdo apenas se verifica caso
sejam retidos de forma distinta pela fase estacionaria, o que implicara volumes distintos de fase
movel para a sua eluigdo. Um componente nado retido eluird no designado tempo morto (tm)
enquanto o composto retido eluira posteriormente, percorrendo a coluna num tempo de retengdo
(tr) superior. O tempo que o composto despende na fase estacionaria corresponde ao tempo de
retengdo ajustado (t'r)[74]. Na Figura 1.10 ilustram-se os conceitos aqui descritos.
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Sinal do detetor

Tempo

Figura 1.10 - Ilustragdo do tempo morto (tm), tempo de retencgéo (tr), tempo de retengéo ajustado (t'r) e largura da
base do pico (W) dos picos A e B num processo cromatogréfico.

O fator de capacidade (k') ¢ uma medida do grau de retencdo e pode ser calculada através
da Equacao 1.2, desde que o fluxo se mantenha constante[73]:

tr —tu

k' = [1.2]

tm
A separacdo de dois compostos adjacentes pode ser expressa pelo fator de separagdo ou
seletividade (o). Este encontra-se relacionado com a fase estacionaria e as condi¢des de operagao,
tratando-se da razdo entre os fatores de capacidade dos dois componentes, como se verifica na
Equagao 1.3[74]:

[1.3]

Consistindo a cromatografia num fendmeno de transferéncia de massa, a eficiéncia de
uma coluna cromatografica pode ser expressa através do numero de pratos teoéricos (&), uma
grandeza que exprime o numero de equilibrios ocorridos durante a separagao. Quanto maior o
valor de N, maior sera o nimero de equilibrios. Na Equacdo 1.4, W corresponde a largura da base
de um pico simétrico, conforme ilustrado na Figura 1.10[74]:

N =16 x (tWR)Z [1.4]

Dado que as técnicas cromatograficas tém como objetivo a separagdo de todos os
componentes de uma mistura, ¢ possivel medir a separagdo completa, ou resolugdo (Rs), entre
dois picos adjacentes por meio da Equagao 1.5:

VN a-1 k'g
=—X X

1.5
4 a k'g+1 [1.5]

Rs

Para qualquer pico com formato gaussiano, verifica-se resolugdo de eventuais picos
adjacentes sempre que Rg > 1,5[73].

De uma forma geral, os métodos cromatograficos podem ser classificados com base no
suporte da fase estacionaria, como cromatografia em coluna ou planar. A cromatografia em coluna
carateriza-se por ter a fase estacionaria contida num tubo estreito, através do qual a fase movel é
forgada, quer por gravidade, quer por pressdo. No que diz respeito a cromatografia planar, a fase
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estacionaria encontra-se suportada numa superficie plana, movendo-se a fase movel por acdo da
capilaridade. Alternativamente, estes métodos podem ser classificados com base na natureza
fisica da fase movel, surgindo assim, a cromatografia em fase gasosa, fase liquida e fluido
supercritico. Tanto a cromatografia em fase gasosa como a de fluido supercritico carecem da
utilizacdo obrigatoria de uma coluna, enquanto a cromatografia em fase liquida permite recorrer
a colunas ou a superficies planas, para suporte da fase estacionaria. A cromatografia, pode ainda
ser classificada de acordo com os mecanismos de separagdo, nomeadamente, particdo, adsorcao,
troca i6nica, afinidade, e exclusao molecular[73,74].

1.8.1. Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Na cromatografia liquida em coluna cléssica, a deslocagdo da fase movel ocorre por agdo
da gravidade, o que resulta numa separacdo lenta. Porém, recorrendo a instrumentagdo
cromatografica moderna, como HPLC, ¢ possivel alcancar melhor eficiéncia e aumentar a
velocidade do processo. Esta tecnologia pode ser empregue para identificagdo e separacdo em
amostras constituidas por componentes organicos, inorginicos ou mesmo bioldgicos,
semi-volateis a ndo volateis e/ou termolabeis.

Os principais dispositivos de um sistema de HPLC sdo os reservatdrios de solvente, a
bomba, o injetor, a coluna, o detetor, e o soffware para controlo, tratamento e aquisicdo de
dados[73,74]. O esquema da Figura 1.11 descreve um sistema convencional de HPLC.

Coluna

— &

Injetor

Software de aquisigao
de dados
Reservatdrios
de solventes

<

<
<
<«

O
=

=
[ ®
<

Bomba Detetor Residuos

Figura 1.11 - Representacao esquematica dos principais componentes de um sistema convencional de HPLC.

Nos sistemas de HPLC, os solventes que constituem a fase movel, geralmente organicos
€ aquosos, encontram-se armazenados em reservatorios de vidro, que devem estar equipados com
desgaseificador, de forma a remover sobretudo o ar nos solventes usados.

A bomba do sistema ¢ responsavel por forcar a fase movel a atravessar a coluna, sendo as
reciprocas as mais comuns, cujo funcionamento pode ser isocratico, binario ou quaternario. As
analises podem ser realizadas recorrendo a eluigdo isocratica, em que a composi¢do do solvente
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se mantém inalterada, ou a eluicdo por gradiente, que implica uma composi¢do da fase movel
variavel ao longo do tempo[73].

A introducdo das amostras na instrumentagdo pode ser executada manualmente, com
recurso a seringas convencionais, ou de forma automatizada, quando o sistema possui um
amostrador automatico. O sistema de /oop de inje¢do ¢ amplamente utilizado, exibindo grande
reprodutibilidade, pois permite definir o volume da amostra, geralmente compreendido entre 10
e 100 puL[74].

E na coluna cromatogrifica que ocorre a separagio dos analitos-alvo. Estas sdo
constituidas por tubos em ago inoxidavel, ainda que também possam ser de vidro ou plastico.
Geralmente apresentam comprimento de 5 a 25 cm e diametro interno de 3 a 5 mm, contendo
enchimento com particulas com didmetro de 3 a 5 um. Opcionalmente, podem ser agregadas
pré-colunas, cujo objetivo ¢ aumentar o tempo de vida da coluna analitica, retendo potenciais
contaminantes ou interferentes presentes na amostra. De acordo com a polaridade do enchimento,
as colunas podem ser classificadas de fase normal, quando usadas fases estacionarias polares (por
exemplo, silica), ou de fase reversa, quando sdo utilizadas particulas apolares (por exemplo,
octadecilsilica), sendo estas ultimas as mais usadas[73].

Posteriormente, os compostos separados sdo detetados por meio de um dispositivo
adequado. Para esse efeito pode recorrer-se a multiplos detetores que se adequam ao sistema de
HPLC. Estes baseiam-se em diferentes propriedades fisicas ¢ quimicas dos solutos ou em
variagoes de propriedades da fase movel. O detetor ultravioleta-visivel (UV-vis) é dos mais
comuns e pode operar em comprimento de onda variavel ou multiplo. Por seu turno, o DAD,
apresenta a vantagem de permitir o varrimento espetral em simultaneo, conseguindo uma melhor
identificacao dos analitos. Outros meios de detecdo comuns sdo o FLD e o acoplamento a MS[74].

Por fim, as variagdes provocadas no detetor sdo registadas pelo software associado ao
sistema, sendo possivel obter os cromatogramas e os dados analiticos de acordo com o objetivo
qualitativo ou quantitativo do trabalho.
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1.9. Objetivos

Embora existam diversas abordagens propostas para andlise de B-bloqueantes em
matrizes bioldgicas ou ambientais, considerou-se que seria importante desenvolver uma nova
metodologia que pudesse ser mais bem-sucedida, com gama linear mais ampla e que permitisse
a analise simultanea de amostras aquosas com origem bioldgica e ambiental.

Assim, no presente trabalho propde-se o desenvolvimento de uma metodologia inovadora
e alternativa para a monitorizagdo de seis PB-bloqueantes amplamente prescritos a doentes
cardiacos a nivel mundial, nomeadamente, ATN, BIS, CAR, NEB, PIN e PRO. Neste sentido
procedeu-se aos seguintes desenvolvimentos:

e Otimizar a metodologia BANE-pLD/HPLC-DAD para identificagdo dos referidos
B-bloqueantes em matrizes aquosas;

e Validar a metodologia otimizada, nomeadamente gama linear, precisdo, exatiddo e
limiares analiticos associados;

e Aplicar a metodologia otimizada e validada na monitorizacao dos seis -bloqueantes em
amostras reais de urina, plasma, saliva e dgua de efluente de ETAR, por forma a averiguar
a influéncia da matriz no seu desempenho;

o Comparar a metodologia proposta com outras bem estabelecidas internacionalmente.
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2. Parte experimental

2.1. Reagentes, materiais sorventes e amostras

O metanol (MeOH, 99,9%) e o acetonitrilo (ACN, 99,9%) de qualidade para HPLC, o
acido formico (CH,0,, 99%) e o acido acético (CH3COOH, 99,5%) foram obtidos da Carlo Erba
(Espanha). O hidroxido de s6dio (NaOH, 98%) foi obtido da BDH Chemicals (Inglaterra). O
4cido cloridrico (HCl, 37%) foi obtido da Sigma-Aldrich (Austria). O cloreto de sodio
(NaCl, > 99,5%) foi obtido da Honeywell Fluka (Alemanha). A agua ultrapura foi obtida do
sistema de purificacdo de dgua Milli-Q (Millipore, EUA).

Os padrdes analiticos preparados com recurso a comprimidos obtiveram-se por meio de
extragdo dos B-bloqueantes com MeOH[72]. O fumarato de BIS, de nome comercial Bisoprolol
Ratiopharm (5 mg), foi obtido da Ratiopharm (Portugal). O CAR, de nome comercial Carvedilol
Mylan (25 mg), foi obtido da Mylan (Irlanda). O cloridrato de NEB, nome comercial Nebivolol
Teva (5 mg), foi obtido da Teva (Grécia). O ATN (99%) foi obtido da Dr. Ehrenstorfer
(Alemanha). O PIN (> 98%) foi obtido da Sigma-Aldrich (Japao). O cloridrato de PRO (99%) foi
obtido da Aldrich (China).

Os AC comerciais usados nos diversos ensaios foram SX plus (pHpzc: 8,4; area
superficial: 833 m? g'; Vineso: 0,44 cm?® g7!; Vimicro: 0,23 cm?® g1), SX 1 (pHpzc: 8.4; area superficial:
900 m? g, CN 1 (pHpzc: 5,1; éarea superficial: 1179 m? g?'; Vimeso: 0,68 cm’® g';
Viiero: 0,30 cm® g1) ¢ CA 1 (pHpze: 2,2; area superficial: 1043 m? g!; Vieso: 0,66 cm? gl;
Viicro: 0,26 cm® g1) obtidos da Salmon & Cia (Portugal), ¢ R (pHpzc: 6,5; area superficial:
964 m? g5 Vineso: 0,40 cm® g7!; Viniero: 0,25 cm? g!) obtido da Riedel-de-Hien (Alemanha).

