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Resumo

Este trabalho descreve o uso de uma estratégia “verde” para a anadlise de esteroides em soro utilizando um
processo de extracdo em fase sélida on-linesemi-automatizado e cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massas em tandem. A extracdo em fase sélida foi realizada utilizando como fase extratora, solugdes aquosas
de etanol ao invés de solucbes aquosas do solvente acetonitrila. Para avaliar a exatiddo do método, 80 amostras
distribuidas ao longo do intervalo de relevancia clinica foram analisadas pelos dois métodos e os resultados foram
comparados utilizando o programa EP Evaluator 10. Os resultados mostraram que a substituicdo do acetonitrila
pelo etanol na etapa de extracdo ndo trouxe prejuizos ao processo analitico evidenciando que os métodos sdo
totalmente equivalentes. A substituicdo do acetonitrila pelo etanol trouxe beneficios ambientais, econdmicos e de
menor exposicdo ocupacional. O etanol tem um EHS (environmental, healthandsafety) melhor que o doacetonitrila
sendo portantomenos téxico ebiodegradavelpoluindo menos omeio ambiente. Além disto, o etanol é considerado
um “bio-solvente”, pois sua producao é a partir de fontes renovaveis (processos de fermentacdo). Por se tratar de
um solvente pouco nocivo, a sua manipulacdo é menos prejudicial a salde dos analistas e 0 mesmo pode ser
descartado como residuo comum, reduzindo em aprox. 560 L/ano o descarte de residuo quimico. A estratégia
empregada mostrou que € possivel na pratica aliar qualidade e seguranca com produgdo mais limpa contribuindo,
portanto para processos mais ecoeficientes.
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1. Introducao

A quantificagdo dos esteroides testosterona e androstenediona é importante no diagnostico do
hipogonadismo, do hirsutismo e virilizagdo em mulheres e no seguimento do tratamento de pacientes
portadores de defeitos da 21-hidroxilase (Wudyet al., 1995). A testosterona €é normalmente
qguantificada por métodos eletroquimioluminométricos automatizados. A androstenediona é processada
por meio de um longo e trabalhoso método baseado em extragbes liquido-liquido e radioimunoensaio.
Além das duas metodologias serem suscetiveis a interferéncias promovidas por reatividades cruzadas,
os métodos empregam grandes volumes de solventes toxicos e radioisétopos. O método de analise
considerado padrdao ouro é baseado ainda em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (GC-MS) (Siekmann, 1979; Lawsonet al., 1989). Os métodos por GC-MS sdo bem especificos e
permitem a analise de multiplos compostos. No entanto, o processo de preparo da amostra é longo e
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trabalhoso, pois é necessario a derivatizagdo dos analitos para que os mesmos sejam detectados. A
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS) foi rapidamente
introduzida nesta area como uma melhor alternativa e vem ganhando muito espago na analise desta
classe de compostos (Moal et al., 2007). Tendo em vista as amplas vantagens dos métodos baseados
em LC-MS/MS, foi desenvolvimento um método semi-automatizado que combina extragdo on-line com
LC-MS/MSpara analise simultéanea de testosterona e androstenediona em soro. O método foi validado e
empregado nas analises rotineiras para fins diagnosticos destes dois esteroides. Utilizando a métrica
da Ecoeficiéncia, foram avaliadas a intensidade de materiais e a emissao indireta de CO, resultantes da
producdao mensal do exame Androsterona. Embora muito melhor que os métodos anteriormente
disponiveis, a etapa de extracdo envolvia o uso de grandes volumes de uma solugdo aquosa contendo
o solvente acetonitrila. Para eliminar o uso do acetonitrila nesta etapa, o objetivo deste trabalho foi a
padronizacao de uma extracao “verde” empregando como solvente o etanol.

