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RESUMEN

Los estrogenos son hormonas de gran importancia que estan asociadas al
sistema reproductor femenino y al mantenimiento de las caracteristicas sexuales
secundarias. Estas se pueden clasificar dentro de dos grupos: (a) las naturales
como la estrona (E1), el estradiol (E2) y el estriol (E3), junto con sus metabolitos,
y (b) las sintéticas como el 17a-etinilestradiol (EE2), que se utiliza en la
formulacién de anticonceptivos. La mayoria de los estrégenos naturales son
excretados por via renal en forma conjugada como sulfatos o glucurénidos, pero

pueden cambiar a estrégeno libre.

La cuantificacion de este tipo de analitos en muestras biolégicas como la orina,
puede ser un gran desafio debido a las bajas concentraciones que se pueden
encontrar, necesitandose rigurosos pasos de preparacion de muestra antes de

su determinacion analitica.

En este trabajo se realizé una estrategia analitica para la determinacion de las
hormonas estrogénicas: E1, E2, E3, sus metabolitos, y la hormona sintética EE2
desde muestras de orina, mediante la técnica de microextraccion por sorcion en
disco rotatorio (RDSE), y su posterior deteccion y cuantificacion mediante

cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masas (GC-MS).

RDSE se seleccion0 por ser una técnica economica, versatil y ecoeficiente
(quimica verde), mientras que GC-MS ofrece una buena sensibilidad y limites de

deteccién bajos para la investigacion en muestras complejas.

Los analitos son retenidos y pre-concentrados en la fase sorbente estireno-
divinilbenceno (e-DVB), la cual se encuentra inmovilizada sobre un disco rotatorio

plano. Las condiciones Optimas de extraccion fueron una agitacion a 3000 rpm
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por un tiempo de 60 minutos y un volumen de muestra de 25 mL (2 mL de orina
y 23 mL de agua ultra pura) a pH 7,0. Antes de la etapa de desorcion se realizo
un “clean up” post extraccion con 5 mL de una solucién metanol — agua (1:4) por
5 minutos. La desorcion de los compuestos se realizé en 1 etapa de 15 minutos
con 5 mL de metanol, posteriormente el extracto se evaporo con nitrogeno hasta
sequedad. Al eluato seco se le agregd 50 uL del derivatizante N-metil-N-
(trimetilsilil)-trifluoroacetamida (MSTFA) y 50 pL de piridina. Posteriormente se
someti6 a un ambiente de temperatura a 90°C por 30 minutos. Una vez
completada la derivatizacion se agreg6 20 pL de 3,3',4,4'-Tetraclorobifenil (PCB
77, estandar interno) y finalmente se inyectaron 2 pL en el GC-MS. Ademas, en

el proceso se incorporé un estandar “surrogate” ((20,21)-13C2-EE2).

Con el objetivo de saber la cantidad total de estrégenos presente en las
muestras (conjugado + libre) se realizd una hidrdlisis enzimatica. Para ello se
utilizaron 2 mL de orina y 2 mL de un buffer de hidrdlisis, que contiene la enzima
B-glucuronidasa (encargada de la desconjugacién). Los 4 mL se incubaron por
20 horas a 37°C, transcurrido este tiempo se procedi6 a realizar la extraccion con
las condiciones Optimas mencionadas anteriormente, pero esta vez diluyendo

con 21 mL de agua ultra pura.

Los limites de deteccion y cuantificacion del método variaron entre 0,057 a
0,71 pg-L*y 0,17 a 2,15 pg-L%, respectivamente. Las recuperaciones relativas
en muestras blanco de orina que fueron enriquecidas con 0,4 pg-L* de las

hormonas, estuvieron en un intervalo de 67-98%.

El método descrito fue aplicado en 9 muestras reales provenientes tanto de
mujeres como de hombres en un amplio intervalo de edad (26 a 59 afios). La
concentracion de las 9 hormonas detectadas se obtuvo en un intervalo de
0,5-366 pug-Lty1,1-709 ug-L* siny con hidrélisis, respectivamente.



SUMMARY

Estrogens are hormones of great importance that are associated with the
female reproductive system and with the maintenance of secondary sex
characteristics. These can be classified into two groups: (a) natural hormones,
such as estrone (E1), estradiol (E2) and estriol (E3), together with its metabolites,
and (b) synthetic hormones as 17a-ethinylestradiol (EE2), which is used in the
formulation of contraceptive pills. Most natural estrogens are secreted by the
kidney in their conjugated form as sulfates or glucuronides, but they can switch to

the free estrogen.

The quantification of this type of analytes in biological samples such as urine,
can be a great challenge due to the low concentrations that they can be found,

needing rigorous sample preparation steps, prior to analytical determination.

In this work, an analytical strategy for determining estrogenic hormones: E1,
E2, E3, its metabolites, and synthetic hormone EE2, from urine samples was
developed based on the rotating disk sorptive extraction (RDSE) technique, and
the subsequent detection and quantification by gas chromatography coupled to
mass spectrometry (GC-MS).

RDSE technique was selected due to its economic, versatile and eco-efficient
(green chemistry) features, while GC-MS provides good sensitivity and low

detection limits for to research in complex samples.

The analytes are retained and pre-concentrated in the styrene-divinylbenzene
(e-DVB) sorbent phase, which is immobilized on a rotating disk. The optimum
conditions for extraction of all analytes were a rotation velocity of 3000 rpm, for
60 min and a sample volume of 25 mL (2 mL of urine and 23 mL of ultrapure



water) at pH 7.0. Previous to the desorption step, a clean-up was performed after
extraction with 5 mL of a methanol - water (1: 4) solution for 5 minutes. The
desorption of the compounds was performed in one step of 15 minutes with 5 mL
of methanol, then the extract was evaporated to dryness with nitrogen. An aliquiot
of 50 pL of derivatizing agent N-methyl-N-(trimethylsilyl)-trifluoroacetamide
(MSTFA) and 50 pL of pyridine were added to the dry eluate. Subsequently, it
was subjected to a temperature at 90°C for 30 minutes. Once derivatization was
complete, 20 uL of PCB 77 was added as internal standard and finally a volume
of 2 puL was injected into the GC-MS. Furthermore, in the process, a standard

surrogate ((20,21) -*3C2-EE2) was incorporated.

To know the total amount of estrogen present in the samples (conjugated +
free) an enzymatic hydrolysis was performed, by treating a volume of 2 mL of
urine with 2 mL of a buffer hydrolysis, containing the enzyme B-glucuronidase
(responsible for deconjugation). This mixture of 4 mL was incubated for 20 hours
at 37°C. After this time, the mixture was diluted to 25 mL with water and the

extraction was carried out under the optimal conditions mentioned above.

The detection and quantification limits of the method were between 0.057 to
0.71 ug-Ltand 0.17 to 2.15 pg-L%, respectively. Relative recoveries of blank urine
samples that were spiked with 0.4 pg-L* of hormones were within a range of 67-
98%.

The described method was applied in 9 real samples from both women and
men, in a wide age range (26-59 years). The concentration of the 9 hormone
detected were obtained in a range of 0.5 to 366 ug-L*and 1.1 to 709 ug-L?,

without and with hydrolysis, respectively.
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INTRODUCCION

Los estrégenos son un grupo de hormonas sexuales esteroidales del tipo
femenino, principalmente derivadas del colesterol, presentes en los animales y
seres humanos. Los mas altos niveles de estas hormonas se encuentran en los
tejidos con funcion reproductiva, como son los ovarios, las mamas y el Gtero.
Estas ejercen diversas funciones bioldgicas, siendo: la diferenciacién sexual
femenina, la vasodilatacion arterial y el mantenimiento de la densidad 6sea.
Ademas, los estrogenos naturales tienen una funcion protectora contra diversas
enfermedades, como la osteoporosis, la arteriosclerosis, las enfermedades
cardiovasculares y neurodegenerativas [1]. Las hormonas estrogénicas se
pueden clasificar dentro de dos grupos: las naturales (o endoestrogenos) y las
sintéticas (0 exoestrégenos). Las naturales son sintetizadas por el organismo
humano, dentro de las cuales encontramos a la estrona (E1), el estradiol (E2) y
el estriol (E3) (Figura 1), mientras que las sintéticas son producidas de manera
artificial, como el 17a-etinilestradiol (EE2) (Figura 2) que se utiliza en la
formulaciéon de anticonceptivos y se ha relacionado con la disminucién en la
reproduccion y feminizacion de los peces, cuando ésta se encuentran presentes
en aguas naturales. [2]—-[6]. Existen otros compuestos que emulan la accién de
los estrogenos (por ejemplo, ciertos pesticidas, hidrocarburos aromaticos
policiclicos (PAHSs), los bifenilos policlorados (PCBs), farmacos y productos de
cuidado personal), debido a que presentan estructuras quimicas similares a las

hormonas [2].