O co-polimero de fase reversa N-divinilpirrolidona-divinilbenzeno Oasis® HLB (HLB;
tamanho da particula: 30 pm; tamanho do poro: 80 A; area superficial: 830 m? g'!), o polimero de
fase reversa de troca cationica fraca Oasis® WCX (WCX; tamanho da particula: 60 pm; tamanho
do poro: 80 A), o co-polimero N-divinilpirrolidona-divinilbenzeno de troca catiénica Oasis®
MCX (MCX; tamanho da particula: 30 um; tamanho do poro: 80 A; 4rea superficial: 830 m? g')
e o co-polimero N-divinilpirrolidona-divinilbenzeno de troca anidnica Oasis® MAX (MAX;
tamanho da particula: 30 um; tamanho do poro: 80 A; 4rea superficial: 830 m? g'') foram obtidos
da Waters (EUA). O polimero de fase reversa octadecil Supelclean ENVI-18 (Envi-18; tamanho
da particula: 45 pm; tamanho do poro: 60 A; area superficial: 475 m? g'), o polimero de fase
reversa  estireno-divinilbenzeno ENVI-Chrom P  (Envi-Chrom P; tamanho da
particula: 80-160 um; tamanho do poro: 20-300 A; 4rea superficial: 900 m? g') e o polimero de
fase normal silicato de magnésio ENVI-Florisil (Envi-Florisil; tamanho da particula: 149-250 um,;
area superficial: 289 m? g') foram obtidos da Supelco (EUA). A silica e o co-polimero
etilvinilbenzeno-divinilbenzeno LiChrolut EN (DVB, tamanho da particula: 40-120 um; area
superficial: 1200 m? g') foram obtidos da Merck (Alemanha). O polimero de fase reversa
estireno-divinilbenzeno Strata® SDBL (Strata DVB; tamanho da particula: 100 pm; tamanho
do poro: 260 A; érea superficial: 500 m? g'), o co-polimero de fase reversa
estireno-divinilbenzeno-N-vinilpirrolidona Strata® X (Strata X; tamanho da particula: 33 um;
tamanho do poro: 85 A; érea superficial: 800 m> g'), o polimero de fase reversa
estireno-divinilbenzeno de troca anidnica fraca Strata® X-AW (Strata X-AW; tamanho da
particula: 33 um; tamanho do poro: 85 A; 4rea superficial: 800 m? g''), o polimero de fase reversa
estireno-divinilbenzeno de troca catidnica fraca Strata® X-CW (Strata X-CW; tamanho da
particula: 33 um; tamanho do poro: 85 A; 4rea superficial: 800 m? g'), o polimero de fase normal
ciano Strata® CN (Strata CN; tamanho da particula: 55 um; tamanho do poro: 70 A; 4rea
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superficial: 500 m? g!) e o polimero de silica de troca cationica forte Strata® SCX (Strata SCX;
tamanho da particula: 55 pm; tamanho do poro: 70 A; 4rea superficial: 500 m? g'') foram obtidos
da Phenomenex (EUA). As informagdes sobre os materiais sorventes comerciais utilizados nos
ensaios foram disponibilizadas pelos fornecedores.

As amostras de urina de controlo foram obtidas de um voluntario do sexo masculino
(20-25 anos) que garantiu ndo ter consumido os B-bloqueantes em estudo. As amostras de plasma
foram gentilmente cedidas pela Clinica Joaquim Chaves Saude (Lisboa), encontrando-se ja
armazenadas no laboratorio a -20 °C. As amostras de saliva de controlo foram obtidas de um
voluntario do sexo feminino (20-25 anos) que garantiu nao ter consumido os B-bloqueantes em
estudo. A amostra de urina com medicagdo foi obtida de um voluntario do sexo feminino
(20-25 anos) medicado com cloridrato de PRO. A amostra de saliva com medicagao foi obtida de
um voluntario do sexo feminino (20-25 anos) medicado com cloridrato de PRO. A amostra de
agua de ETAR foi recolhida de um efluente de ETAR (Alcantara, Lisboa), encontrando-se ja
armazenada no laboratério a 4 °C.

2.2. Material e equipamento

Além de material corrente de laboratorio, utilizou-se uma micropipeta de 20 - 200 pL
(Labbox, Espanha), uma micropipeta 100 - 1000 pL (VWR International, EUA), uma micropipeta
1000 - 5000 pL. (VWR International, EUA), frascos de vidro de 5 mL (Macherey-Nagel,
Alemanha) e respetivas tampas de plastico (didmetro = 18 mm), barras de agitagao de teflon
14x6 mm, 15x4 mm, 12x4 mm (VWR International, EUA), vials transparentes de 2 mL (ALWSCI
Technologies, China) e respetivas tampas (didmetro = 11 mm), inserts de 300 pL 31,5 % 5,8 mm
(ALWSCI Technologies, China), um encapsulador manual (Agilent Technologies, EUA), seringas
de uso unico Injekt de 2 mL (Braun, Alemanha) e filtros de seringa de nylon 25 mm - 0,45 pm
(Labor Spirit, Portugal).

Para efetuar pesagens recorreu-se a uma balanga analitica (Mettler Toledo AG135, Suiga).
Utilizaram-se duas placas de agitagdo multipla de quinze posi¢des (H+P Labortechnik AG
Variomag, Alemanha; Cimarec i Poly, Alemanha), um vortex (Velp, Italia), um banho de
ultrassons equipado com termoéstato modelo 3510 E-DTH (Branson, Suica) e uma centrifuga
Z 300 (Hermle Labortechnik, Alemanha). O pH das solugdes foi controlado recorrendo a um
medidor de pH modelo 744 pH Meter contendo elétrodo combinado de vidro (Metrohm, Suica).

As analises por HPLC-DAD foram efetuadas num sistema cromatografico Agilent 1100
series LC (Agilent Technologies, Alemanha) equipado com desgaseificador a vacuo (G1322A),
injetor automatico (G1313A), compartimento de coluna termostatizado (G1316A) e bomba
quaternaria (G1311A), acoplado a um detetor de rede de diodos (DAD, G1315B). O registo de
dados e o controlo instrumental realizaram-se a partir do software LC3D ChemStation (versdo
Rev.A.10.02[1757], Agilent Technologies, Alemanha). Utilizou-se uma coluna capilar
Inertsil ODS-3 (C18, 5 um, 4,6 x 150 mm; GL Sciences, Japao) para as analises.
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2.3. Método experimental
2.3.1. Preparacao de solu¢des padrao

As solugdes padrdo prepararam-se em MeOH, sendo armazenadas a -20 °C durante todo
o trabalho e renovadas quando necessario. Devido aos elevados custos para obter padrdes
analiticos dos compostos em estudo, houve a necessidade de preparar parte das solugdes padrao
a partir dos respetivos comprimidos[72]. As solucdes stock de cada P-bloqueante, cujas
concentracdes constam na Tabela 2.1, foram preparadas individualmente. Estas solu¢des foram
obtidas moendo os comprimidos num frasco de vidro, seguindo-se a adi¢do de 10 mL de MeOH,
agitacdo por 10 s no vortex, 15 minutos de tratamento ultrassonico, e, por fim, filtracdo com filtro
de nylon 0,45 pm apos nova agitacdo por 10 s no vortex. Aquando da utilizac¢ao de padrio solido,
apenas se mediram 10 mg do B-bloqueante com recurso a balanca analitica, aos quais se
adicionaram 10 mL de MeOH, seguido de agita¢ao por 10 s no vdrtex € 15 minutos de tratamento
ultrassonico.

Tabela 2.1 - Massa de padrao solido, dosagem e quantidade de comprimidos, e respetiva concentracdo da solucéo
padrdo mde dos seis -bloqueantes em estudo.

Massa de Dosagem do Quantidade de Concentracio
-bloqueante adrao soélido comprimido L. da solucao mae
q p p
comprimidos 0
(mg) (mg) (mg L)

ATN 10 - - 1000
BIS - 5 2 1000
CAR - 25 1 2500
NEB - 5 2 1000
PIN 10 - - 1000
PRO 10 - - 1000

Uma solugdo mistura com concentragdo de 100 mg L' de cada B-bloqueante foi preparada
quinzenalmente a partir das solugdes iniciais diluidas em ACN, armazenando-se a 4 °C. As
solugdes de trabalho e de calibragdo obtiveram-se por dilui¢do adequada da de 100 mg L' em
agua ultrapura. As solugdes de trabalho foram preparadas diariamente.

2.3.2. Condigoes instrumentais

De forma a alcangar condi¢des experimentais favoraveis para a analise dos -bloqueantes
em estudo, procedeu-se a injecdo de padrdes individuais de 10 mg L', preparados a partir de
sucessivas dilui¢des das solu¢des mae. Testaram-se variagdes das condi¢des cromatograficas,
incluindo eluigdes isocraticas ¢ por gradiente, com diferentes propor¢des de agua ultrapura,
MeOH e ACN, com e sem acidificagdo, temperatura do sistema, taxa de fluxo e volume de injegao
de amostra. Este processo permitiu, também, identificar cada um dos compostos de acordo com
0 seu tr carateristico.

Recorrendo a injegdo de uma solugdo mistura das moléculas em estudo, determinou-se
que o ideal seria configurar o sistema para volume de inje¢ao de 20 pL, temperatura da coluna de
20 °C e taxa de fluxo de 0,6 mL min!. Programou-se ainda elui¢do por gradiente, em que o
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solvente A € agua acidificada com acido formico (0,1%, v:v) e o solvente B ¢ MeOH, de 0 a
0,5 min 95% A, de 0,5 a 8 min 95-20% A, de 8 a 12 min 20% A, e de 12 a 13 min 20-95% A.

Com base nos espetros de absorvancia (Anexo I) dos B-bloqueantes em estudo na gama
do UV-vis, determinaram-se comprimentos de onda de trabalho de 230 nm para ATN, BIS e PRO,
265 nm para PIN, e 285 nm para CAR e NEB.

2.3.3. Calibracao instrumental

Uma solugdo de 10 mg L' foi preparada a partir da mistura de B-bloqueantes de
100 mg L. Sucessivas diluigdes desta solugdo com agua ultrapura permitiram obter padrdes que
foram injetados no sistema cromatografico. A partir da injecdo destes padroes de calibragdo
diluidos determinaram-se os limites de detecdo (LOD, do inglés limit of detection) e de
quantificagdo (LOQ, do inglés limit of quantification) instrumentais, com recurso a razoes
sinal/ruido (S/N) de 3:1 e 10:1, respetivamente.

Prepararam-se oito solugdes com diferentes niveis de concentragdo (0,07; 0,27; 0,70;
2,50; 5,00; 7,50; 10,0 e 15,00 mg L") a partir da mistura de 100 mg L"!. Realizaram-se analises
dos mesmos em triplicado, de forma a estudar a linearidade instrumental e a construir as respetivas
curvas de calibracdo com seis pontos.

2.3.4. Preparacio de dispositivos BAPE

A aplicagdo da técnica de BAPE requer preparagdo prévia dos dispositivos de
microextragdo em laboratdrio. Para tal efeito, sdo utilizados cilindros ocos de polipropileno, com
cerca de 15 mm de comprimento e 2 mm de didmetro, envoltos em fita adesiva e revestidos com
a fase sorvente adequada. Diversos materiais sorventes foram testados, desde AC a polimeros.
Note-se que estes dispositivos foram lavados sob agitagdo em agua ultrapura, durante 10 minutos,
e secos em papel com o auxilio de uma pinga, antes de qualquer utiliza¢ao[70,71].

2.3.5. Ensaios de otimizacao

O procedimento de extragao foi realizado em 5 mL de 4gua ultrapura num frasco de vidro,
fortificados com 200 puL da mistura de B-bloqueantes de 10 mg L', obtendo-se uma concentra¢do
de 400 pg L' no volume total. No frasco foi introduzida uma barra de agitagdo e um dispositivo
de microextragdo revestido com o sorvente selecionado. A microextracdo foi promovida por meio
de agitacdo com a barra magnética, durante um determinado periodo e velocidade, a temperatura
ambiente. Procedeu-se a remocao do dispositivo de BALE do frasco, apds terminar o periodo de
extragdo, e a secagem dos mesmos em papel. Num vial com insert de vidro inseriu-se o dispositivo
de microextra¢do e adicionaram-se-lhe 100 pL de solvente organico, de forma a proceder a
retroextragdo dos analitos. O procedimento de retroextragdo foi efetuado por via de tratamento
ultrassonico por tempo determinado. Adicionaram-se 100 pL de agua ultrapura de forma a obter
uma concentragdo final teorica de 10 mg L. Posteriormente removeu-se o dispositivo de BAUE
e selou-se o vial com recurso ao encapsulador. Seguiu-se, por fim, o posicionamento dos vials no
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amostrador automatico para realizar a analise por HPLC-DAD. No esquema da Figura 2.1,
encontra-se resumido este procedimento[70-72].

(1) o (3)

Preparagao do frasco Introdugdo do dispositivo Agitacio
de amostragem de microextragao
— — [
b { bj (¢ l:?*‘" "'*'il
* 5mLde dgua - —
‘ ultrapura ’ - Dlsposmv~o ’ nm——
- de extragdo Q
1 200 pL de \ por BALE i
solugdo mistura
; de B-bloqueantes ‘ ==
Passagem do Tratamento Remocgdo do dispositivo Anélise por HPLC-DAD
dispositivo de extragao ultrassonico de microextragdo Aa
para um vial =
E—
. 100 pL / — (|
de solvente - = — N ——
. organico s = ’ ez 1 ’ B3
o |
* 100 pL :
l de dgua '
ultrapura

Figura 2.1 - llustragé@o esquematica do procedimento experimental para otimizagdo, incluindo as etapas de
microextracdo, retroextracao e andlise instrumental.