2. Métodos

O preparo da amostra é executado por um pipetador robotizado (Multiprobe) e consiste na adicdo de
padrdes internos deuterados seguida por uma etapa de desproteinizagdo de soro. O sobrenadante é
diretamente processado por um sistema composto por uma valvula de2 posicdes e 10 portas acopladas
a duas colunas de extracdo associadas em série e conectadas a um sistema de LC-MS/MS com
espectrometro de massas em tandem Quattro Premier (Waters)operando no modo APCI positivo. As
amostras sdo extraidas utilizando a solugcdo aquosa de acetonitrila ou de etanol utilizando um fluxo de
5mL/min. As extracGes sdao multiplexadas, ou seja, paralelas. Enquanto uma amostra é extraida, outra
é analisada e quantificada por LC-MS/MS utilizando uma coluna analitica monolitica de fase reversa
empregando gradientes binarios com metanol e formiato de amoénio. Para os testes de extragao, foram
avaliadas concentracées de etanol com efeitos elutrdpicos correspondente aos do acetonitrila no
método anteriormente validado. 80 amostras foram extraidas pelos dois métodos e os resultados
comparados por meio do programa EP Evaluator 10 seguindo as normas da CLSI
(ClinicalandLaboratory Standards Institute). AEcoeficiéncia do processo foi avaliada com base no
inventario e valoracdo das embalagens de insumos utilizados na producdo mensal do exame
Androsterona. Foram utilizados os fatores de Intensidade de materiais (Wuppertal Institute for Climate,
Environmentand Energy) e emissao indireta de CO,(Herendeen RA, 1998).

3. Resultados

A substituicdo do acetonitrila por etanol resultou em um aumento consideravel da viscosidade da fase
movel. No entanto, a substituicdo de colunas de extragdo particuladas por monoliticas permitiu o uso
do etanol como alternativo ndo toxico para a extracdo dos esteroides avaliados. Os estudos
comparativos mostraram que a substituicdo ndo trouxe prejuizos ao processo analitico evidenciando
que os métodos de extragdo sdo totalmente equivalentes como mostrado nasFigl e Fig 2.
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Regression Analysis

Deming Regular
Slope 0,964 (0,945 to 0,983) 0,960 (0,941 to 0,979)
Intercept 1,4 (-0,8t03,7) 1,8 (-0,4 to 4,0)
Std Err Est 6.5 6.5

95% Confidence Intervals are shown in parentheses
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Fig. 1.Comparacdo os métodos de extracdo para androstenediona: Extragdo ACN 5% versus Extragdo
EtOH 5%.
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Fig. 2.Comparacao os métodos de extracdo para testosterona: Extracdo ACN 5% versus Extragdo
EtOH 5%.

A substituicdo do acetonitrila pelo etanol trouxe beneficios ambientais, econdmicos e de
menorexposicdo ocupacional. O etanol por ter um EHS (environmental, healthandsafety) melhor que o
do acetonitrila, é biodegradavel e menos téxico contribuindo assim para uma menor poluigdo do meio
ambiente (Capello et al., 2007). Além disto, o etanol é considerado um “bio-solvente” (Capello et al.,
2007), pois sua producdo € a partir de fontes renovaveis (processos de fermentacdo).A alteracgdo
permitiua reducdo de aproximadamente560 L/ano no descarte de residuo quimico, uma vez que o
etanol em concentragbes baixas pode ser descartado como residuo comum. Além do aspecto
ambiental, houvereducdo aproximada de 84% nos custos na etapa de extragdao. A rotina mensal de
Androsterona resultou em 2,4 toneladas de intensidade de materiais, sendo 7 Kg de materiais bioticos,
69 Kg de abidticos, 2.360 litros de pegada d'agua e 59 Kg de emissdo indireta de CO, (Fig3). Outro
aspecto importante proporcionado pela nova metodologia foi uma menor exposicao da equipe a
agentes toxicos como o acetonitrila, que além de ter o custo elevado, ser toxico (metabolizagcdo a
cianeto), tem de ser descartado como residuo quimico mesmo em baixas concentracbes. Esta busca
proativa por alternativas mais limpas vai ao encontro da necessidade de se desenvolver sistemas
sustentaveis de producao, conforme descrito por Scruggs CE., 2013.
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Fig. 3. Intensidade de materiais e emissdo indireta de CO, relacionados a 2000 testes/més
Androsterona (Kg/Kg).

4. Conclusoes
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Os métodos empregados para a quantificacdo de esteroides tém evoluido bastante nos ultimos anos
gquanto ao aspecto ambiental. A eliminacdo de radioisétopos, de solventes toxicos bem como a
substituicdo de solventes por outros com menor indice EHS promovem uma menor exposicdo
ocupacional e menor impacto ambiental. A estratégia empregada mostrou que é possivel na pratica
aliar qualidade e seguranca com produgao mais limpa contribuindo, portanto para processos mais
ecoeficientes.
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