Los estrégenos, particularmente el esteroide sintético, EE2, y los esteroides
naturales, como E1 y E2, han llamado la atencién de los cientificos durante los
altimos afios debido a su constante aparicion en aguas superficiales y en
efluentes de plantas de tratamiento de aguas residuales; ademas de los posibles

efectos adversos en el desarrollo y la reproduccién de los peces, la vida silvestre



(disminucion de la tasa de reproduccion de aves) e incluso se ha observado que
los efectos alcanzan a los seres humanos (disminucion del conteo de

espermatozoides y desarrollo de cancer de mama, testicular y de prostata) [7],

[8].

HO

Figura 2. Hormona sintética EE2.

La principal fuente de origen de los estrogenos en el agua son los efluentes
domésticos, ésto es debido principalmente a las hormonas que naturalmente son
excretadas por el organismo humano, al uso generalizado de pildoras
anticonceptivas y otros medicamentos analogos que se utilizan para el
tratamiento de canceres o trastornos hormonales, como ocurre comunmente
durante la menopausia. Los estrégenos naturales pueden ser excretados en
diferentes cantidades dependiendo del género, edad, estado de salud, la dieta o
el embarazo. Otras fuentes importantes de estas hormonas son los desechos del

ganado, provenientes de ovejas, vacas, cerdos, aves de corral y otros animales,



asi como reguladores del crecimiento en la acuicultura y también por las

descargas de aguas residuales provenientes de la industria farmaceéutica [9], [10].

Se ha informado que las concentraciones de los estrogenos en afluentes y
efluentes de plantas de tratamiento de aguas residuales y de los recursos hidricos
superficiales van en el orden de las partes por trillon (ppt), pero los valores
dependeran principalmente si la cantidad de estrogeno esta en forma conjugada
o libre cuando es excretada en la orina y las heces. Aunque las concentraciones
que han sido detectadas son muy bajas, éstas pueden afectar de igual manera
al medio acuatico [11]. Las maximas concentraciones de hormonas en las aguas
superficiales aun esperan ser reguladas por la legislacion europea. En el afio
2012, la comision europea propuso la incorporacion de 15 productos quimicos a
la lista de los 33 contaminantes que deben ser monitoreados y controlados en
aguas superficiales de la Union Europea (EU), que incluyen al diclofenaco, EE2
y E2 [12].

Se conoce que los estrogenos naturales que son excretados se encuentran
principalmente como conjugados de glucurdnidos y sulfatos, pero luego pueden
cambiar a estrogeno libre. En el caso de los glucurénidos, se ha informado que
su cambio a estrogeno libre es mucho mas rapido que los sulfatados [13]. La
biotransformacion de los estrogenos a sus formas conjugadas se produce en el
higado y hace que las moléculas sean menos lipofilicas, con el fin de ser

facilmente excretadas en la orina y la bilis [1], [14]-[16].

La medicion de los principales estrogenos naturales, como son E1 y E2, en la
sangre y la orina, ha servido para diagnosticar y monitorear las terapias de
reemplazo hormonal, detectar la pubertad precoz en niflas y fundamentalmente
para el estudio de la enfermedad de Alzheimer, cancer de testiculo, ovario y

mama. Por lo tanto, el seguimiento de los niveles de estas hormonas en una



matriz como la orina, resulta ser tanto de interés clinico como ambiental. En este
tipo de matriz se han detectado concentraciones de los estrogenos del orden de
las partes por billon (ppb), utilizando la técnica de cromatografia gaseosa

acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) [17]-[20].

Para poder explicar cdmo los estrogenos contribuyen al cancer, existen dos
mecanismos que se dan a conocer. El primer mecanismo es debido a que los
elevados niveles de estrégenos aumentan de manera directa o indirectamente la
tasa de proliferacién de células genotdxicas por estimulacion de los receptores
de estrégenos que controlan la transcripcion y por consecuencia, aumenta el
namero de errores que ocurren durante la replicacion del ADN. Mientras que el
segundo mecanismo, se relaciona con la generaciéon de derivados de quinona de
algunos metabolitos de estrogenos, como son el 2-hidroxiestradiol (2-OHE?2) y el
4-hidroxiestradiol (4-OHE2), lo que da como resultado mutaciones oncogénicas

para inducir el cancer [6].

Figura 3. 2-Hidroxiestradiol y 4-Hidroxiestradiol.

1.1. Preparacion de muestra.

La cuantificacion de los estrogenos en muestras ambientales y biologicas
presenta un importante desafio, debido a que sus concentraciones se encuentran

en niveles traza y ultra traza en este tipo de matrices tan complejas, por lo que



es necesario una serie de rigurosos pasos de preparacion de muestra antes de

su determinacién analitica [10].

Varios procedimientos analiticos para la determinacion de estrégenos estan
basados principalmente en el uso de extraccion en fase sdlida (SPE) [4], [6], [8],
[11], [12], [16], [17], [21]-[27], microextraccion en fase sdlida (SPME) [2], [21],
[28] y extraccion por sorcidon con barra de agitacion (Stir bar sorptive extraction)
(SBSE) [9], [18], [21].

La SPE es una importante técnica para el enriquecimiento y limpieza de
muestras ambientales, que permite la sorcién del analito, si es que éste resulta
afin con la fase sorbente, mientras que los eventuales interferentes de la matriz,
eluyen [29]. Sus beneficios van desde el tiempo de analisis, un costo
relativamente bajo, reduccion del trabajo, rapidez, baja manipulacion por parte
del analista, hasta la reduccién del consumo de disolvente (en comparacion con
la extraccién liquido-liquido) [30]. Ademas, es la principal técnica utilizada para
la extraccién de estroégenos desde diversas matrices. Los inconvenientes de SPE
incluyen que las muestras deben ser filtradas para evitar la obstruccién de la fase
sorbente por algun tipo de particula y la utilizacion de disolventes organicos en

las etapas de acondicionamiento, lavado y elucion.

Acondicionamiento Carga Lavado Elucién

H— i —.—

Analito @ Interferentes |

Figura 4. Proceso de extraccion y elucion de los analitos en SPE.



La SPME es una técnica que se comenzé a desarrollar en el afio 1989 y se
aplica muy a menudo para la preparacion de muestras de hormonas esteroidales.
La extraccion se lleva a cabo con sorbentes que tengan una alta afinidad por los
analitos de interés, de manera reproducible y con baja afinidad por los
compuestos interferentes [30]. El dispositivo de extraccion es portatil y facil de
usar; y la extraccién es relativamente rapida, se puede automatizar y acoplar en
linea a una técnica instrumental. Sin embargo, esta técnica presenta algunas
deficiencias como son: la fragilidad de fibra de silice fundida, su limitada
capacidad de sorcidn, alto costo, tienen una escasa vida Util, y el deterioro de la
fibra con solventes orgénicos [10], [22]. En este sentido, las nuevas versiones de
las técnicas de microextraccion se han desarrollado para superar los problemas
relacionados con el uso de la fibra [21]. Los clasicos sorbentes utilizados en esta
técnica son: polidimetilsiloxano (PDMS), polidimetilsiloxano-divinilbenceno
(PDMS-DVB) y el poliacrilato (PA).

Embolo

Aguja

I Tubo que sujeta la fibra

Tambor de la jenriga
Tornillo de retencién

Ranura en forma de z

Ventana del eje

9
Cuerpo Central l

Fibra de silice

Figura 5. Esquema del dispositivo comercial de SPME.

Otra técnica de extraccion, que es ampliamente utilizada hoy en dia, es la
SBSE. Dicha técnica se desarrollé en 1999 y consiste en una barra magnética
recubierta con una fase estacionaria como sorbente, que se sumerge en un vial
gue contiene la muestra para extraer el analito de la solucion. La muestra se agita

con el dispositivo de extraccidbn por un tiempo determinado [10], [30]. Sin
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embargo, esta técnica posee desventajas, como el rdpido deterioro de la fase por
el continuo roce de ésta con las paredes del vial que lo contiene. Debido a ésto,
no es recomendable utilizar velocidades altas de rotacion (sobre 600 rpm) para

extender la vida de la fase de sorcion.

Recubrimiento
de vidrio
Magneto

— 1

Fase sorbente

Figura 6. Esquema de SBSE convencional.

En el afio 2009, basandose en la tecnologia de bioreactores rotatorios [31],
[32], se desarroll6 una técnica alternativa a la SBSE, denominada
microextraccion por sorcién en disco rotatorio (rotating disk sorptive extraction)
(RDSE) (Figura 7). La ventaja de RDSE es que la fase posee nulo contacto con
las paredes del recipiente que contiene la muestra, lo que evita que a altas
velocidades de rotacion se dafie la fase debido al continuo roce durante la
extraccion. Por otra parte, el dispositivo posee una mayor relacién area/volumen
de fase, lo que favorece al proceso de extraccion [33]. Es de menor costo y
mucho mas versatil con respecto a la fase que requiere ser inmovilizada, ya que
posee dos conformaciones: disco plano [33]-[44] y disco con cavidad [45]-[49].
Para el disco plano, se han utilizado sorbentes en lamina como octadecil (C18),
nylon o PDMS, que permiten la extraccion de compuestos apolares y semi-
polares. En el caso del disco con cavidad, se tiene la posibilidad de alojar
sorbentes en polvo, como C18 u Oasis HLB, siendo este ultimo utilizado para
extraer compuestos de mayor polaridad al ser un copolimero que presenta

estructuralmente un balance hidrofilico-lipofilico. La capacidad de poder adaptar



diferentes tipos de fases sorbente, permite utilizar la fase mas adecuada segun

el analito en estudio.