Aquando da otimizagdo do método estudaram-se diversos parametros como tempo de
equilibrio, velocidade de agitagdo, pH, forca ionica e polaridade da matriz, solvente e tempo de
dessor¢do. A otimizagdo de eficiéncia foi realizada por método univariante, ou seja, todas as
variaveis foram fixadas exceto uma, tendo sido estudado o comportamento do sistema
relativamente a essa variavel. Todos os ensaios de otimizagdo foram realizados em triplicado. O
calculo das recuperagdes foi obtido por comparagdo das areas de picos obtidos nos ensaios (4;),
com as dos picos dos padrdes de controlo (4,), conforme descrito na Equacdo 2.1.

A
% Recuperagio = A_l x 100 [2.1]
P

2.3.6. Validac¢ao do método

Para os estudos de valida¢do do método realizaram-se ensaios em diferentes niveis de
fortificacao, recorrendo as condigdes experimentais otimizadas. A analise cromatografica destes
ensaios permitiu determinar os LOD e LOQ da metodologia, com recurso a razao S/N 3:1 e 10:1,
respetivamente[75,76].

Prepararam-se oito solugdes a partir de sucessivas dilui¢des do padrdo de 100 mg L™ (0,1;
0,4; 0,8; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0 € 15,0 mg L"), de forma a obter ensaios com a fortificagdo adequada
nos 5 mL de 4gua ultrapura (4,0; 17,2; 33,0; 100,0; 200,0; 300,0; 400,0 ¢ 600 pg L. Salvo
excegOes devidamente indicadas, os ensaios foram realizados em triplicado. A construgdo de
curvas de calibracdo de seis pontos, para cada um dos B-bloqueantes em estudo, permitiu o estudo
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da linearidade do método, seguida de realizacdo de teste F' e dispersdo de residuos de forma
complementar[75-77].

A determinagdo da exatiddo e precisdo, intra (repetibilidade) e interdia (intermédia), foi
realizada selecionando trés niveis distintos de fortificagdo, baixo (100,0 pg L), médio
(300,0 ug L") e alto (600,0 ug L'). Para a precisio intradia realizaram-se ensaios em
quintuplicado destas trés concentragdes no mesmo dia. No caso da precisdo interdia, os ensaios
foram realizados em quintuplicado em trés dias consecutivos[75,77].

2.3.7. Aplicacao a amostras reais

De forma a aplicar a metodologia otimizada e validada a amostras reais de urina, plasma,
saliva e 4gua de efluente de ETAR testaram-se diversas taxas de dilui¢do destas. Para as amostras
de urina e plasma, analisou-se, ainda, a reacdo do sistema a diferentes agentes (NaOH, MeOH ¢
ACN) e variacao de propor¢do dos mesmos|78—80].

A urina fortificada foi hidrolisada com recurso a NaOH (5:1, v/v), levada 30 s ao vortex
e seguidamente centrifugada a 4000 rpm durante 15 minutos. O sobrenadante obtido foi diluido
em agua ultrapura (1:1, v/v). O estudo do efeito de matriz foi realizado fortificando as amostras
de urina de forma a obter concentragdes de 20,0, 36,0, 60,0, 100,0, 200,0, 300,0 € 400,0 pg L', e
tragando curvas de calibrag¢do de cinco pontos para cada [-bloqueante, apos analise
cromatografica.

Por sua vez, o plasma fortificado foi hidrolisado com recurso a NaOH (4:1, v/v), agitado
30 s no vortex e centrifugado a 4000 rpm durante 15 minutos. O sobrenadante obtido foi diluido
em agua ultrapura (1:4, v/v). Para estudar o efeito de matriz foram fortificadas as amostras de
plasma de forma a obter concentragdes de 60,0, 100,0, 140,0, 200,0, 300,0 e 400,0 ug L™, e apds
a analise cromatografica dos ensaios, tracaram-se curvas de calibragdo de cinco pontos para as
moléculas em estudo.

Tanto as amostras de saliva como de agua de ETAR fortificadas sofreram tratamento por
centrifugacdo a 4000 rpm durante 10 minutos, seguindo-se a dilui¢do do respetivo sobrenadante
com agua ultrapura (1:1, v/v). O estudo do efeito de matriz nestas amostras foi conseguido
fortificando-as a 20,0, 36,0, 100,0, 200,0, 300,0 e 400,0 ug L', e obtendo curvas de calibragdo de
cinco pontos para cada analito.

Note-se que se realizaram ensaios de controlo, sem fortificagdo, de forma a confirmar a
auséncia de sinal nos tempos de retengdo associados a cada um dos B-bloqueantes estudados.
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3. Resultados e discussao

No presente trabalho estudaram-se seis f-bloqueantes, nomeadamente, o ATN, fumarato
de BIS, CAR, cloridrato de NEB, PIN e cloridrato de PRO, Figuras de 1.1 a 1.6, cujas
propriedades fisico-quimicas se encontram descritas na Tabela 3.1[15,19,23,81-83]. As
moléculas selecionadas para o trabalho sdo representativas desta classe de farmacos
comercializada em Portugal.

Tabela 3.1 - Propriedades fisico-quimicas dos seis p-bloqueantes em estudo[15,19,23,81-83].

p-bloqueante Formula quimica Massa molar (g mol™) pKa log K,n
ATN C1sH22N>03 266,3 9,54 0,16
Fumarato de BIS = (CisH31NO4)2:C4sHsO4 767,0 9,67 2,20
CAR C24H26N204 406,5 7,97 3,80
Cloridrato de NEB C2H2sF2NO4HCI 441,9 8,90 3,21
PIN Ci4H20N20; 2483 9,54 1,75
Cloridrato de PRO Ci6H21NO,-HCI 295,8 9,67 2,58

De acordo com a informacao exibida na Tabela 3.1, verifica-se que o fumarato de BIS
apresenta uma massa molar superior aos restantes analitos, o que se deve a presenca de duas
moléculas de BIS no complexo, enquanto o ATN ¢é o de menor massa molar. Este é um grupo de
farmacos tendencialmente alcalino, com 7,87 < pKa < 9,67, e com carateristicas polares, com os
valores de log K, a variar entre 0,16 ¢ 3,80 para o B-bloqueante mais polar (ATN) e o menos
polar (CAR), respetivamente.

3.1. Otimizacao de condi¢coes instrumentais

Comegou por se estabelecer as condi¢des instrumentais mais adequadas para analise dos
seis compostos em estudo. Em contexto de aplicagdo de HPLC-DAD, a identificacdo de
compostos ¢ fundamentalmente realizada com base em parametros como o tr € 0s espetros de
absorvancia UV-vis. Com o intuito de obter esses dados de forma efetiva, analisaram-se padrdes
individuais dos seis B-bloqueantes. Nesta fase, testaram-se diversas variacdes de eluente,
conjugando agua acidificada com 4cido acético ou formico, ACN e MeOH, tanto em modo
isocratico como recorrendo a gradiente, até ndo se registar a elui¢do de picos distorcidos.
Posteriormente, analisou-se o padrdo com a mistura das seis moléculas de forma a corrigir todos
0s parametros instrumentais, para ajustar os tr e evitar tanto a coelui¢@o de picos como tempos de
analise prolongados. As condigdes experimentais utilizadas encontram-se na Tabela 3.2, tendo o
comprimento de onda (A) para cada molécula sido selecionado com base nos espetros de
absorvancia na gama do UV-vis (Anexo I).
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Tabela 3.2 - Condigdes instrumentais de HPLC-DAD otimizadas para andlise dos seis f-bloqueantes estudados.

Condic¢oes instrumentais otimizadas

Volume de injecao (pL) 20
Fluxo (mL min™) 0,6
Temperatura da coluna (°C) 20

Eluente A: Agua com 0,1% de acido foérmico
Eluente B: MeOH
0-0,5 min — 95% A
0,5-8 min — 95-20% A
8-12 min — 20% A
12-13 min — 20-95% A

Composiciio da fase movel

230 (ATN, BIS e PRO)
A (nm) 265 (PIN)
285 (CAR e NEB)

Seguidamente pode observar-se na Figura 3.1, a titulo ilustrativo, um cromatograma da
mistura dos seis -bloqueantes obtido por HPLC-DAD.

60 PRO
PIN
- CAR
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% 40 NEB
T 30
(g k ‘
2 20 w
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<C
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O J
6 7 8 9 10 11 12 13 14

Tempo/min

Figura 3.1 - Cromatograma obtido por HPLC-DAD relativo aos seis f-bloqueantes estudados em condigdes
instrumentais otimizadas.

Obtiveram-se tr compreendidos entre 6,7 € 12,3 minutos, que se encontram especificados
para cada analito na Tabela 3.3.
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Tabela 3.3 - Tempos de retencéo obtidos por HPLC-DAD para os seis f-bloqueantes em estudo, nas condi¢Oes
instrumentais otimizadas.

B-bloqueante tr (min)
ATN 6,7
PIN 8,8
BIS 10,9
PRO 11,4
CAR 11,8
NEB 12,3

3.1.1. Calibracao instrumental

Os LOD e LOQ instrumentais foram determinados por injecdo sucessiva de padrdes de
calibracdo diluidos, e calculados com base narazao S/N 3:1 e 10:1, respetivamente. Obtiveram-se
valores de 0,02 mg L' <LOD <0,20 mg L' e de 0,07 mg L' <LOQ <0,70 mg L'..

A linearidade da gama dinamica de trabalho a nivel instrumental foi igualmente estudada,
com base no método dos minimos quadrados. As regressdes lineares foram aplicadas num
intervalo de concentragdes compreendido entre 0,07 e 15,00 mg L', incluindo seis niveis de
concentragdo para cada molécula em estudo, tendo os ensaios sido realizados em triplicado.
Verificou-se boa linearidade, considerando os valores de coeficiente de determinacao
(") >0,9961.

3.2. Selecao do material sorvente para BApE

Estabelecidas as condigdes instrumentais, seguiu-se para a selecdo do material sorvente
mais adequado a microextracdo dos compostos em estudo. Os ensaios desta etapa de otimizacao
foram realizados em condi¢Ges experimentais convencionais, ou seja, 5 mL de agua ultrapura
(pH entre 5 e 6) fortificada com 200 pL da solugdo mistura de B-bloqueantes (10 mg L), tempo
de equilibrio de 16 h (990 rpm) e retroextracdo com 100 uL. de MeOH, 60 min sob tratamento
ultrassonico.

Inicialmente estudaram-se cinco AC comerciais, sendo estes materiais s6lidos porosos,
que retém os solutos por meio de interagdes eletrostaticas e/ou dispersivas, e dependem do valor
de pH no ponto de carga zero (pHpzc), das propriedades adsortivas texturais, da area superficial e
das dimensdes dos poros. A carga predominante a superficie do AC depende do pH da solugdo em
que este se insere, sendo positiva, se o pH for inferior ao pHpzc, ou negativa, se o pH for superior
ao pHpzc[84]. Os resultados obtidos apresentam-se no grafico da Figura 3.2.
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Figura 3.2 - Seletividade dos AC para a extragdo dos f-bloqueantes em estudo em agua ultrapura, obtido por
BAUE-ULD/HPLC-DAD. Ensaios realizados em triplicado. Condicdes dos ensaios: 5 mL de agua ultrapura
Jortificada com 200 uL da solu¢do mistura de -bloqueantes (10 mg Lt); microextracdo: 16 h (990 rpm);

retroextracao: 100 pL MeOH, 60 min sob tratamento ultrassonico.

Observando o grafico da Figura 3.2, verificam-se recuperagdes até 44,2%, sendo de uma
forma geral inferiores a 20%. Esta tendéncia apenas ndo se verifica aquando do uso de SX plus,
SX 1eR,aATN. No caso de CAR e NEB, inclusivamente chega a ndo se verificar qualquer efeito
extrativo. Esta ineficiéncia podera prender-se com o facto de o pH da agua ultrapura se situar
entre 5 ¢ 6, o que resultara, de forma geral, em AC carregados positivamente. Por sua vez, nessa
gama de pH, os analitos também se encontram na sua forma cationica, conforme se pode verificar
nos graficos de especiagdo em anexo (Anexo II). Assim, os resultados sugerem que as elevadas
areas superficiais poderdo ndo ser suficientes para a obtencdo de boas recuperagdes, dado que
havera um condicionamento causado pela predominancia de repulsdes eletrostaticas, ainda que
se possa admitir a possibilidade de também ocorrer uma retroextragdo incompleta.

Em seguida, testou-se a aplicagdo de polimeros como fases sorventes. Este tipo de
material pode reter compostos com base em interacdes do tipo fase reversa, como interagdes m-1
e hidrofobicas, podendo também ocorrer interagdes dipolo-dipolo e idnicas, ou ligagdes de
hidrogénio, de acordo com a dimensao da particula e da area superficial. Sorventes do tipo silicone
caraterizam-se por apresentar interagdes hidrofobicas, em que predominam interagcdes de
van-der-Waals[84,85].

Para este efeito, selecionaram-se quinze polimeros, oito dos quais com propriedades de
tipo fase reversa, e cujos resultados se podem observar nos graficos da Figura 3.3.

Por andlise dos graficos da Figura 3.3, verificou-se a ocorréncia de desempenhos
superiores aos dos AC, com recuperagoes até 48,1% no conjunto de polimeros de fase reversa (a),
e até 52,5% no conjunto dos restantes polimeros (b). Salienta-se, porém, o decréscimo
consideravel na recuperagdo de ATN em relagdo aos primeiros materiais sorventes. Assim como
nos AC, ndo se registou uniformidade na capacidade de extragdo dos diferentes analitos, o que se
podera dever a heterogeneidade estrutural desta classe de farmacos. Acresce que nas situagdes em
que se registaram melhores recuperagdes, como Strata X ¢ Envi-Florisil, estas foram inferiores
a 50%.
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Figura 3.3 - Seletividade dos polimeros de fase reversa (a) e outros polimeros (b) para a extra¢do dos f-bloqueantes
em estudo em agua ultrapura, obtido por BAUE-ULD/HPLC-DAD. Ensaios realizados em triplicado. Condic¢des dos
ensaios: 5 mL de &gua ultrapura fortificada com 200 uL da solu¢do mistura de B-blogqueantes (10 mg L™Y);
microextracdo: 16 h (990 rpm); retroextragdo: 100 uL MeOH, 60 min sob tratamento ultrassénico.

Excluidas as opgOes até aqui testadas, considerou-se, entdo, a hipdtese de preparar
misturas de sorventes. Estes foram conjugados com base na complementaridade das suas
recuperagoes, numa proporg¢do de 1:1 (m/m), com a inteng¢do de obter uma mistura que permitisse
extrair de forma similar todos os seis B-bloqueantes. Os resultados registados encontram-se no
grafico da Figura 3.4.

Por leitura do grafico da Figura 3.4, ¢ observada uma melhoria da extracdo de ATN, PIN
e BIS, porém os resultados ndo excedem os 34,8%. Contudo, a extragdo revelou-se
particularmente ineficiente para PRO, CAR e NEB, em que a melhor recuperacdo, usando
Envi-Florisil + WCX, ndo ultrapassou os 20%. Assim sendo, os resultados obtidos ndo foram os
esperados, o que podera dever-se a metodologia utilizada para preparar as misturas, que nao tem
em consideragdo uma propor¢ao molecular, mas unicamente a proporgdo massica.
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Figura 3.4 - Seletividade das misturas de sorventes para a extragdo dos ff-blogqueantes em estudo em agua ultrapura,
obtido por BAUE-ULD/HPLC-DAD. Ensaios realizados em triplicado. Condic¢des dos ensaios: 5 mL de agua
ultrapura fortificada com 200 pL da solugdo mistura de S-bloqueantes (10 mg L); microextragdo: 16 h (990 rpm);
retroextracao: 100 pL MeOH, 60 min sob tratamento ultrassonico.

Posteriormente, optou-se por testar uma outra abordagem. Por andlise dos graficos
de especiagdo (Anexo II), em que se simulou a variagdo de forma ionica das moléculas em
fun¢do do pH da solug@o, determinou-se que a pH 11 todos os analitos estariam na forma neutra.
Assim, mantiveram-se as condi¢des experimentais convencionais previamente indicadas,
ajustando apenas o pH da amostra para 11, com recurso a solugdes de HCl e NaOH, 0,1 ou
1,0 M. Aplicou-se esta variagdo aos mesmos AC, resultando nas recuperagdes da Figura 3.5.
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Figura 3.5 - Seletividade dos AC a pH 11 para a extra¢do dos B-bloqueantes em estudo em agua ultrapura, obtido
por BAUE-ULD/HPLC-DAD. Ensaios realizados em triplicado. Condic¢des dos ensaios: 5 mL de agua ultrapura
Sortificada com 200 uL da solugdo mistura de p-bloqueantes (10 mg L™1); microextracéo: 16 h (990 rpm), pH 11;
retroextracao: 100 pL MeOH, 60 min sob tratamento ultrassonico.

Os resultados de extrag@o obtidos na Figura 3.5 revelaram-se insuficientes, decrescendo
em relagdo aos resultados prévios dos AC. Nao se registaram recuperagdes superiores a 10%,
excetuando para o ATN que, ainda assim, ndo ultrapassou os 30% - maximo de 27,3% com R a
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pH 11. Isto poderd dever-se uma vez mais a incompatibilidade das cargas moleculares ou
retroextragdo incompleta. Recorde-se que os AC a pH > pHpzc apresentam uma carga superficial
maioritariamente negativa. Todavia, as moléculas também sofrem influéncia do meio alcalino,
perdendo a disponibilidade de receber protdes, e passam da sua forma cationica a forma neutra.

Continuou-se o estudo com os sorventes poliméricos em amostra a pH 11, cujos dados
constam nos graficos da Figura 3.6.
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Figura 3.6 - Seletividade dos polimeros de fase reversa a pH 11 (a) e outros polimeros a pH 11 (b) para a extragdo
dos -bloqueantes em estudo em agua ultrapura, obtido por BAUE-uLD/HPLC-DAD. Ensaios realizados em
triplicado. Condicoes dos ensaios: 5 mL de agua ultrapura fortificada com 200 pL da solugéo mistura de
f-bloqueantes (10 mg L™); microextracdo: 16 h (990 rpm), pH 11; retroextracdo: 100 uL. MeOH, 60 min sob
tratamento ultrassonico.

Neste caso observou-se uma grande variacdo das capacidades de extragdo dos analitos,
chegando até 66,7%, e um incremento significativo das recuperacdes, com énfase no grafico de
sorventes de fase reversa, Figura 3.6 (a). Registaram-se, por fim, recuperagdes proximas aos 40%
para o ATN a pH 11, com DVB (38,6%) e Strata X-CW (50,2%), porém estes materiais
implicaram uma diminuigdo de resultados para os restantes -bloqueantes, e ndo se consideraram
adequados para a aplicagdo requerida. Por sua vez, o polimero Strata X-AW a pH 11 alcangou
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recuperagOes consideradas adequadas para as seis moléculas em estudo, de 28,6 a 66,7%. Este
resultado ndo seria o mais expectavel, dado tratar-se de um sorvente indicado para aplicagdo em
compostos mais de tipo acidico, cuja estrutura quimica se apresenta na Figura 3.7, e sendo os
analitos deste trabalho classificados como bases fracas[42,86].

HN
—\_NH2

Figura 3.7 - Estrutura do polimero Strata X-AW.

Contudo, além de propriedades de permuta anidnica fraca, atribuidas a amina terminal,
este polimero também permitird a ocorréncia de intera¢des de fase reversa, na regido do anel
aromatico, por intermédio de interacdes n-m. Pode, entdo, inferir-se que, uma vez que a
pH alcalino o polimero tende a encontrar-se neutro, tal como os f-bloqueantes em estudo a pH 11,
¢ perdida a repulsdo entre cargas verificada no grafico sem ajuste de pH. Assim, as interagoes de
fase reversa tornam-se predominantes, ocorrendo atragao entre os anéis do sorvente e do analito.

Face aos dados obtidos, descartaram-se as restantes opcdes testadas, e prosseguiu-se para
a otimizagdo do processo de retroextragao utilizando exclusivamente Strata X-AW como sorvente,
apH 11.

3.3. Processo de otimizacao

A otimizagdo da metodologia engloba a avaliagdo da influéncia de diversos pardmetros
experimentais nos processos de microextracdo e retroextracdo. Tal como ja foi mencionado na
parte experimental, os parametros em estudo incluem o tempo de equilibrio e a velocidade de
agitacdo, o pH, a polaridade e a forca ionica da matriz, assim como o solvente e tempo de
retroextragdo. Este estudo foi realizado seguindo uma estratégia de otimizagao univariavel[71].

3.3.1. Otimizacao da retroextracao

A fase de retroextragdo teve por base o método de LD, recorrendo a tratamento por
ultrassons, dado permitir acelerar a dessor¢do das moléculas. A sele¢do do solvente utilizado neste
processo € essencial, tendo sido a primeira variavel a otimizar. Além disso, também se avaliou o
tempo de tratamento ultrassonico, pois, dependendo este pardmetro da cinética do sistema, pode
influenciar a recuperagdo dos analitos.

3.3.1.1. Efeito do solvente

Aquando do processo de retroextracao, o dispositivo de BAUE € imerso num solvente ou
mistura de solventes, com o intuito de dessorver os analitos previamente extraidos da amostra. A
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imersdo completa do dispositivo € essencial, assim como a compatibilidade entre o solvente de
retroextragdo e o sorvente que reveste o dispositivo. O solvente utilizado deve ter capacidade de
remover todas as moléculas-alvo da fase sorvente. Comummente, a retroextracéo € realizada com
recurso a MeOH, ACN e misturas de ambos, ainda que possam ser utilizados outros solventes,
tais como misturas aquosas e solugdes tampao[71].

Assim, estudou-se o efeito da utilizagdo de MeOH, ACN e MeOH:ACN (1:1, v/v) como
solvente de retroextracdo na metodologia em desenvolvimento. No grafico da Figura 3.8
observam-se as recuperagdes obtidas.

B MeOH
B ACN
MeOH:ACN (1:1, v/v)
ATN PIN BIS PRO CAR NEB

Figura 3.8 - Efeito do solvente para uLD na extra¢do dos -bloqueantes em estudo em agua ultrapura, obtido por
BAME(Strata X-AW)-uLD/HPLC-DAD. Ensaios realizados em triplicado. Condi¢@es dos ensaios: 5 mL de 4gua
ultrapura fortificada com 200 pL da solugéo mistura de -bloqueantes (10 mg L™); microextracdo: 16 h (990 rpm),
pH 11; retroextracdo: 100 uL solvente, 60 min sob tratamento ultrassonico.
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Com base nos resultados de ATN, no grafico da Figura 3.8, em que se obteve uma
recuperagdo de apenas 9,9%, excluiu-se a opcdo de utilizar ACN. Por sua vez, MeOH ¢
MeOH:ACN apresentam resultados similares para as trés primeiras moléculas, porém, para as
restantes o valor absoluto de recuperacdo com a mistura é superior, ainda que se verifique uma
coincidéncia das barras de erro, em PRO e NEB.

Embora a utilizagdo da mistura MeOH:ACN possa acrescer um erro associado a sua
preparacdo, comparativamente com a utilizagdo de um solvente puro, tal ndo se verificou nos
resultados, pelo que se optou por selecionar esta opgao para a realizacdo dos ensaios seguintes.
As recuperagdes obtidas para as moléculas em estudo ficam compreendidas entre 23,8 e 84,3%.

3.3.1.2. Efeito do tempo de retroextracio

O tratamento por ultrassons permite facilitar o processo de LD, pelo que é necessario
otimizar o seu tempo de duracdo, por forma a maximizar as recuperagdes € tornar o processo o
mais célere possivel.

Para este efeito, foram estudados 15, 30, 45 e 60 minutos de tratamento ultrassonico. Os
resultados obtidos constam no grafico da Figura 3.9.
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Figura 3.9 - Efeito do tempo de retroextra¢do na extragdo dos f-bloqueantes em estudo em &gua ultrapura, obtido

por BAuE(Strata X-AW)-uLD/HPLC-DAD. Ensaios realizados em triplicado. Condic6es dos ensaios: 5 mL de 4gua

ultrapura fortificada com 200 uL da solugdo mistura de -bloqueantes (10 mg L™); microextragdo: 16 h (990 rpm),
pH 11; retroextracdo: 100 pL MeOH:ACN (1:1, v/v), sob tratamento ultrassonico.