Existen diversos trabajos previos referentes a RDSE que describen su
aplicacion en una gran variedad de determinaciones analiticas, como pesticidas,
triclosan, PAHSs, nonilfenol, anti inflamatorios, hormonas, entre otros. Ademas de

diversas matrices, como agua, plasma y orina [33]-[49].

Figura 7. Disco Rotatorio Plano (a) y con cavidad central (b).

1.2. Determinacién y cuantificacion analitica.

Una vez realizada la preparacién de la muestra, se procede a utilizar una
técnica de determinacion analitica, destacando la cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de masas (LC-MS) [12], [21], [22], [50], cromatografia liquida
acoplada a un detector masa-masa (LC-MS/MS) [2], [8], [21], [24], [26] V¥
cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) [2], [4],
[11], [12], [17]-[22], [50], [51] para este tipo de analitos.

LC-MS y LC-MS/MS se han convertido en las técnicas mas ampliamente
utilizadas para la determinacion de estrogenos en matrices acuosas, debido a su
gran sensibilidad y especificidad. Ambas no estan limitadas por la no volatilidad
y el alto peso molecular de las hormonas. Ademas poseen la ventaja de realizar

un andlisis directo sin necesidad de una etapa previa de derivatizacion. LC-
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MS/MS ofrece limites de deteccion mucho més bajos que LC-MS, ademas esta
técnica es superior en términos de selectividad, ayudando a evitar falsos positivos

en el analisis de matrices complejas [21], [22].

En el caso de GC-MS, ofrece una buena sensibilidad, bajos limites de deteccién
para la investigacion de muestras complejas y el mantenimiento de éste es
mucho mas economico que el LC-MS y el LC-MS/MS. Pero esta técnica es
menos utilizada en el andlisis de esteroides que LC-MS, debido principalmente a
la dificultad de la etapa adicional de derivatizacién [10], [12], [19], [20], [22]. Para
solucionar este problema, la sililacion es el método mas comun y versétil utilizado
en la derivatizaciébn de compuestos organicos que contienen hidrogenos activos
(como los de los grupos —OH, de los estrégenos) lo que resulta en productos con
polaridad reducida, aumentando su volatilidad y estabilidad térmica, permitiendo
asi que sean medidos por GC-MS. Otra ventaja importante, es que se mejoran
las propiedades de espectrometria de masas mediante la produccion de patrones
de fragmentacion mas favorables. Las hormonas estrogénicas pueden ser
silladas  usando  diferentes reactivos como  N,O-bis-(trimetilsilil)-
trifluoroacetamida (BSTFA) o N-metil-N-(trimetilsilil)-trifluoroacetamida (MSTFA)
(Figura 8), como es el caso de esta tesis. También, con la finalidad de mejorar la
derivatizacion, se utilizan catalizadores, tales como la N,N-dimetilformamida o
piridina [7], [52].

[
0 "3\
0 "3\ fHy ce /::1\
\ 3 \ /! 3CH3
CF
3 CH \
CH, 3 HE cH,
MSTFA BSTFA

Figura 8. Estructura de los derivatizantes MSTFA y BSTFA.



1.3. Hidrdlisis enzimética.

Se han desarrollado varias metodologias para la determinacion de estrogenos
en muestras de orina. Cuando soélo se desea determinar estrégenos libres, la
metodologia incluye una preparacion de muestra sencilla [49]. Sin embargo,
debido a que en la orina las hormonas se excretan también como metabolitos
hidroxilados y conjugados, es que se han desarrollado tratamientos de hidrdlisis
previo a la extraccion para poder determinar la cantidad total de estrégenos

(libres + conjugados).

La hidrélisis més utilizada ha sido la del tipo enzimética, mediante la enzima
B-glucuronidasa proveniente de Hélix Pomatia, la cual tiene accién sobre los
conjugados glucurénidos (Figura 9) y en menor proporcion, accién sulfatasa. El
tratamiento consiste basicamente en agregar un buffer de hidrdlisis a la muestra
(que contiene la enzima B-glucuronidasa a un pH determinado) y dejar actuar por
el tiempo que indigue la metodologia a utilizar. Si se quisiera estudiar la cantidad
de estrégeno que estaria presente en la forma conjugada, se deduce restando la
concentracion de estrégeno totales (muestra que presenta la hidrélisis) menos
los estrégenos libres (muestras no sometidas a la hidrolisis) [1], [6], [17]-[20],
[24], [53], [54].

HO 20
HO.. g
HO” Y YO

OH

Figura 9. Estrona-3-glucuronido.
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1.4. Analitos en estudio.

Los compuestos investigados en la presente tesis corresponden a hormonas
estrogénicas naturales: estrona, estradiol y estriol, y sus metabolitos:
2-hidroxiestradiol, 4-hidroxiestradiol, 2-hidroxiestrona, 4-hidroxiestrona vy
16a-hidroxiestrona, en sus formas libres y conjugadas (glucuronidos y
sulfatados), y la determinacion de estrégenos sintéticos, como es el 17a-
etinilestradiol en una matriz biolégica como la orina. Esto puede estar limitado por
las bajas concentraciones que se puedan encontrar de estos esteroides en la
orina y la complejidad de la matriz. Esto puede estar limitado por las bajas
concentraciones que se puedan encontrar de estos esteroides en la orina y la

complejidad de la matriz.
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.  HIPOTESIS

La combinacion de RDSE con GC-MS permitirhd el desarrollo de una
metodologia analitica para la determinacion de estrégenos y sus metabolitos en
muestras de orina, basandose en la afinidad quimica que existe entre éstos y la
fase sorbente, en conjunto con las caracteristicas hidrodinamicas de la técnica

de extraccion.
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.  OBJETIVOS

3.1. Objetivo General.

Desarrollar y optimizar una estrategia analitica para la determinacion de
estrogenos y sus metabolitos desde orina, mediante RDSE, para su posterior

cuantificaciéon mediante GC-MS.

3.2. Objetivos Especificos.

e Optimizar la derivatizacion de los analitos y desarrollar un método para su
deteccion y cuantificacion por cromatografia gaseosa acoplada a

espectrometria de masas (GC-MS).

e Optimizar las variables que afectan en el proceso de extraccién, limpieza

y elucion del sistema analitico en estudio mediante RDSE.

e Implementar y optimizar una metodologia de hidrélisis enzimética, para

permitir la recuperacion de los estrogenos conjugados.

e Determinar las propiedades analiticas del método, incluyendo su

ecoeficiencia.

e Aplicar el método analitico desarrollado para la determinacion de los

analitos en muestras reales.

e Analizar e interpretar resultados.

13



4.1.

MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS

Reactivos.

Acetato de etilo, acetona y metanol grado HPLC, acido clorhidrico
fumante (37%) y acido acético (100%), Merck (Darmstadt, Germany).
L-4cido ascorbico, Merck (Darmstadt, Germany).

Acetato de sodio, Merck (Darmstadt, Germany.

Agua ultra pura (Milli-Q).

Agente derivatizante N-metil-N-(trimetilsilil)-trifluoroacetamida
(MSTFA), Sigma Aldrich (Nilwaukee, Wi, USA).

Piridina, Merck (Darmstadt, Germany).

Fase sorbente en lamina estireno-divinilbenceno, Supelco.

Fase sorbente en lamina de un copolimero de estireno-divinilbenceno
modificada con grupos de amina cuaternaria (Anién-SR), Supelco.
Fase sorbente en lamina C18, Supelco.

Fase sorbente en polvo C18 endcapped, Selectra.

Fase sorbente en polvo de un copolimero de estireno-divinilbenceno
modificada con grupos de amina cuaternaria, Selectra.

Fase sorbente en polvo de estireno- divinilbenceno, Selectra.

Fase sorbente en polvo OASIS HLB, Water.

Enzima B-glucuronidasa, tipo HP-2 de Hélix pomatia, Sigma Aldrich
(USA).

Nitrégeno extrapuro = 99,995%, Linde (Santiago, Chile).

Helio extrapuro = 99,9999%, Linde (Santiago, Chile)
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4.2.

4.3.

Estandares.

Estrona Fluka, Sigma Aldrich (USA)

Estradiol, Dr. Ehrenstorfer GmBH (Augsburg, Germany)

Estriol 98,8%, Dr. Ehrenstorfer GmBH (Augsburg, Germany)
17a-etinilestradiol 99%, Sigma Aldrich (USA).

2-Hidroxiestrona, Toronto Research Chemicals INC (Toronto, Canada)
4-Hidroxiestrona, Sigma Aldrich (USA).

16a-Hidroxiestrona, Toronto Research Chemicals INC (Toronto,
Canada)

2-Hidroxiestradiol, Sigma Aldrich (USA).

4-Hidroxiestradiol, Sigma Aldrich (USA).

Estandar “surrogate” (20,21)-13C2-17a-etinilestradiol (99%) de
100 mg-L*, Cambridge Isotope Laboratories, Inc (USA).