Para todas as seis moléculas em estudo, no grafico da Figura 3.9, registou-se uma
proximidade entre as recuperagdes das quatro variagdes de tempo de retroextragao, e as barras de
erro a coincidir entre si. Verificou-se que, dada a variacdo de recuperagdo desprezavel, os 15
minutos de tratamento ultrassOnico seriam o tempo necessdrio para quebrar as interagdes
ocorridas entre os analitos e o sorvente do dispositivo de microextracdo. Tais resultados indicam
que este processo apresenta uma cinética rapida.

Assim, optou-se por prosseguir o trabalho com 15 minutos de tempo de retroextragao,
com recuperacdes acima dos 20%.

3.3.2. Otimizacao da microextraciao

O processo de microextragao consiste na introdugao do dispositivo de BAUE numa matriz
aquosa de forma a coloca-lo em contacto com os analitos. Assim, existem diversos parametros
que podem influenciar a eficiéncia do procedimento, como a velocidade de agitacdo e o tempo de
equilibrio, que afetam a cinética do processo, mas também o pH, a polaridade e a forga idnica,
que afetam as propriedades quer dos analitos quer da matriz da amostra.

3.3.2.1. Efeito do tempo de equilibrio

O tempo de equilibrio do processo extrativo ¢ uma das variaveis mais importantes.
Note-se que trabalhar em condi¢des de equilibrio permite alcangar a sensibilidade maxima e
melhorar a precisdo. No entanto, havendo a necessidade de tornar a analise o mais célere possivel,
estudar variagdes deste parametro permite encontrar um meio termo entre sensibilidade/precisdo
e tempo de analise.
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No presente trabalho optou-se por estudar 1, 2, 3, 4 ¢ 16 horas de extragdo. Os resultados
encontram-se descritos no grafico da Figura 3.10.
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Figura 3.10 - Efeito do tempo de equilibrio na extragdo dos [-bloqueantes em estudo em &gua ultrapura, obtido por
BAME(Strata X-AW)-uLD/HPLC-DAD. Ensaios realizados em triplicado. CondigBes dos ensaios: 5 mL de &gua
ultrapura fortificada com 200 pL da solugdo mistura de S-bloqueantes (10 mg L™); microextragéo: 990 rpm, pH 11;
retroextracdo: 100 pL MeOH:ACN (1:1, v/v), 15 min sob tratamento ultrassdnico.
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De uma forma geral, entre 1 e 4 horas de tempo de equilibrio, observa-se o aumento
gradual do valor da recuperagdo no grafico da Figura 3.10. Contudo, entre as 4 ¢ 16 horas de
extracdo, verifica-se uma estabiliza¢do das recuperagdes, ainda que se quadruplique o tempo de

equilibrio.

Assim, com o intuito de minimizar o tempo de analise mantendo uma recuperagdo
adequada, optou-se por utilizar 4 horas como tempo de equilibrio otimizado. As recuperacdes
obtidas situaram-se acima dos 30%.

3.3.2.2. Efeito da velocidade de agitacao

A avaliagdo da velocidade de agitagdo ¢ também um ponto crucial na cinética do processo.
Isto resulta do facto de uma velocidade abaixo do ideal poder originar uma menor capacidade de
extragdo, enquanto uma velocidade excessivamente elevada podera causar danos na fase sorvente,
pelo aumento do contacto entre o dispositivo de microextracdo e o frasco da amostra, levando a
uma perda de rendimento.

Neste sentido, testaram-se velocidades de agitagdo compreendidas entre 750 ¢ 990 rpm.
Os resultados obtidos constam no grafico da Figura 3.11.

Por analise da Figura 3.11, a maxima variacdo de recuperacdo registada entre as duas
velocidades de agitagdo testadas foi de 5%, para o CAR. Os registos levam a concluir que nesta
situagdo a menor velocidade de agitacdo estudada ndo afeta a eficiéncia do processo, € que as
990 rpm ndo configuram uma velocidade elevada a ponto de danificar a fase sorvente.
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Figura 3.11 - Efeito da velocidade de agita¢do na extragdo dos -bloqueantes em estudo em &gua ultrapura, obtido
por BAuE(Strata X-AW)-uLD/HPLC-DAD. Ensaios realizados em triplicado. Condic6es dos ensaios: 5 mL de 4gua
ultrapura fortificada com 200 pL da solugdo mistura de f-bloqueantes (10 mg L™); microextragdo: 4 h, pH 11;
retroextracdo: 100 pL MeOH:ACN (1:1, v/v), 15 min sob tratamento ultrassdnico.
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Optou-se, assim, por avangar no processo de otimizacdo mantendo a velocidade de
agitacdo nas 990 rpm, cujos resultados apresentam um menor erro associado. Neste ponto,
registam-se recuperacdes minimas proximas dos 30%.

3.3.2.3. Efeito do pH

O ajuste do pH da amostra influencia tanto a carga superficial do material sorvente como
a carga do analito, que podera encontrar-se neutro ou ionizado. Isto afeta o equilibrio da retengdo
entre analito e sorvente, e, consequentemente, a eficiéncia da extragdo. Uma vez que o sorvente
selecionado para produzir os dispositivos de microextragdo (Strata X-AW) ¢ do tipo troca-iénica,
o processo ¢ favorecido quando as cargas do sorvente ¢ dos compostos sdo complementares,
embora a presenca de um anel na sua estrutura também lhe confira propriedades de extracdo por
fase reversa. Recorde-se que aquando da selegdo da fase sorvente foi necessario ajustar a solugdo
parapH 11.

Foram testados sete valores de pH (2, 4, 6, 8, 10, 11 e 12). Os valores mais acidicos foram
estudados de modo a confirmar que néo seriam a condi¢do mais favoravel neste contexto. O pH 8
considerou-se por ser um valor intermédio e imediatamente anterior ao pKa da maioria dos
compostos. Por ultimo, testaram-se os valores de pH alcalinos, de forma a obter a melhor
recuperagdo dos analitos, com base nos graficos de especiacdo (Anexo II). No grafico da Figura
3.12, constam os resultados obtidos.

Os registos apresentados no grafico da Figura 3.12 coincidem com o que seria expectavel
no contexto estudado. Observa-se que a pH inferior a 10 a microextragdo de moléculas como o
ATN e PIN ¢ inviavel. Ja para BIS e PRO, o aumento gradual de pH gera um aumento da
eficiéncia. Note-se que até pH 8 tanto o material sorvente como os analitos se encontram
carregados positivamente, o que gera repulsdo entre si. A pH superior, verificam-se intera¢Ges de
fase reversa, o que resulta numa extracao mais eficiente. No caso das moléculas com menor pKa,
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CAR e NEB, ainda que se observe um comportamento distinto das demais, também o pH mais
alcalino alcanga o resultado mais favoravel. Devido as suas estruturas moleculares com maior
numero de anéis aromadticos, estes dois tltimos PB-bloqueantes ndo sofrem grande influéncia da
carga ionica, predominando a intera¢do de tipo fase reversa durante a extracao.
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Figura 3.12 - Efeito do pH da matriz na extragdo dos f-blogueantes em estudo em &gua ultrapura, obtido por
BAUE(Strata X-AW)-uLD/HPLC-DAD. Ensaios realizados em triplicado. Condi¢8es dos ensaios: 5 mL de agua
ultrapura fortificada com 200 uL da solugdo mistura de -bloqueantes (10 mg L™); microextracdo: 4 h (990 rpm);
retroextracdo: 100 pL MeOH:ACN (1:1, v/v), 15 min sob tratamento ultrassonico.

Com base nos resultados obtidos, selecionou-se pH 12 para prosseguir o processo de
otimizag¢@o do método. As recuperagdes minimas registas situam-se entre os 20 e 30%.

3.3.2.4. Efeito do modificador organico

Neste estudo selecionou-se 0 MeOH como modificador organico, sendo a sua fungdo
minimizar o denominado wall-effect, ou seja, a possivel adsor¢do de compostos as paredes de
vidro do frasco de extragdo. Em particular, compostos mais hidrofobicos tendem a ficar retidos
na superficie do vidro de forma irreversivel, levando a perda de analito e diminui¢ao da taxa de
recuperagdo. A presenca de MeOH na amostra consegue diminuir este efeito, aumentando a
solubilidade do analito. No entanto, um aumento excessivo da solubilidade dos analitos na fase
aquosa podera minimizar a eficiéncia do processo, o que exige cautela na variacdo deste
parametro[87].

Procedeu-se a avaliacdo do efeito da presenga de 0, 5, 10, 15 € 20% de MeOH na amostra.
Na Figura 3.13 apresenta-se o grafico com os resultados obtidos.

Verificou-se que os resultados no grafico da Figura 3.13 coincidem com as carateristicas
dos B-bloqueantes em estudo, cujos log Ko indicam uma hidrofobicidade pouco acentuada. A
auséncia de MeOH resultou em melhores recuperagoes para ATN e PIN, cujos valores de log Ko/w
sdo mais reduzidos e consequentemente serdo menos hidrofébicos, embora no caso do BIS ¢ PRO,
com log Kow intermédios a modificacdo desta varidvel ndo apresente efeitos notorios. Devido aos
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log Ko/w mais elevados, em comparagdo com as restantes moléculas, CAR ¢ NEB apresentam um
aumento da recuperacdo associado a maior percentagem de MeOH.

T
H 0% MeOH
H 5% MeOH
m 10% MeOH
I 15% MeOH
20% MeOH
ATN PIN BIS PRO CAR NEB

Figura 3.13 - Efeito do modificador orgdnico na extragdo dos f-bloqueantes em estudo em agua ultrapura, obtido
por BAuE(Strata X-AW)-uLD/HPLC-DAD. Ensaios realizados em triplicado. CondicOes dos ensaios: 5 mL de agua
ultrapura fortificada com 200 pL da solugdo mistura de -bloqueantes (10 mg L™); microextragéo: 4 h (990 rpm),
pH 12; retroextracdo: 100 pL MeOH:ACN (1:1, v/v), 15 min sob tratamento ultrassonico.
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Considerando os dados do grafico, optou-se por prosseguir no processo de otimizagao
sem adi¢do de modificador organico, uma vez que se verificou ser especialmente favoravel para
0 ATN, cuja recuperacao ¢ inferior aos restantes analitos de uma forma geral. As recuperacdes
obtidas encontram-se compreendidas entre 31,4 ¢ 89,9%

3.3.2.5. Efeito da forca iénica

Finalizou-se a otimizacdo da microextragdo com a avaliacdo de outro modificador de
matriz muito estudado, a adigdo de um sal inorgénico. Para tal, selecionou-se NaCl, cuja fungdo
¢ modificar a forca idnica da solucdo, causando efeito de salting-out. Isto ¢, em solug@o ocorre a
dissociagdo do sal em catides (Na") e anides (Cl") que interagem mais fortemente com a amostra
aquosa que as moléculas-alvo. Este processo facilita a migracao dos analitos, da fase aquosa para
o material sorvente, particularmente os mais polares. Ainda assim, € necessario alcangar um ponto
de equilibrio, uma vez que a adi¢do de sal também podera gerar um aumento de viscosidade, que
reduz a cinética de extragdo, ou a obstrucdo da area superficial da fase sorvente pelos ides
dissociados, diminuindo a disponibilidade de interagdo com os analitos[88].

Testaram-se percentagens de modificador de forga idnica da matriz de 0, 5, 10, 15 e 20%.
O gréfico da Figura 3.14 representa os resultados obtidos.

Assim, interpretando o grafico da Figura 3.14, verificou-se que para os f-bloqueantes
menos polares ocorre um aumento da percentagem de recuperacdo associado a presenga de NaCl
pouco acentuado. Por sua vez, o ATN, com o menor log Ko no grupo molecular em estudo,
apresenta uma variacao notavel na eficiéncia de microextragdo, com um aumento de mais de 40
pontos percentuais para teores de NaCl compreendidos entre 0 e 20%.
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Figura 3.14 - Efeito da for¢a iénica na extra¢do dos p-bloqueantes em estudo em dgua ultrapura, obtido por
BAUE(Strata X-AW)-uLD/HPLC-DAD. Ensaios realizados em triplicado. Condi¢8es dos ensaios: 5 mL de agua
ultrapura fortificada com 200 uL da solucdo mistura de -bloqueantes (10 mg L™t); microextracdo: 4 h (990 rpm),
pH 12; retroextracdo: 100 pL MeOH:ACN (1:1, v/v), 15 min sob tratamento ultrassonico.

Assim, concluiu-se que a melhor opgao seria adicionar 20% de NaCl a amostra. As
recuperagoes obtidas para os seis analitos situaram-se acima dos 70% de recuperacao.

3.4. Condicoes experimentais otimizadas

Por motivos alheios ao presente estudo, apos a conclusdo do processo de otimizagdo da
metodologia foi impossivel prosseguir doravante com ATN, pelo que se tornou necessario retificar
as condigdes experimentais. Considerando os graficos obtidos nos diversos parametros para os
restantes cinco B-bloqueantes, apenas se considerou indispensavel corrigir a forca idnica da
matriz, ou seja, optou-se pela remocdo de qualquer percentagem de NaCl. Os ensaios foram
repetidos para as novas condi¢des selecionadas, com o intuito de garantir que os resultados se
mantinham inalterados para as moléculas que prosseguiram em estudo. Na Figura 3.15
apresenta-se um cromatograma representativo da extragao destes cinco analitos.
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Figura 3.15 - Cromatograma obtido por HPLC-DAD relativo aos cinco -bloqueantes estudados em condigBes
experimentais otimizadas.

No grafico da Figura 3.16 observa-se que a eficiéncia do método se mantém inalterada

mesmo apos a exclusdo do ATN.

{ { [ I
B Ensaios 0% NaCl
Novas condigBes
otimizadas
PIN BIS PRO CAR NEB

Figura 3.16 - Eficiéncia de extragdo dos f-bloqueantes em estudo em &gua ultrapura sob novas condi¢des
experimentais otimizadas, obtido por BApE(Strata X-AW)-uLD/HPLC-DAD. Condig6es dos ensaios: 5 mL de agua
ultrapura fortificada com 200 uL da solugdo mistura de -bloqueantes (10 mg Lt); microextracdo: 4 h (990 rpm),
pH 12; retroextracdo: 100 pL MeOH:ACN (1:1, v/v), 15 min sob tratamento ultrassonico.
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Na Tabela 3.4 apresentam-se as condi¢Ges otimizadas definitivas, para o método
desenvolvido para os cinco -bloqueantes.
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Tabela 3.4 - Condigdes experimentais otimizadas para a metodologia desenvolvida.

Condic¢oes experimentais otimizadas

Sorvente Strata X-AW
pH da matriz 12,0
MeOH (%) 0
NacCl (%) 0
Tempo de equilibrio (h) 4
Velocidade de agitagdo (rpm) 990
Tempo de retroextragdo (min) 15
Solvente de retroextragdo MeOH:ACN (1:1, v/v)

A otimizacdo dos parametros experimentais estudados permitiu alcangar recuperacdes
médias, em agua ultrapura, compreendidas entre 71,4 e 84,4% (RSD <9,7%), conforme se pode
observar na Tabela 3.5.

Tabela 3.5 - Recuperagdes médias dos cinco p-bloqueantes estudados em condigdes experimentais otimizadas da
metodologia desenvolvida.

Recuperacao (%) = RSD (%)

B-bloqueantes (n=6)
PIN 71,4+7.8
BIS 84,4+9,7
PRO 74,6 £9,5
CAR 78,5+7,8
NEB 72,8 +59

3.5. Validag¢ao do método

Determinadas as condi¢des experimentais ideais, procedeu-se a validagdo da
metodologia, englobando o estudo dos limiares analiticos, gama de linearidade, precisdo e
exatiddo. Com esse proposito, realizaram-se ensaios em meio aquoso, sob as condi¢des
otimizadas, recorrendo a padroes mistura de B-bloqueantes com concentragdes adequadas ao
estudo destes parametros.

3.5.1. Limiares analiticos e linearidade
A sensibilidade do método proposto foi determinada através dos limiares analiticos, mais

concretamente LOD e LOQ, sendo estes avaliados pela razdo S/N 3:1 e 10:1, respetivamente. Os
limiares analiticos obtidos sdo apresentados na Tabela 3.6.
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Tabela 3.6 - Valores de LOD e LOQ obtidos aquando da validacéo da metodologia desenvolvida.

B-bloqueante LOD (ug L) LOQ (ugL™)
PIN 1,2 4,0
BIS 5,2 17,2
PRO 5,2 17,2
CAR 10,0 33,0
NEB 10,0 33,0

Verifica-se, assim, que a metodologia BApE(Strata X-AW)-uLD/HPLC-DAD apresenta
1,2pg L'<LOD<10,0 ug L' e 4,0 ug L' <LOQ < 33,0 ug L'. Comparando os dados obtidos
com as gamas de concentragao apresentadas no Capitulo 1.6., constata-se que a metodologia sera
adequada para a analise de B-bloqueantes em matrizes aquosas bioldgicas (ppb), mas também
ambientais, embora a gama entre ppb e ppt leve a necessidade de uma maior sensibilidade nao
alcancada neste estudo.

A fim de avaliar a linearidade do método, procedeu-se a construgdo de curvas de
calibragdo para as cinco moléculas-alvo (Anexo III). Utilizaram-se padrdes de 0,1 a 15,0 mg L™,
de modo a obter amostras fortificadas a 4,0, 17,2, 33,0, 100,0, 200,0 300,0, 400,0 € 600,0 pg L.
Este estudo foi realizado por meio de regressoes lineares com método de minimos quadrados. As
curvas de calibra¢do obtidas, incluidas no anexo, permitiram obter parametros como o declive
(@), a intersecdo do eixo das ordenada (b) e o 7 para cada B-bloqueante, como é apresentado na
Tabela 3.7.

Tabela 3.7 - Parametros de regressao relativos as gamas lineares de trabalho obtidas para a metodologia
desenvolvida.

B-bloqueante Gama linear (ug L) a b ¥

PIN 4,0 —600,0 1,6227 12,814 0,9987

BIS 1,2910 5,7098 0,9994
17,2 -600,0

PRO 4,4620 29,121 0,9979

CAR 0,6164 -4,0560 0,9996
33,0 - 600,0

NEB 0,2896 -1,8139 0,9974

Os resultados foram obtidos com seis niveis de fortificagdo para todas as moléculas-alvo,
porém, utilizaram-se valores distintos, dependendo da sensibilidade para cada analito.
Registaram-se, assim, gamas lineares de 4,0 a 600,0 ug L' para PIN, de 17,2 a 600,0 ug L para
BIS e PRO, e de 33,0 2 600,0 pg L' para CAR e NEB. Adicionalmente, registaram-se coeficientes
de determinacdo muito satisfatorios, 7 > 0,9974, uma vez que, por definicdo, quanto mais
proximo este parametro se encontrar da unidade, maior serd a linearidade associada.

Ainda assim, a utilizacdo exclusiva de #° para determinar a linearidade das regressdes
obtidas ¢é considerada insuficiente. Complementou-se o estudo de linearidade recorrendo ao teste
lack-of-fit (teste F), que permite avaliar a uniformidade na distribuicdo de dados
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(homocedasticidade). O teste F' consiste na comparagao do valor F tabelado (Fi.s) € do valor
experimental (F..,), verificando-se uniformidade na distribuigdo dos dados quando Fiuy > Fexp[89].

O valor de Fi» obtém-se por intermédio de uma tabela de distribui¢do F, dependendo do
nivel de confianga e dos graus de liberdade de distribuicdo em causa, ou, alternativamente, pode
recorrer-se ao software Microsoft Excel. O valor de F.y, ¢ calculado através da Equagéo 3.1, em
que s/° e s,° representam a varidncia a menor e maior concentragio da gama de trabalho,
respetivamente.

s3

Foxp = g [3.1]

Com o intuito de determinar Fi», € considerando um nivel de confianca de 99%,
recorreu-se a fungdo INV.F.DIR(0.01;GdL_1;GdL 2), sendo GdL 1 dado por#n-2,em quenéo
numero de concentragdes estudadas, e GdL 2 dado por n % (p - 1), sendo p o numero de
replicados. Neste trabalho, n = 6 e p = 3. Os valores de F' experimentais e tabelados sdo
comparados na Tabela 3.8.

Tabela 3.8 - Valores de F experimental e F tabelado para os cinco f-bloqueantes em estudo.

B-bloqueante Feyy Fia
PIN 1,89
BIS 1,44
PRO 5,36 5,41
CAR 2,90
NEB 1,19

Com base na leitura da Tabela 3.8, constata-se que em todos os casos ¢ cumprido o critério
de homocedasticidade, Fis» > Feyp, pelo que se verifica uma distribui¢do uniforme dos dados.

Simultaneamente, estudou-se a homocedasticidade do método através da dispersao de
residuos, cujos graficos se encontram em anexo (Anexo V). Os residuos foram obtidos com base
na relacao entre os valores de concentracao teorico e expectavel (calculado pela equacao da curva
de calibragdo para cada PB-bloqueante). Através destes graficos, verificou-se uma distribuicdo
aleatoria dos residuos, ndo sendo observada qualquer tendéncia. Assim, as regressoes lineares
obtidas para as cinco moléculas sdo consideradas adequadas aos dados obtidos[89].

3.5.2. Exatidao e precisao

Conforme indicado na parte experimental, a determinacdo da exatiddo e precisdo foi
realizada intra (n=5) e interdia (n=10), para trés niveis de fortificacdo de 100,0, 300,0 e
600,0 ug L. O critério de aceitagdo para a exatiddo e precisdo foi de que os valores residuais
relativos ¢ os RSD deveriam ser < 15%, conforme indicado na literatura[75,77]. Os resultados
obtidos constam na Tabela 3.9.

42



Tabela 3.9 - Valores de exatiddo e preciséo obtidos para os diferentes niveis de fortificacao selecionados (alto: 600,0
ug L% médio: 300,0 pg L; baixo: 100,0 pg L), tanto para o estudo intra como para o interdia.

Nivel de Intradia Interdia
P-bloqueante fortificagdo (ug L) Exatido (%) Precisdo (%) Exatiddo (%) Precisdo (%)
600,0 -1,7 11,5 2,1 0,3
PIN 300,0 2,8 9,7 2,1 0,5
100,0 0,6 6,1 -1,5 1,4
600,0 0,3 7,1 -0,4 0,4
BIS 300,0 2,2 2,0 0,5 0,7
100,0 -0,3 5,6 -1,3 0,6
600,0 -0,1 9,4 -0,8 2,1
PRO 300,0 5,5 5,0 2,1 0,8
100,0 -4,0 9,4 -4,7 0,2
600,0 -0,8 14,0 -0,9 2,2
CAR 300,0 1,1 6,8 -2,6 6,1
100,0 1,2 9,0 -2,5 6,7
600,0 -1,7 10,8 -1,9 1,9
NEB 300,0 5,1 5,2 0,9 6,3
100,0 2103 13,8 11,1 4.4

3.6. Aplicacao a matrizes reais

Tendo por base os contextos em que a monitorizagao de B-bloqueantes € crucial, optou-se
por aplicar a metodologia desenvolvida, otimizada e validada, a amostras aquosas bioldgicas e
ambientais. Conforme descrito na parte experimental, recorreu-se a matrizes de urina, plasma,
saliva e uma agua residual de ETAR.

Atendendo ao facto de amostras biologicas como a urina e o plasma terem tendéncia para
apresentar os farmacos ja metabolizados pelo organismo, nomeadamente complexados ou ligados
a proteinas, considerou-se essencial o tratamento prévio das mesmas, de modo a garantir que os
B-bloqueantes em estudo estariam na sua forma livre. Para esse efeito selecionaram-se trés
agentes, NaOH, MeOH e ACN, que foram adicionados as amostras em diferentes proporcdes,
com a inten¢do de selecionar o mais adequado a este estudo. Adicionalmente, considerando a
complexidade de amostras reais, tanto bioldgicas como ambientais, que podem interferir com os
resultados do sistema cromatografico, avaliou-se o efeito da propor¢do de diluicdo em agua
ultrapura para as quatro amostras. Para a matriz de urina determinou-se que o ideal seria a
hidrolise basica, adicionando 1 volume de NaOH a 5 volumes de urina, seguindo-se uma dilui¢ao
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1:1 (v/v). Quanto a matriz de plasma considerou-se que o mais adequado seria a adigdo de
1 volume de NaOH para 4 volumes de plasma, e posterior diluigdo de 1 volume de sobrenadante
para 4 volumes de agua ultrapura. Tanto para a matriz de saliva como para a de 4gua de ETAR
foram obtidos os melhores resultados com a dilui¢ao 1:1 (v/v)[78-80]. Os graficos obtidos para
estes estudos comparativos encontram-se em anexo (Anexo V).