Estandar interno: 3,3',4,4'-Tetraclorobifenil (PCB 77), Dr. Ehrenstorfer
GmBH (Augsburg, Germany)

Materiales.

Jeringas de Inyeccion Hamilton de 10, 50, 100 y 1000 uL.

Discos de teflon con cavidad y planos, 1,5 centimetros de diametro con
barra magnética.

Material de vidrio, vasos precipitados, pipetas aforadas, matraces de
aforoy botellas Duran.

Pipetas Pasteur Hirshman.

Sacabocado de golpe 12 y 14 mm de diametro, Boehm.

Viales de vidrio 1.8, 12, 20 y 40 mL con tapa con liner de teflon,
Genesys.

Micropipetas 5 - 1000 uL, Labopette.

Cinta doble contacto 3M.
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4.4.

Filtro de fibra de vidrio, didmetro 12 mm, tamafio de poro 0,38 pum,
Rilab.

Instrumentos y Equipos.

Cromatégrafo de gases Thermo Fisher modelo Trace 1300 con
detector de espectrometro de masas con analizador cuadrupolo, ISQ e
inyector SSL. EI modo de ionizacién es por impacto electrénico (EI),
como gas portador se utilizd helio de 99,999 % pureza con un flujo de
1 mL/min y columna capilar marca Restek RTX-5MS 30 m, 0,32 mm
ID, 0,25 df (um), con un maximo de temperatura de 350°C.

Balanza analitica Precisa 125A, Swiss Quality, Suiza.

Agitadores magnéticos MMS-3000, Boeco, Alemania.

Agitadores magnéticos multipunto MS-52M, Jeio Tech, Korea.

pH metro WTW pmx 3000.

Bafio de ultrasonido, LUC-410, Labtech, Korea.

Bloque de calor VWR, U.S.A.

Estufa WTC Binder.

Vortex mixer KMC-1300V.

Incubadora, VWR, U.S.A.
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V. METODOLOGIA

5.1. Identificacion de los analitos mediante GC-MS.

Para la identificacion de las hormonas por GC-MS se utilizaron estandares de
5 mg-L* de cada una de ellas, para la realizacién de un barrido completo de
masas (modalidad scan) en un rango de 50-550 m/z, donde se selecciond dos
iones representativos y de alta abundancia para cada uno de los analitos. Luego
se realiz6 un monitoreo selectivo de iones (SIM) con los iones seleccionados en
modalidad scan. El ion de mayor abundancia se utiliza para cuantificar (target
ion) y el segundo para la confirmacion inequivoca de los compuestos (qualifier
ion). La confirmacién se realiza de acuerdo a la razén de la abundancia de ambos
iones en la muestra, la cual debe corresponder al mismo valor que se ha
determinado en un estandar (+ 20%), de lo contrario no se puede confirmar la

presencia de éste en la muestra.

5.2. Condiciones Cromatograficas.

El programa de temperaturas del horno inicia en 75°C por 1 min, luego alcanza
los 150°C a una razén de 20°C/min manteniéndose por 5 min, y finalmente llega
a una temperatura de 300°C a 10°C/min por 3 min con un solvent delay de 14
min. La temperatura del inyector es de 280°C en modalidad splitless, la linea de
transferencia a 250 °C, la fuente de ionizacion a 200°C, y el flujo del gas portador

es de 1 mL/min.

5.3. Derivatizacion de los analitos.

Las muestras antes de ser analizadas por GC-MS, fueron derivatizadas. Para

ello los 5 mL que se obtienen del proceso de desorcidn se evaporaron a
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sequedad con gas nitrogeno. Al eluato seco se le agregd 50 pL de derivatizante
N-metil-N-(trimetilsilil)-trifluoroacetamida (MSTFA) y 50 uL de piridina. Esto se
someti6 a un ambiente de temperatura a 90°C por 30 minutos. Una vez
completada la derivatizacién se enfrio a temperatura ambiente, posteriormente
se agregd 20 pL de 3,3'4,4'-Tetraclorobifenil (PCB 77, estandar interno) y
finalmente se inyect6 2 pL en el GC-MS.

5.4. Optimizacion de las variables quimicas e hidrodinamicas del
proceso de extraccion.

Se realiz6 la optimizacién de las variables que podrian afectar la extraccion de
los analitos en estudio: fase sorbente, pH, velocidad de rotacién del disco, tiempo

de extraccion, volumen de muestra y tiempo de desorcion.

Como blanco para todos los estudio se utilizé orina de un pre puber (nifio de 4
afos), en donde las concentraciones de los analitos en estudio son minimas o
nulas [55].

5.4.1. Variables quimicas
a) Fase sorbente.

Para realizar el estudio de la fase sorbente se utiliz6 una metodologia que ya
habia sido implementada en el laboratorio de quimica ambiental para la
extraccion de 3 de las 9 hormonas en agua [49], ésto con el objetivo de utilizar
un método univariado, es decir, sblo variando la fase sorbente. Ademas, se
realizé en agua para observar cual extrae de mejor manera los analitos sin el

efecto matriz que provoca la orina.

Las condiciones de extraccion para realizar este estudio fueron: una agitacion

a 3000 rpm por un tiempo de 60 minutos y un volumen de muestra de 25 mL
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(agua ultra pura) a pH 7. La desorcion se realizo en 2 etapas, cada una de ellas
de 15 minutos con 5 mL de metanol, posteriormente el extracto se evapord con

nitrdgeno hasta sequedad para pasar a la etapa de derivatizacion.

Las fases que se utilizaron en polvo son un copolimero de Divinilbenceno-N-
vinilpirrolidona (Oasis HLB), Octadecil (C18), Estireno-divinilbenceno (e-DVB) y
un copolimero de Estireno-divinilbbenceno modificado con grupos de amina
cuaternaria (Ani6n-SR) y en lamina se utilizaran las mismas a excepcion de
Oasis HLB.

Tabla I. Estructura de las fases estudiadas.

R1

I
Octadecil (Clg) Silica]-D-Slri-I{CHz CH3 CHz CH: CHz CHz CHz2 CH: ):CH2CH3
Rz

4CH; - CH - CH; - CH - CH; - CH}.,

Estireno-divinilbenceno
(e-DVB) 4CH — CH, - € — CH, — CH — CH,},

Divinilbenceno-N-
vinilpirrolidona
(Oasis HLB)

Hydrophilic Group

Hydrophobic Group.

—CH—CHy—CH—CHy—CH—CHy—

@ CHINRS OH'

CHNR, O

Estireno-divinilbenceno

modificado con grupos de _ic"*c,'c'i?\i'-.'Ef":_c"'c""_“'_
amina cuaternaria
(An | é n -S R) Ol CH—CH—CH—CH—Cl—CH—

iu;.\kx'mri“u:\kz'nu‘ ;u:.\x(ou'
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b) pH.

Los pH estudiados fueron en un intervalo de 3 a 12, para el ajuste de pH
acidos (entre 3y 6) se agreg6 acido clorhidrico (HCI) 1 mol-L y para pH alcalinos
(entre 9y 12) fue hidréxido de sodio (NaOH) 1 mol-L.

c) Desorciéon y volumen de disolvente.

Una vez extraidos los analitos en la fase sorbente seleccionada es necesario
desorberlos para su posterior determinacién. La eficiencia se evaluo respecto al
area relativa a distintos tiempos y con diferentes volimenes de metanol. Se
hicieron pruebas variando el volumen de metanol de 5y 10 ml, en 1y 2 etapas,

y en un intervalo de tiempo de 5, 10, 15, 20 y 30 minutos de desorcion.

5.4.2. Variables hidrodinamicas.

a) Tiempo de extraccion y volumen de muestra.

Para determinar el tiempo 6ptimo se realizaron extracciones variando el tiempo
entre 15 a 150 minutos para 2 mL de orina diluida en 23 mL de agua ultra pura

con una concentracion final de 0,4 pg-L* de las hormonas en el volumen total.

Ademas, se estudio el volumen de muestra a utilizar. Esto se realiz6 con 25
mL de orina, 10 mL de orina en 15 mL de agua ultra pura, 5 mL de orina en 20
mL de agua ultra pura, 3 mL de orina en 22 mL de agua ultra puray 2 mL de orina

en 23 mL de agua ultra pura.
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b) Velocidad de agitacion.

Para establecer la dependencia de la agitacion en el proceso de extraccion, se
realizaron pruebas a diferentes velocidades de rotacion del disco, de 500 a

3000 rpm por un tiempo de 30 minutos.

5.5. “Clean up”.

Para poder eliminar el potencial interferente de la orina (Urobilina) se probo

diferentes modalidades de limpieza.

Una modalidad de pre extraccion de “clean up” fue utilizada inmovilizando
sobre un disco plano una fase sorbente compuesta por un copolimero de
estireno-divinilbenceno modificada con grupos de amina cuaternaria (anion-SR),
el cual se introduce en la muestra por 30 min. También se prob¢ la utilizacion de

la misma fase en polvo soportado en un disco con cavidad, por el mismo tiempo.