Considerando as condi¢oes ideais de hidrolise e diluicdo em amostras fortificadas a
400,0 ug L' com mistura dos cinco B-bloqueantes, aplicou-se o método validado, com ensaios
em triplicado. As recuperagdes obtidas apresentam-se na Tabela 3.10.

Tabela 3.10 - Recuperagées médias dos cinco [-bloqueantes estudados obtidas aplicando a metodologia
desenvolvida a urina, plasma, saliva e agua de ETAR.

Recuperacgio (%) = RSD (%)

B-bloqueante (n=3)
Urina Plasma Saliva Agua de ETAR
PIN 62,7+ 8,8 53,4+0,8 66,0 +9,0 79,3 +3,6
BIS 67,6+7,3 83,8+ 0,6 85,2+13,8 86,9 +2.0
PRO 64,3+ 8,7 72,5+ 1,4 74,2+ 7.8 72,9 +5,1
CAR 85,1+2,7 58,7 +4,1 74,1 +£12,5 70,3 + 38,2
NEB 76,5+ 11,9 76,9+ 1,0 854+29 66,5+9,8

Deste modo alcancaram-se recuperagdes superiores a 62,7% (RSD < 11,9%) para urina,
a53,4% (RSD <4,1%) para plasma, a 66,0% (RSD < 13,8%) para saliva, e a 66,5% (RSD < 9,8%)
para agua de ETAR. Os cromatogramas obtidos por meio destas analises encontram-se na Figura
3.17.

Posteriormente, com o intuito de avaliar o comportamento da metodologia quando
aplicada a matrizes reais, realizaram-se ensaios em triplicado com as diversas amostras
fortificadas a 20,0, 36,0, 60,0, 100,0, 140,0, 200,0, 300,0 ¢ 400,0 ug L. Com os resultados
obtidos, construiram-se curvas de calibragdo com cinco niveis de concentragdo, que resultaram
nos valores de * da Tabela 3.11. A interpretacio destes resultados sugere linearidade da aplicacdo
do método desenvolvido numa larga gama de concentragdes, para qualquer uma das matrizes
aquosas (7° > 0,9900). Os resultados obtidos permitem considerar a auséncia de efeitos de matriz,
aquando da aplica¢do da metodologia desenvolvida a amostras aquosas reais.
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Figura 3.17 - Cromatogramas obtidos aquando da aplica¢do da metodologia desenvolvida a amostras fotificadas

com mistura dos -bloqueantes estudados de (a) urina, (b) plasma, (c) saliva e (d) agua de ETAR.
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Tabela 3.11 - Parametros de regressao relativos a aplicacdo da metodologia desenvolvida a matrizes reais.

p-bloqueantes Matriz a b r
Urina 2,2998 91,005 0,9952
Plasma 1,3317 2,7272 0,9940
PIN
Saliva 1,4662 -2,3167 0,9992
Agua de ETAR 1,9083 6,4502 0,9997
Urina 1,3053 -10,586 0,9994
Plasma 1,7685 -1,292 0,9998
BIS
Saliva 1,5487 54,679 0,9988
Agua de ETAR 1,6474 -8,6781 0,9993
Urina 5,1257 -6,8422 0,9995
Plasma 5,7623 87,591 0,9972
PRO
Saliva 4,3868 82,251 0,9991
Agua de ETAR 5,5697 -35,251 0,9932
Urina 0,72 3,9535 0,9962
Plasma 0,9262 -4,4341 0,9990
CAR
Saliva 0,7285 -6,1118 0,9900
Agua de ETAR 0,7901 -15,642 0,9954
Urina 0,3825 16,989 0,9986
Plasma 0,647 7,6364 0,9973
NEB
Saliva 0,4128 -2,7005 0,9961
Agua de ETAR 0,4117 4,7581 0,9994

Procedeu-se, ainda, a analise de amostras de urina e saliva provenientes de doador
medicado com cloridrato de PRO. Os cromatogramas da Figura 3.18 foram obtidos através destas
analises, e, com base no tr e espetro UV-vis do B-bloqueante em causa, demonstram efetivamente
a aplicabilidade deste método a matrizes biologicas reais.

Sugere-se, contudo, a aplicagdo de instrumentagdo mais seletiva e sensivel,
nomeadamente LC-MS, a metodologia desenvolvida, com o intuito de corroborar a presenga de
PRO nas amostras do voluntario medicado com este B-bloqueante, bem como alcangar os limiares
analiticos desejados para amostras ambientais.
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3.7. Comparaciao com estudos anteriores

Correlacionar um método desenvolvido e proposto com trabalhos previamente publicados
¢ essencial em qualquer estudo analitico. A comparag@o do trabalho desenvolvido com alguns
artigos de metodologias ja estabelecidas ¢ apresentada na Tabela VI.1 em anexo (Anexo VI). De
entre as moléculas-alvo, o PRO ¢é a mais amplamente estudada, encontrando-se em multiplos
artigos publicados na ultima década. Os restantes PB-bloqueantes estdo menos presentes na
literatura, especialmente o NEB, o que torna esta metodologia uma mais-valia nesta area.

Quando comparadas as recuperacoes, verifica-se que os valores obtidos neste trabalho
sdo tendencialmente similares aos dos restantes estudos, ainda que esses cheguem a verificar
recuperagdes na casa dos 90%, principalmente no caso de PRO e CAR. Os valores de RSD
revelam precisdes semelhantes as da literatura, chegando a ser inferiores aos indicados em
algumas publicacdes. Por sua vez, os limiares analiticos situam-se na mesma ordem de grandeza,
salvo excegdes verificadas especialmente em estudos ambientais, porém, tratando-se de um
parametro influenciado pela instrumentacdo, ¢ possivel equacionar futuramente a combinagdo
desta metodologia com sistemas LC-MS. Relativamente a quantidade de amostra necessaria para
arealizacdo das analises, a metodologia proposta apresenta um volume similar a generalidade dos
estudos bioldgicos com que foi comparada, contudo, significativamente inferior ao volume
utilizado nos restantes estudos ambientais. A metodologia proposta apresenta, ainda, a
singularidade de permitir analisar distintas matrizes aquosas, tanto bioldgicas como ambientais,
numa ampla gama linear, o que se revela uma mais-valia, dado que tal se regista em poucos
artigos. Em todos os estudos, os coeficientes de determinagdo encontram-se proximos de 1.

Como vantagens do método proposto, destacam-se as elevadas recuperagdes e a ampla
gama linear, a aplicagdo eficaz a matrizes bioldgicas e ambientais, o reduzido volume de solvente
utilizado, o baixo custo, e ainda a possibilidade de se poderem realizar 15 andlises em simultaneo.
E entdo possivel considerar que a metodologia proposta se apresenta como alternativa efetiva a
determinacdo de B-bloqueantes em amostras aquosas reais.
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4. Conclusoes

O presente trabalho propde uma nova metodologia (BALE-uLD/HPLC-DAD) para
determinacdo de cinco B-bloqueantes, nomeadamente BIS, CAR, NEB, PIN e PRO. A abordagem
desenvolvida ¢ considerada simples, adequada para andlise vestigial e amiga do ambiente,
podendo ser aplicada a amostras reais bioldgicas, em contexto de monitorizagdo terapéutica,
toxicologia e controlo de doping, mas também ambientais.

Numa fase inicial, apos se selecionarem os analitos-alvo, verificou-se que HPLC-DAD
seria o sistema instrumental mais adequado para efeitos de analise. Otimizando os pardmetros
instrumentais foi possivel analisar os cinco B-bloqueantes em tempo analitico inferior a 13
minutos, tendo-se obtido limiares analiticos aceitaveis (LOD = 0,02 mg L' e LOQ = 0,07 mg L),
bem como curvas de calibragdo compreendidas entre 0,07 € 15,00 mg L' com boa linearidade
(7 >0,9961).

A preparacdo de amostras prévia a instrumentacdo envolveu uma técnica de
microextragdo inovadora que possibilita a utilizacdo de diversos materiais sorventes, tendo sido
o polimero de fase reversa e troca anidnica fraca Strata X-AW que apresentou resultados mais
adequados a extragdo dos farmacos em estudo.

De seguida, otimizou-se a metodologia através da avaliacdo de diversos parametros que
podem influenciar quer a microextracdo quer a retroextragdo, nomeadamente, o tempo de
equilibrio e a velocidade de agitacdo, mas também as condi¢des da matriz (pH, forga idnica e
polaridade), tipo de solvente e tempo de retroextracdo. Note-se que a otimizagdo foi realizada
inicialmente incluindo ATN, porém esta molécula ndo prosseguiu no estudo. As condicdes
otimizadas para extrair os cinco analitos foram de 4 h de tempo de equilibrio (990 rpm), matriz a
pH 12, e 15 minutos sob sonificagdo utilizando como solvente MeOH:ACN (1:1, v/v). Este
processo permitiu alcangar recuperagdes médias compreendidas entre 71,4 e 84,4%.

Posteriormente, procedeu-se a validacdo da metodologia. Nesta etapa, foram
determinados LOD e LOQ compreendidos entre 1,2 ¢ 10,0 ug L' e 4,0 e 33,0 pg L,
respetivamente. As gamas lineares de trabalho situaram-se entre 4,0 € 600,0 ug L' para PIN, 17,2
€ 600,0 pg L' para BIS e PRO, ¢ 33,0 ¢ 600,0 pg L™ para CAR e NEB. Associada a estas curvas
de calibracdo foi ainda registada uma boa linearidade, tanto considerando os valores de
7> 10,9974, como também por meio do estudo da homocedasticidade dos resultados com recurso
a teste F' e dispersdo de residuos. Aquando do estudo da precisdo e exatiddo da metodologia,
obtiveram-se valores residuais relativos e de RSD inferiores a 5,5% e a 14,0%, respetivamente.

A metodologia ja otimizada e validada foi, entdo, aplicada a matrizes reais de urina,
plasma, saliva e agua de ETAR fortificadas com solugdes padrdo dos cinco analitos-alvo. Através
da observacao das curvas de calibragdo obtidas em condic¢des ideais de hidrolise e dilui¢do, ndo
se verificaram quaisquer efeitos de matriz. Para a matriz urina registaram-se recuperacdes médias
compreendidas entre 62,7 e 85,1% (RSD < 11,9%; * > 0,9952); para a matriz plasma,
recuperagdes médias compreendidas entre 53,4 ¢ 83,8% (RSD < 9,5%; 7* > 0,9940); para a matriz
saliva, recuperacdes médias compreendidas entre 66,0 e 85,4% (RSD < 14,1%; 7 >0,9900). Para
a matriz agua de ETAR, recuperagoes médias compreendidas entre 66,5 e 86,9% (RSD < 14,3%;
r>0,9932).
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Posteriormente, a metodologia desenvolvida foi aplicada a amostras de urina e saliva
fornecidas por um voluntario medicado com PRO, tendo sido possivel identificar este
B-bloqueante nos ensaios efetuados.

Por fim, efetuou-se a comparacdo da presente metodologia (BApE) com outras
abordagens analiticas propostas, sobretudo envolvendo técnicas de microextracdo bem
estabelecidas (por exemplo, LLE, SPE, SPME, MEPS, MSPE, etc.). Neste contexto, foi possivel
verificar recuperagdes similares as da literatura, embora ndo tivessem sido alcancados valores de
cerca de 90%, sobretudo para os B-bloqueantes PRO e CAR. Contudo, os valores de RSD
revelaram precisdes superiores as de algumas metodologias. Os limiares analiticos situaram-se na
mesma ordem de grandeza, salvo excegdes para os estudos ambientais, principalmente quando
foram usados sistemas de instrumentag@o mais sofisticados. As gamas lineares do presente estudo
destacaram-se em relagdo as restantes pela sua amplitude, assim como pela possibilidade de
aplicagdo a 15 amostras em simultineo, tanto bioldgicas como ambientais. Conclui-se, assim, que
a metodologia proposta se configura como uma alternativa efetiva em relacdo a outras aceites e
implementadas a nivel internacional, para além de se mostrar de mais facil manipulacdo e
simplicidade.