Por otra parte, se probo la realizacién de una etapa de limpieza de manera
simultdnea a la extraccion. Para ello en el vial que contenia los 25 mL de la
solucion (2 mL de orina y 23 mL de agua ultra pura) se le agreg6 6,5 mg de la

fase anion-SR en polvo.

También se realizé la modalidad de “clean up” post extraccion [56], [57]
utilizando 5 mL de disoluciones de 1:4 y 2:3 de metanol-agua por 5 minutos sobre
el dispositivo, para luego realizar la desorcidbn con metanol puro, evaporar a

sequedad y derivatizar para su determinacion.
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5.6. Reutilizacion de la fase.

A un disco plano se le adhirié una fase sélida en lamina con un didmetro de

14 mm correspondiente a e-DVB y se utilizé para el proceso de extraccion.

Ademas, para establecer cuantas extracciones se pueden realizar sin alterar

la eficiencia de la extraccion, se procedi6 a reutilizar la fase sorbente.

5.7. Validacion del método analitico.

5.7.1. Precision.

Para evaluar la precision a nivel de replicabilidad, se evalué en una muestra
de orina de pre puber enriquecida con una concentracion final de 0,4 ug-L* de
los analitos, aplicando el método propuesto a 6 muestras de la misma orina
utilizando diferentes discos en las mismas condiciones. La precisiobn es

expresada como la desviacidon estandar relativa (%RDS) de las mediciones.
5.7.2. Exactitud.
La exactitud del método fue determinada a partir de las recuperaciones

relativas, para ésto se aplicé el método de extraccion a 6 muestras de orina de

un pre puber enriquecidas a una concentracion final de 0,4 pg-L* de los analitos.

5.7.3. Limites de deteccidon del método.

Se obtiene mediante la relacion entre el area analitica de la sefial del analito
en una matriz de orina de pre puber a una concentracion final de 0,4 pug-L* vy el
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ruido de fondo. El valor obtenido de la concentracion que corresponderia al ruido
de fondo fue luego multiplicado por 3 para obtener el valor del limite de deteccion.

5.7.4. Limites de cuantificacion del método.

Se obtiene de la misma manera que el limite de deteccion, pero en este caso
la concentracion correspondiente al ruido que fue multiplicado por el factor 10

para obtener el limite de cuantificacion.

5.7.5. Curva de Calibracion.

La curva de calibracion se realiz6 en matriz y fue obtenida a partir del
area cromatografica de soluciones a diferentes niveles de concentracién
(0,4 — 100 pg-L?) dividido por el area de la sefial del estandar interno PCB 77
(con el fin de normalizar). Se grafica en cada caso la concentracion de cada
hormona en funcién del area relativa, para luego mediante regresion lineal

obtener la ecuacion de la recta.

5.8. Optimizacién de la hidrolisis enzimética.

Para la optimizacion de la hidrdlisis se utilizaron de la literatura dos
metodologias: la primera consistia en realizar este procedimiento por 20 horas a
una temperatura de 37°C [53] y la segunda por 3 horas a 55°C [17], todo esto
utilizando 2 mL del buffer de hidrélisis enzimatica mas 2 mL de orina de una mujer

(muestra real).
El buffer utilizado se prepara a partir de 50 mg de L-acido ascorbico, 100 L

de enzima B-glucuronidasa, tipo HP-2 de Hélix Pomatia y 10 mL de 0,15 mol-L?

de buffer de acetato de sodio (pH 5,2).
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5.9. Eco-escala analitica.

La eco-escala del método desarrollado se determind siguiendo el analisis
propuesto por Galuszka et al. en 2012 [58]. Esta escala asume que una
metodologia verde ideal tiene un valor de 100, y para cada paso del
procedimiento analitico, se asignan puntos de penalizacién. La eco-escala se

calcula de la siguiente manera:

Eco-escala analitica = 100 - Total de puntos de penalizacion

Los resultados se interpretan de acuerdo con las siguientes puntuaciones:

> 75 excelente metodologia verde.
> 50 metodologia verde aceptable.

< 50 metodologia verde inadecuada.

5.10. Aplicacion del método validado a muestras reales de orina para
estimar los niveles de las hormonas estudiadas.

El método desarrollado fue aplicado a 9 muestras de orina provenientes tanto
de mujeres como hombres en un amplio intervalo de edad (26 a 59 afios). Las
muestras se obtuvieron de la primera orina de la mafiana, en un volumen entre
100 — 300 mL. Estas fueron almacenadas en botellas de vidrio con &cido
ascorbico (para prevenir la degradacion oxidativa de los metabolitos) [19] y
protegidas de la luz (para evitar la fotodegradacion de las hormonas presentes).

En caso de no ser utilizadas de manera inmediata se congelaron.

Para el analisis se tomé 10 mL de la muestra, se ajustd pH y se agregd 50 uL
de “surrogate” de 1 mg-L. Las muestras se dividieron en 4 alicuotas de 2 mL, a

2 de ellas se agreg6 un volumen de agua ultra pura de 23 mL y se les introdujo
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el dispositivo de extraccion de manera directa y las 2 restantes se llevaron a la
etapa de hidrdlisis. En esta etapa los 2 mL de orina se mezclan con 2 mL del
buffer de hidrdlisis y se incuban por el tiempo y temperatura éptimo. Transcurrido
el tiempo, a los 4 mL se les agregd 21 mL de agua ultra pura y se introdujo el

dispositivo de extraccion.

5.11. Comparacion con otras metodologias.

Para la evaluar las propiedades analiticas de la metodologia desarrollada, se
comparan las cifras de mérito y la eco-escala de otras metodologias reportadas

para determinar las hormonas en estudio en la matriz orina.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Optimizacion del método de derivatizacion.

Se utilizé la metodologia de derivatizacién conjunta de 3 de las 9 hormonas en
estudio (E2, E3 y EE2), que ya se habia implementado en el laboratorio de
quimica ambiental [49]. Esta consiste en la utilizacion de 50 pL de MSTFA y
50 uL de piridina a una temperatura de 80°C por 30 minutos. Con ésto se logro
la completa derivatizacion de las 9 hormonas (Figura 10). Los tiempos de
retencién y los fragmentos de las moléculas del espectro de masas obtenido de
cada hormona (Tabla Il) fueron utiles para corroborar la presencia de los analitos

en los andlisis de optimizacion y muestra real.

Tabla Il. Tiempos y masas de los fragmentos correspondientes a los compuestos
sililados.

El 23,58 342 257

E2 23,85 285 416
2-OHE1 24,67 430 431
EE2 24,73 425 440
2-OHEZ2 24,80 504 505
16a-OHE1 24,87 286 287
4-OHE1 24,94 430 431
4-OHE2 25,21 504 505
E3 25,41 311 345
PCB 77 19,97 292 290
(20,21)-13C2-EE2 24,73 427 442
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Figura 11. Estructuras de las 9 hormonas derivatizadas con MSTFA y piridina.
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Los derivatizantes trimetilsililados (MSTFA y BSTFA) han sido ampliamente
utilizados como agente de sililacién, pero como la hormona EE2 contiene un
grupo etinil y un grupo hidroxilo en el Carbono 17, ésto provoca que los
derivatizantes por si solos no cumplan su funcion (Figura 12) [7]. La utilizacion
de un solvente catalitico como la piridina [52] permite la formacion de un solo
producto de derivatizacion, evitando la formacion de compuestos mono sililados
de EE2 y E1, este ultimo se forma debido a que la hormona EE2 en el proceso

de derivatizacién puede perder su grupo etinil.

OH OSKCH;)s
CH; o CH, T
H;C—Si H,c— Si\ .
| o |
CHy "
CH Mono-TMS-EE2 di-TMS-EE2
/O
CHs
HiC—Si

| o

CH;
TMS-E1

Figura 12. Estructuras de los productos obtenidos en la derivatizacion de EE2
con MSTFA y sin piridina.

Una vez probada la metodologia se observd que los metabolitos hidroxilados
presentaban una menor sensibilidad con respecto al resto, por lo que se decidié
realizar diferentes pruebas cambiando la temperatura y tiempo del proceso de
derivatizacién: 45 minutos a 80°C, 30 minutos a 90°C y 30 minutos a 80°C. Para
el caso de la cantidad de piridinay MSTFA a utilizar, esto ya habia sido estudiado
previamente [49], [59], por lo que se opto por mantener constantes las

concentraciones anteriormente utilizadas (50 pL de piridinay 50 pL MSTFA).

28



Prueba de derivatizacion
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Figura 13. Pruebas de derivatizacion a diferentes tiempos y temperaturas.

Se puede observar que cuando la derivatizacion se realiza a un mayor tiempo
que el de la metodologia original, aumenta el area relativa de todas las hormonas
(sin la generacion de subproductos) (Figura 13), lo mismo ocurre en el caso de
aumentar la temperatura. Esto puede deberse principalmente a que la mayoria
de las hormonas poseen 3 grupos hidroxilo, por lo que se deberia necesitar un
mayor tiempo 0 una mayor temperatura para realizar la completa derivatizacion

de la totalidad de ellas.

Se selecciona el tiempo de 30 minutos a 90°C, ya que se obtienen las mejores
areas relativas, aumentando la sensibilidad de los compuestos hidroxilados en el
equipo. También pudo ser una opcion 45 minutos a 80°C, pero no se selecciono

por preferir una metodologia mas rapida y con resultados equivalentes.
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6.2. Optimizacion de las variables quimicas e hidrodinamicas del
proceso de extraccion.

6.2.1. Variables quimicas.

a) Fase sorbente.

Para realizar este estudio se utilizaron tanto fases en polvo (C18, e-DVB, Oasis
HLB y Anion-SR) como fases en lamina (todas las anteriormente mencionadas a
excepcion de Oasis HLB). Las fases sorbentes seleccionadas en este estudio
son las més utilizadas en la extraccion de estos analitos, a excepcion del anion-
SRy e-DVB.

La fase C18 es un adsorbente que se ha utilizado ampliamente para extraer
analitos apolares en matrices liquidas. Su estructura quimica corresponde a una
superficie de silice unida a un grupo octadecil. Para el caso de analitos polares
esta fase es insuficiente para determinarlos de manera cuantitativa y ademas
posee la desventaja que es inestable a pH extremos (menores a 2 y mayores a
8) [60].

Por su parte la fase e-DVB presenta en su estructura una gran cantidad de
anillos aromaticos. No hay limitaciones de pH como es el caso de los polimeros
basados en silices enlazadas, ya que son estables en todo el intervalo de pH. La
ausencia de los grupos silanoles, implica menos interacciones secundarias y la
amplia estabilidad de pH de estos polimeros incrementa la flexibilidad de
desarrollo de metodologias de preparacion de muestra [61]. Es adecuada para la

extraccion cuantitativa de analitos apolares y de polaridad intermedia.

La tercera fase en estudio corresponde a Oasis HLB, la cual es un polimero

macroporoso obtenido a partir de los mondmeros divinilbenceno (DVB) de
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caracter lipofilico y N-vinilpirrolidona (VP) de caréacter hidrofilico, generandose un
balance hidrofilico-lipofilico adecuado para la retencion de compuestos organicos

polares y no polares en muestras acuosas [62].

Mientras que la fase anidén-SR (intercambiador aniénico) esta formada de un
polimero (estireno-divinilbenceno) con grupos funcionales enlazados con
propiedades acido-base, en este caso aminas cuaternarias [61]. La interaccion
en la extraccion como en la elucién de los analitos dependera de varios factores,
como son: el pH de la muestra, las condiciones del medio eluyente y el pKa de

los compuestos.

De los datos que se presentan a continuacion, se observa que para el caso de
la fase anidnica se alcanzan los valores mas bajos de recuperacién, tanto para
cuando se utiliza en polvo y/o lamina, los cuales fluctian entre 0,4y 10% (Figura
15y 16). En esta fase, adicionalmente a las interacciones hidrofébicas intrinsecas
del grupo divinilbenceno (17-1), Se presentan interacciones del tipo electroestéatica
entre compuestos con carga opuesta, por lo que para realizar una extraccién
cuantitativa se debe realizar al menos 2 unidades sobre el pKa de las hormonas
(Tabla XX, anexo) donde estaran en su forma disociada y no a pH 7 donde se

encuentran en su forma molecular neutra, como se realizé en este estudio.

e
pH /concentration

Concentracion (%)
3

pH
Figura 14. Especies de E1 en intervalo de pH (1 a 14).
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Para el caso de la fase e-DVB, ésta presenta las mejores recuperaciones de
las 4 fases probadas, las cuales van en un intervalo entre un 42 y 100% cuando
es en polvo (Figura 15) y entre 54 y 99% cuando se utiliza en lamina (Figura 16).
Las principales interacciones que puede presentar son del tipo -1 entre los
anillos arométicos de la fase y de los analitos cuando se encuentran en su forma
molecular neutra (hasta pH 9). Ademas se caracteriza por extraer de manera

cuantitativa analitos de polaridad intermedia y apolares.

Entre las dos fases restantes, Oasis HLB presenta las mejores recuperaciones
(Figura 15). Esto se debe a que al tener un balance hidrofilico-lipofilico es capaz
de interaccionar con las partes polares y apolares de las hormonas, produciendo
una extraccion mas eficiente que la obtenida con C18 que puede interactuar solo
a través de los sitios apolares. Las interacciones que se producen con Oasis son
tanto por puentes de hidrégeno, entre el hidrégeno acido de los compuestos con
el oxigeno del carbonilo del grupo lactama, como también afinidad de los sitios
apolares de las cadenas hidrocarbonadas.

Fases en polvo
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Figura 15. Estudio de recuperacion de los analitos en las fases en polvo a pH 7.
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Fases en lamina
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Figura 16. Estudio de recuperacion de los analitos en las fases en lamina a
pH 7.

Se decidié utilizar la fase e-DVB en lamina, ya que en términos de
recuperaciones es igual o mayor en 8 de las 9 hormonas con respecto al polvo
(Tabla I1). La diferencia puede deberse a que usando el disco plano con la
lamina, la extraccion es por contacto directo de los analitos sobre la superficie del
material sorbente, mientras que en el polvo existe una menor area de fase en
contacto, ademas de la dificultad de atravesar la fibra de vidrio para ingresar a la
cavidad del disco, donde se encuentra la fase.

Oasis HLB también pudo haber sido una buena opcion para realizar las
extracciones de estos analitos, pero se selecciono la fase e-DVB porque ha sido
mucho menos utilizada en técnicas de extraccion en fase sélida, entregaria una
mayor selectividad respecto a interferencias polares que eventualmente estan
presentes en la orina y por la facilidad de preparar el dispositivo de extraccion,
ya que la adhesion de la fase laminar es mucho mas sencillo que la utilizacion de
una en polvo.
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Tabla Ill. Resumen de Recuperacion (%) de las hormonas con e-DVB en polvo y

[Amina.

- Polvo Lamina

El 93 +2 99 +1

E2 88+3 74+2
2-OHE1 65 + 2 98 + 2
EE2 100 + 4 96 + 3
16a-OHE1 63 £ 2 63 £2
2-OHE2 54 + 2 54 +2
4-OHE1 45+ 3 69+3
4-OHE2 42 +2 66 + 4
E3 92+3 93+3
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b) pH.

El estudio de este parametro en la extraccion de las hormonas es relevante
debido a que no solo afecta a las propiedades de la fase, sino que también
pueden verse afectados los analitos en estudio. Puesto que son acidos débiles,
éstos pueden adquirir diferentes estructuras quimicas dependiendo si el pH esta
sobre o bajo su pKa. Lo que hara que la fase tenga distinta afinidad por alguna

de sus estructuras.

Como la orina actla intrinsecamente como un buffer (por tener altas
concentraciones de diferentes sales) [63] se realizd este estudio directamente
sobre las muestras. En la Figura 19 y 20 se observa que en el rango de pH de 7
a 9 se mantiene casi constante el area relativa. Pero sobre pH 9 comienza a
decrecer hasta llegar, en algunos casos, a no ser detectable a pH 12. Esto se
debe principalmente a que si sabemos que los pKa de las hormonas van en un
rango de 9,8 — 10 (Tabla XX, anexo), a pH menores que 10, las hormonas estan
en su forma molecular neutra (es decir, la forma no disociada), ya que son acidos
muy débiles, mientras que a pH mayores de 10, estaran en su forma disociada
(es decir, las bases conjugadas). Las hormonas se convierten en su forma
ionizada a pH alto, ya que pierden protones de los grupos hidroxilo. En el caso
del pH 3 fue posible observar que el disco estaba mas coloreado que en los otros
experimentos (Figura 18), lo cual se puede atribuir a que se podria estar
extrayendo una mayor cantidad de urobilina (Figura 17), componente encargado
de darle el color amarillo a la orina. Esto provocaria la disminucién del area
relativa de las hormonas, ya que en ese pH predomina su especie neutra (pka
4,05 — 4,49). Otra posibilidad a lo cual se puede atribuir lo ocurrido es que la
intensidad de color de la forma acida sea mayor a la basica, es decir, que la

absortividad molar es mayor en este caso.
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Se selecciona el pH 7 como el de trabajo, ya que los valores de este pardmetro
fisico-quimico en la orina humana se presentan en un intervalo de 4,6 — 8 [64],
por lo que el ajuste de éste en las muestras reales sera mas facil al ser mas

cercano.

HOOC COOH

Figura 17. Estructura de la urubilina (producto de degradacion de la bilirrubina).

Figura 18. DiscoapH 3 (@) y 7 (b).
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Figura 19. Estudio de pH para la extraccion de E1, 2-OHEL, 2-OHE2, 4-OHE2 y
EE2, en disco con lamina de e-DVB.
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Figura 20. Estudio de pH para la extraccién de 16a-OHEL, E2, 4-OHE1 Y E3, en
disco con ldmina de e-DVB.
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c) Desorcion y volumen de disolvente.

Una vez retenidos los analitos en la fase sorbente es necesario eluirlos en lo
posible con bajos volumenes de disolvente (para favorecer una metodologia
verde), de manera rapida y cuantitativa. Para esto se usdé metanol como
disolvente para eluir los analitos desde la fase e-DVB. Se estudi6 el tiempo de

desorcion y el volumen de éste.