Em suma, os objetivos propostos no presente projeto foram cumpridos na integra, salvo
a excegdo da aplicagdo ao ATN, tendo-se conseguido desenvolver uma metodologia analitica
inovadora e robusta para determinagdo de f-bloqueantes, em matrizes reais quer em contexto
clinico e de controlo de doping, quer ambiental.

Futuramente, pode perspetivar-se a expansao da gama de B-bloqueantes analisados em
simultdneo e a aplicacdo a outras matrizes, como por exemplo aguas fluviais. Sugere-se,
igualmente, o recurso a sistemas de instrumentacdo mais seletivos e sensiveis, como LC-MS ou
LC-MS/MS, para alcangar LOD menores (ou seja, ppt) e, como tal, mais adequados para
monitorizagdo ambiental, embora, neste sentido, a comparagdo com outros estudos ambientais
também permita perspetivar a utilizacdo de um maior volume de amostra.
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Anexos

Anexo I — Espetros UV-vis dos B-bloqueantes em estudo
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Anexo II - Graficos de especiacido dos f-bloqueantes em estudo
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Figura I1.1 - Gréfico de especiacdo e estrutura molecular das espécies de ATN. Adaptado do software MarvinSketch.
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Figura 11.2 - Gréfico de especiacdo e estrutura molecular das espécies de BIS. Adaptado do software MarvinSketch.
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Distribui¢do de microespécies (%)
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Figura 11.3 - Gréfico de especiagao e estrutura molecular das espécies de CAR. Adaptado do software MarvinSketch.
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Figura 11.4 - Gréafico de especiagao e estrutura molecular das espécies de NEB. Adaptado do software MarvinSketch.
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Anexo III - Curvas de calibra¢ao
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Anexo IV - Dispersao de residuos
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Anexo V — Estudos comparativos em amostras reais

a) Estudos comparativos para urina
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Figura V.1 - Estudo comparativo da eficiéncia de extragao da metodologia quando aplicada a amostra de urina,

1 ||W | ‘h!“ l‘ ﬂ

M Diluigdo 1:1 [NaOH 2:1]
M Dilui¢do 1:1 [NaOH 5:1]
m Diluigdo 1:4 [NaOH 1:1]
M Diluigdo 1:1 [MeOH 2:1]
Diluigdo 1:1 [MeOH 5:1]
Diluicdo 1:4 [MeOH 1:1]
M Diluigdo 1:1 [ACN 2:1]
B Diluicdo 1:1 [ACN 5:1]
W Diluicdo 1:4 [ACN 1:1]

variando a taxa de diluicdo em agua ultrapura e de agente hidrolisante (NaOH, MeOH e ACN).

b) Estudos comparativos para plasma

100

[o]
o

6

% Recuperagao

o

B
o

N
o

o

100

80

6

a4

% Recuperacgao

2

0

o

o

o

B

E

PIN BIS PRO CAR N

II IIIIIJI il
i il
il I“ :

Diluigdo 1:1 [NaOH 10:1]
M Dilui¢do 1:1 [NaOH 5:1]
W Diluigdo 1:4 [NaOH 10:1]
H Diluigdo 1:4 [NaOH 4:1]
M Dilui¢do 1:4 [NaOH 2:1]
M Diluigdo 1:4 [NaOH 1:1]

(a)

Diluicdo 1:1 [MeOH 10:1]
M Diluigdo 1:1 [MeOH 5:1]

Diluigdo 1:4 [MeOH 10:1]
M Dilui¢do 1:4 [MeOH 4:1]
M Diluigcdo 1:4 [MeOH 2:1]
M Diluigdo 1:4 [MeOH 1:1]

(b)

67



100

% Recuperagao
H [e)] (o]
o o o

N
o

0

Diluigdo 1:1 [ACN 10:1]
m Dilui¢do 1:1 [ACN 5:1]
m Diluicdo 1:4 [ACN 10:1]

I I m Diluicdo 1:4 [ACN 4:1]

I I m Diluicdo 1:4 [ACN 2:1]

I; i 1 i I I g " Diluigo 1:4 [ACN 1:1]
PIN BIS PRO CAR NEB

(c)

Figura V.2 - Estudo comparativo da eficiéncia de extra¢do da metodologia quando aplicada a amostra de plasma,
variando a taxa de diluicdo em agua ultrapura e de agente hidrolisante ((a) NaOH, (b) MeOH e (c) ACN).

¢) Estudos comparativos para saliva
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Figura V.3 - Estudo comparativo da eficiéncia de extracdo da metodologia quando aplicada a amostra de saliva,

variando a taxa de diluicdo em agua ultrapura.

d) Estudos comparativos para agua de ETAR
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Figura V.4 - Estudo comparativo da eficiéncia de extra¢do da metodologia quando aplicada a amostra de agua

de ETAR, variando a taxa de diluicdo em agua ultrapura.
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Anexo VI — Comparacio com outros estudos

Tabela V1.1 - Comparag¢ao da metodologia desenvolvida com outros estudos para andlise vestigial de f-bloqueantes em amostras aquosas.

p-bloqueante Matriz

Urina,
plasma,
saliva e agua
de ETAR

Urina

PIN Urina e
plasma

Soro
Agua de
ETAR
Urina,
plasma,
saliva e agua

de ETAR

BIS Urina

Plasma

Soro

Método
analitico

BAuE-
uLD/HPLC-
DAD

LLE/LC-HRMS

SPME/LC-MS

PP/SHLLE/
UHPLC-
MS/MS
MSPE/LC-
MS/MS

BAUE-
uLD/HPLC-
DAD

CM-
LPME/HPLC-
DAD
CPE/HPLC-
MS/MS
PP/UHPLC-
MS/MS

Recuperacio

(%)

71,4

> 78,2
> 54

23

>85,9

84,4

>100,3

> 46

> 86

RSD

(%)

7,8

LOD (ug LY

1,2

0,01

>0,018
0,5

0,00074

5,2

10

0,1

LOQ (ugL")

4,0

> 0,06
1,5

0,00281

17,2

0,3

0,81

Gama linear

(ng L

4,0 - 600,0

25-200

1-1000

0,005 -0,5

17,2 -600,0

50 - 8000

0,3-70

1,6 — 163

rZ

0,9987

0,99

>0,994

0,9969

>0,9963

0,9994

0,9999

0,999

0,9996

Ref.

Presente
estudo

[47]

[55]

[90]

[66]

Presente
estudo

[54]

[62]

[61]
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p-bloqueante Matriz

Soro

BIS
Soro

Agua de
ETAR
Urina,

plasma,

saliva e agua
de ETAR

Urina

Urina

PRO Urina

Urina

Urina

Urina e
plasma
Urina, saliva
e plasma

Plasma

Método
analitico

PP/HPLC-
MS/MS
Purificagao
online/HPLC-
uv
SPE/LC-
MS/MS

BAuE-
uLD/HPLC-
DAD

CM-
LPME/HPLC-
DAD
Online MEPS/
HPLC-FLD

SPE/HPLC-UV

LLE/LC-HRMS

MSPE/HPLC-
uv
CFMM/HPLC-
uv
MEPS/HPLC-
uv
DSPE/HPLC-
MS

Recuperacio
(%)

> 98,07

>74,9

74,6

>97.9

>95,6

> 94,4
> 96,4
58
>177.2

91

RSD

-1
(%) LOD (ugL™)
<9,61 -
<12,17 1,18
<874 >0,00278
9,5 52
<59 5
<6,5 1,4
<78 20,0
<82 0,01
5,2 0,06
<3,7 0,5
<81 1,5
<6,2 0,33

LO L!
1 1-250
5,0 5-200
>0,00844 0,02-0,4
17,2 17,2 - 600,0
- 50 —8000
4,6 4,6 — 460
66,0 -
- 25-200
- 0,2-200
3,0 3 -1000
- 5-600
1 1 - 10000

Gama linear

rZ

>0,99

0,9981

>0,9973

0,9979

0,9998

>0,99526

0,99
0,9979
0,999
>0,9926

0,999

Ref.

[63]

[59]

[49]

Presente

estudo

[54]

[29]
[91]
[47]
[58]
[92]
[56]

[93]
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p-bloqueante Matriz

Soro

Soro

PRO

Sangue

Agua de
ETAR

Agua de
ETAR
Urina,
plasma,

saliva e agua
de ETAR

Urina

Urina e
plasma

CAR Plasma

Soro

Soro

Soro

Método
analitico

PP/SHLLE/
UHPLC-
MS/MS
PP/UHPLC-
MS/MS
DLLME/HPLC-
DAD
SPE/LC-
MS/MS
SPE/HPLC-
DAD

BAuE-
uLD/HPLC-
DAD

MSPE/HPLC-
uv

SPE/HPLC-UV

MSPE/HPLC-
uv
PP/UHPLC-
MS/MS
SPE/HPLC-
DAD
Purificagdo
online/HPLC-
uv

Recuperacao RSD
(%) (%)
101 <6,8
> 87 <93

91,664 4,41
>71,9 <745
>87,4 <116
78,5 7,8
>934 8,6
85 <54
>91,67 <3,55
>90 <12,1
99,83 0,84
>9547 <13,96

LOD (ug L")

0,4

0,08
0,0026
>0,00065

0,034

10,0

0,11
0,8
0,09
0,03

0,05663

0,97

LOQ (ugL™

1,1

0,32
0,0089
>0,00198

0,103

33,0

3,0
0,27
0,51

0,17161

2,5

Gama linear
(ng L

1,3-259
0,009 -1
0,02-0,4

0,11 -10,0

33,0 -600,0

0,5-200
2,5-3000
1-1500
2,0-203

0,1-1

2,5-80

0,9968

0,9998
0,9989
>0,9982

0,9999

0,9996

0,9993
0,99
0,9996
0,9995

0,9999

0,9940

Ref.

[90]

[61]
[60]
[49]

[50]

Presente

estudo

[58]
[94]
[57]
[61]

[51]

[59]
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Agua de
ETAR
Urina,

plasma,

saliva e agua
de ETAR

CAR

NEB
Soro

Plasma de
coelho

CFMM/HPLC-UV: Microextragao por membrana de fluxo continuo com HPLC-UV (do inglés continuous flow membrane microextraction/HPLC-UYV)

Método
analitico

SPE/HPLC-
DAD

BApE-
uLD/HPLC-
DAD

Purificagdo
online/HPLC-
uv

PP/LC-MS/MS

Recuperacio
(%)

>45,6

72,8

>99,38

>70,5

<14,62

3,2

LOD (ug L")

0,105

10,0

15,79

LOQ (ugL™

0,315

33,0

40

0,43

CM-LPME/HPLC-DAD: LPME mediada por portador com HPLC-DAD (do inglés carrier mediated LPME/HPLC-DAD)

CPE/HPLC-DAD: Extragdo por ponto de turvagdo com HPLC-DAD (do inglés cloud-point extraction/HPLC-DAD)

Gama linear
(ng L

0,32 -10,0

33,0 -600,0

40 - 1600

0,43 —750

DLLME/HPLC-DAD: Microextragdo liquido-liquido dispersiva com HPLC-DAD (do inglés dispersive liquid-liquid microextraction/HPLC-DAD)

DSPE/HPLC-MS: SPE dispersiva com HPLC-MS (do inglés dispersive SPE/HPLC-MS)

MEPS/HPLC-DAD: Microextragdo por sorvente empacotado com HPLC-DAD (do inglés microextraction by packed sorbent/HPLC-DAD)

MSPE/LC-MS/MS: SPE magnética com LC-MS/MS (do inglés magnetic SPE/LC-MS/MS)

0,9998

0,9974

0,9995

0,9981

Ref.

[50]

Presente
estudo

PP/SHLLE/UHPLC-MS/MS: Precipitagdo de proteinas seguida de LLE homogénea assistida por salting out com cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia - MS/MS (do inglés protein
precipitation/salting out homogenous LLE/ultra-high performance liquid chromatography - MS/MS)
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