Cuando se utilizd 10 mL de metanol en 1 sola etapa se observa que las
mejores &reas relativas de las hormonas son a 15 minutos a excepcién de tres

de ellas (E1, 16a-OHEL1 y EEZ2), que alcanzan su maximo a los 20 minutos

(Figura 21).

Elucion con 10 mL de metanol ( 1 etapa)

Area Relativa
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Tiempo de elucién [min]

mE1l E2 E3 EE2 ®2-OHE1l m2-OHE2 m™4-OHE1l m4-OHE2 m16-OHE1

Figura 21. Desorcion de las 9 hormonas en estudio con 10 mL de metanol en
1 etapa de 5, 10, 15, 20 y 30 minutos.
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Para mejorar el proceso de desorcion se compar6é 1 etapa por 5, 10 y 15
minutos con 5 mL de metanol (Figura 22) y 2 etapas en los mismos tiempos y
volumen de solvente (Figura 23). Se observé que en 1 etapa por 15 minutos se
obtienen areas relativas similares a cuando se realiza por el mismo tiempo pero
en 2 etapas. Es por ello que se selecciona la elucion en 1 sola etapa por 15
minutos, disminuyendo ademas la cantidad de solvente a utilizar favoreciendo

gue la metodologia sea verde.

Cabe destacar, que el uso de un solvente con alto poder de elucién, como el
metanol, permite en un periodo corto de tiempo vencer las fuerzas
intermoleculares que mantienen al analito unido a la fase, debido a su
caracteristica de disolvente polar protico, el cual posee la habilidad de formar
puentes de hidrogeno con los compuestos a eluir [65]. Ademas de ser miscible
con el agua lo cual es muy importante, ya que no dificulta la entrada de éste para

extraer a los analitos.

Elucion con 5 mL de metanol ( 1 etapa)

1 F
L e
III ﬁili ll II LM

Tiempo de elucién [min]

Area Relativa
o o o
N w n

o
i

WE1 mE2 E3 EE2 ®m2-OHE1 m™2-OHE2 m4-OHE1l m4-OHE2 m16-OHE1l

Figura 22. Desorcion de las 9 hormonas en estudio con 5 mL de metanol en 1
etapa de 5, 10 y 15 minutos.
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Elucion con 5 mL de metanol (2 etapas)
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Figura 23. Desorcion de las 9 hormonas en estudio con 5 mL de metanol en 2

etapa de 5, 10 y 15 minutos.
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6.2.2. Variables Hidrodinamicas.

a) Tiempo de extraccion y volumen de muestra.

El perfil de extraccion fue obtenido en un intervalo de tiempo de 15 a 150

minutos, para un volumen de 2 mL de orina en 25 mL totales.

Como se puede observar en las Figuras 24 y 25 se alcanzan las mayores areas
relativas de la totalidad de las hormonas en 60 minutos, para luego mantenerse
constante o en algunos casos decrecer hasta 150 minutos. Al aumentar el tiempo
de extraccion se pretende que la totalidad de los analitos presentes en la muestra

lleguen a la fase sorbente.

Tiempo de extraccion
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0
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E1l 2-OHE1 2-OHE2 4-OHE2 —@—EE2

Figura 24. Perfil de extraccion a diferentes tiempo de E1, 2-OHE1, 2-OHEZ2,
4-OHE2 y EE2.
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Tiempo de extraccion
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Figura 25. Perfil de extraccién a diferentes tiempo para 16a-OHEL, E2, 4-OHE1
y E3.

Respecto al volumen de muestra se puede observar que a medida que
disminuimos la cantidad de orina pura en solucién (25 a 2 mL) se incrementan
las areas relativas (Figura 27), debido a que entre mas diluida se encuentre

menor sera el efecto matriz.

Para un volumen de 25 mL de orina no fue posible detectar los analitos, debido
a que el disco se tefiia completamente de amarillo (Figura 26) suponiendo que lo
gue mayoritariamente se estaria extrayendo seria urobilina, ya que posee un
log Koiw muy similares a las hormonas (Tabla XX, anexo), provocando una
posible competencia al momento de la extraccion. Ademas de consumir

derivatizante por tener hidrégenos activos (grupos —OH) para ser sililados.

Se utilizé un volumen total de 25 mL (2 mL de orina y 23 mL de agua ultra

pura), ya que habia sido probado en la metodologia implementada previamente
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para 3 de las 9 hormonas en agua [49]. Un aumento en el volumen, manteniendo
constante la concentracion de los analitos en solucion, provocaria que el
equilibrio se deba alcanzar en un mayor tiempo. Esto se debe a que al aumentarlo
se incrementa el espacio donde los analitos pueden estar presentes, adquiriendo

un mayor tiempo de residencia en la fase acuosa.

Figura 26. Disco con e-DVB antes y después de la extraccion con un volumen

de 25 mL de orina, respectivamente.
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Figura 27. Estudio de volumen de orina para las 9 hormonas.
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b) Velocidad de agitacion.

La velocidad de rotacion del disco es una variable muy importante en el
proceso de extraccion, ya que sin la ayuda de un dispositivo que produzca
agitacion, el proceso dependera principalmente de la difusion del analito desde
la fase acuosa lo que puede realizarse en un largo periodo de tiempo. A mayor
velocidad, el equilibrio de particion se alcanza mas rapido, dado que la velocidad
de transferencia del analito hacia la fase aumenta, disminuyendo la capa
estacionaria de agua que se encuentra presente entre la solucion acuosa y la
fase sorbente. Se estudid velocidades de rotacion entre 500 y 3000 rpm,
obteniendo una mayor velocidad de transferencia de masa a 2500 y 3000 rpm

dependiendo del analito (Figura 29 y 30).

Como se quiere realizar una extraccion en conjunto de las 9 hormonas se
decidié utilizar para la metodologia 3000 rpm, ya que las hormonas que
alcanzaban el maximo de area a 2500 rpm pasado ese valor su area permanece
constante, por lo que no afecta la extraccion de ellas. A 3000 rpm se logré un
flujo méas turbulento hacia el disco (Figura 28), lo que aumenta la movilidad de
los analitos en solucion y a la vez disminuye el espesor de la capa estacionaria,
aumentando la extraccion y trayendo como consecuencia una mayor

recuperacion de los analitos.

Figura 28. Proceso de extraccion en RDSE a 3000 rpm.
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Velocidad de Rotacion (30 minutos)
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Figura 29. Estudio de velocidad de rotacion del disco para la extraccién de E1,
2-OHE1L, 2-OHE2, 4-OHE2 y EE2.
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Figura 30. Estudio de velocidad de rotacion del disco para la extraccion de

160-OHEL1, E2, 4-OHE1l y ES.
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6.3. “Clean up”.

Para mejorar las recuperaciones de las hormonas, después del proceso de
optimizacioén, se realizaron diferentes modalidades de “clean up”, con el objetivo
de eliminar la urobilina (pigmento amarillo), la cual sigue presente pese a

disminuir el volumen de muestra de orina en solucion.

En primer lugar se intentd retirar la urobilina desde la matriz haciendo una
extraccion previa, utilizando primeramente el disco rotatorio con una fase en
lamina Anion-SR, o bien agregando esta fase en polvo en un disco con cavidad.
También se intentd agregar esta fase en polvo al seno de la muestra en un

proceso simultaneo de extraccion en el disco.

Cuando se utiliz6 la modalidad de pre extraccion con la fase en lamina Anién-
SR soportada en el disco plano, las recuperaciones fueron en un intervalo de 10
a 29%, siendo en algunos casos bastante bajas (Figura 32) . Lo mismo ocurre al
utilizar esta misma fase pero en polvo soportado en un disco con cavidad,
obteniéndose recuperaciones en un intervalo de 12 a 43%, con la diferencia que
estos porcentajes corresponden a 4 de 9 hormonas, las 5 restantes no fueron
detectadas (Figura 32). Estos bajos porcentajes ocurren porque la fase anidnica
también puede extraer parte de los analitos en el momento de la limpieza,

ademas de la perdida de muestra que se genera al retirar el disco.

Para la utilizacion de una etapa de limpieza simultdnea a la extraccion,
utilizando la fase anidnica en polvo, las recuperaciones fueron en un intervalo de
15 a 41% correspondiendo nuevamente a 4 de las 9 hormonas (Figura 32). La
utilizacion de un “clean up” simultaneo no fue lo mas 6ptimo, ademas de no

recuperar la totalidad de los analitos, la fase de limpieza continué hasta el final
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de la extraccion (Figura 31), ya que se deposito sobre el e-DVB, teniendo que ser
filtrado el eluato para poder ser evaporado y derivatizado.

La fase anidnica fue utilizada como “clean up” por no retener significativamente
las hormonas en el estudio de fases, ya que al ser un copolimero de estireno-
divinilbenceno modificada con grupos de amina cuaternaria debe tener otro pH
para poder retenerlas de manera cuantitativa (sobre el valor de pKa de los

analitos).

Otra modalidad de “clean up” utilizado fue de post extraccion [56], [57],
llevando a cabo la limpieza en la fase, después del proceso de extraccion de los
analitos. Este consiste en la utilizacion de una solucion 2:3 de metanol- agua, al

ser aplicado las recuperaciones fueron en un intervalo de 16 a 43% (Figura 32).

Con el objetivo de mejorar las recuperaciones se disminuyé la cantidad de
metanol en solucién (1:4 de metanol-agua), debido a que si disminuimos la
cantidad de solvente organico se evitard que comience la co-elucion de los
analitos. Con esta solucion se observaron muy buenas recuperaciones para una
matriz tan compleja como la orina, siendo la mas baja para 2-OHE2 (33%) y la
mas alta para EE2 (49%) (Figura 32).
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Figura 31. Comparacion de turbidez cuando se realiza el “clean up”
simultdneamente a la extraccion con la fase anidnica en polvo frente a la
modalidad post extraccion con 1:4 de metanol-agua.
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Figura 32. Estudio de diferentes procesos de “clean up” para las 9 hormonas.
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Para saber si efectivamente 20% de metanol (1:4 metanol-agua) era lo mas
adecuado se realizé un estudio con diferentes cantidades de metanol, en un
intervalo de 10 a 50% (Figura 33). Se observo que con 10% se obtenian también

buenas recuperaciones pero aun asi el 20% fue un poco mejor en 6 de las 9
hormonas.
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Figura 33. Estudio del porcentaje de metanol utilizado en el proceso de “Clean
up” post extraccion.
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Tabla IV. Resumen de las recuperaciones absolutas de las hormonas sin y con

etapa de limpieza.

El

E2
2-OHE1

EE2
16a-OHE1

2-OHE2
4-OHE1
4-OHE2

E3

201
202
14+1
25+1
27+3
11+1
18+1
12+1
10+1

45+ 2
48 +1
36+2
49+1
43 +3
33+3
40+ 4
36+2
43 +1
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6.4. Reutilizacién de la fase.

La reutilizacion de la fase sorbente es muy importante al momento de
desarrollar una metodologia analitica de extraccion, ya que permite disminuir los

costos de ella cuando se usan fases que muchas veces pueden ser costosas.

Como se puede observar en la Figura 34 y 35, la fase e-DVB en un mismo
disco puede ser sometidas a 2 ciclos de sorcion y desorcién, con una desviacion
estandar relativa de 5 - 8% (n=6) para las 9 hormonas, para luego decrecer sus
areas. Ademas, se observo que para el cuarto ciclo la fase se desprende del
disco plano, por lo que se procedid a ser adherida nuevamente, pero aun asi las

recuperaciones decrecen hasta llegar en algunos casos a cero.

Reutilizacion de e-DVB
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2-OHE1 2-OHE2 4-OHE2 EE2

Figura 34. Estudio de reutilizacién de la fase e-DVB para 2-OHE1, 2-OHEZ2,
4-OHE2 y EE2.
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Figura 35. Estudio de reutilizacion de la fase e-DVB para E1, E2, E3, 4-OHEl y

16a-OHEL1.
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6.5. Validaciéon del método.

En la Tabla V, se observan los limites de deteccion, cuantificacion, la precision

y exactitud del método.

Los valores de exactitud del método fueron obtenidos en orina de pre puber
enriguecidas con 0,4 ug-L%, a través de sus recuperaciones relativas al estandar
surrogate, usando un disco diferente para cada muestra. Estas oscilaron entre
67 - 98% con desviaciones estandar relativa interdisco (RSD) entre 3 - 8%. Se
determind también la precision mediante el uso de 6 discos (al mismo tiempo)
para la extraccion a una concentracion de 0,4 yg-L* (n = 6). La RSD intradisco

en estas condiciones vari6 entre 3 - 7 %.

Tabla V. Parametros analiticos del método.

El 0,9956 94 8 0,24 0,73

E2 0,9977 97 4 0,39 1,18
2-OHE1 0,9924 72 4 0,16 0,50
EE2 0,9904 98 2 0,21 0,64
16a-OHE1 0,9967 86 5 0,13 0,38
2-OHEZ2 0,9911 67 3 0,30 0,92
4-OHE1 0,9888 78 3 0,71 2,15
4-OHE2 0,9766 71 5 0,057 0,17
E3 0,9933 85 2 0,14 0,42
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6.6. Optimizacién de la hidrolisis enzimética.

Los estrégenos pueden ser excretados en la orina como conjugados de
glucurénidos o sulfatos. Por lo tanto, la determinacion de la cantidad total de ellos
requiere la aplicacion de una etapa de hidrdlisis antes de la realizacion de la
metodologia analitica. Para la optimizacion de la hidrdlisis enzimatica se utilizé
orina de una mujer en edad fértil, ya que en ésta podriamos encontrar alguna de

las hormonas en estudio y realizar la desconjugacién de ellas.

Al aplicar las dos metodologias, se observo que cuando la muestra se expuso
durante 20 horas a 37°C se pudo detectar la presencia de 5 de 9 de las hormonas
en estudio (tabla VI), incluyendo la 4-OHE1 que en 3 horas a 55°C no se detecta.
Ademas en el caso de E1 y EE2 la cantidad de conjugado que se obtienen es
levemente mayor en un tiempo mas prolongado, es por ello que se selecciona la

metodologia de 20 horas a 37°C para trabajar.
La principal limitacién de este procedimiento es el tiempo requerido para la
realizacion de la hidrdlisis, pero como es un procedimiento que no necesita mayor

supervision perfectamente se puede dejar incubando toda la noche.

Tabla VI. Comparacion de metodologias de hidrélisis enzimatica.

Hormonas Sin Hidrdlisis 20 h, 37°C 3 h, 55°C

El 3,8+0,3 6,9+0,6 43+0,8

E2 9,5+0,1 10,5+0,1 10,7+0,3

EE2 3,7+0,1 7,3+0,3 58+0,1

E3 1,6 +0,2 2,7+0,1 2,1+0,2
4-OHE1 - 53%0,3 -

54



6.7. [Eco-escala analitica.

La eco-escala analitica es un nuevo enfoque integral propuesto por Galuszka et
al en 2012 [58] que busca evaluar cuan verde es una metodologia analitica,
basandose en la asignacion de puntos de penalizacion a los parametros de un
proceso analitico. Segun esta escala, un andlisis verde ideal tiene un valor de
100.

Para cada parametro del procedimiento analitico (cantidad de reactivo, peligro,
energia y desechos) se asignan puntos de penalizacién segun cuanto se separa
de un andlisis verde ideal. Debido a que la influencia de las sustancias peligrosas
depende de su cantidad, los puntos de penalizacion totales deben calcularse
multiplicando el subtotal de puntos de penalizacion por el volumen de reactivo
utilizado y el peligro. Para evaluar la peligrosidad de los reactivos se usé como
base el Sistema Globalmente Armonizado de Clasificacién y Etiquetado de
Productos Quimicos (GHS). Existen dos palabras de advertencia, “warning” y
“‘danger” a los cuales se les asigna 1y 2 punto de penalizacion respectivamente,
ademas cada reactivo se puede caracterizar por uno o mas de los nueve

pictogramas, asignando un punto de penalizacién por cada uno de ellos.

Segun la puntuacién obtenida se tiene que la metodologia verde es:

Eco-escala > 75 excelente
Eco-escala > 50 aceptable

Eco-escala < 50 inadecuada
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Para calcular la eco-escala de la metodologia desarrollada en esta tesis, ésta se
debe describir para ir asignando las penalidades (Tabla VII):

Acondicionamiento del disco: La fase e-DVB se acondicion6 de manera

secuencial con 5 mL de acetona, metanol y agua ultra pura por 5 minutos a
2000 rpm.

Cabe sefialar que todo el solvente utilizado en el acondicionamiento es reciclado.

Microextraccion: El disco rotatorio con la fase seleccionada se insertdé dentro

del vial con 2 mL de orina 'y 23 mL de agua ultra pura (con una concentracion

final de 0,4 pug-L?), se agité a 3000 rpm por 60 minutos a temperatura ambiente.

“Clean _up”: Se realizé con 5 mL de una solucién 1:4 de metanol-agua por 5

minutos a 1800 rpm.
Desorcion: La desorcion se realizé con metanol por 15 minutos (1 etapa x 5 mL)
a 1800 rpm. Los extractos fueron evaporados a sequedad con nitrégeno a

temperatura ambiente.

Derivatizacion: Para la derivatizacion de los analitos previo a la determinacion

por GC-MS, se reconstituyd0 con 50 uL de piridina y 50 yL de N-metil-N-
(trimetilsilil)- trifluoroacetamida (MSTFA) a 90°C por 30 minutos.

Hidrdlisis enzimatica: A 2 mL de orina se le agregd 2 mL del buffer de hidrdlisis

y se incubo por 20 horas a 37°C. El buffer utilizado se preparo a partir de 50 mg
de L-Acido ascorbico, 100 pL de enzima B-glucuronidasa, tipo HP-2 de Hélix
Pomatia y 10 mL de 0,15 mol-L* de buffer de acetato de sodio (pH 5,2).
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Tabla VII. Puntos de penalizacion de la metodologia.

Metanol
MSTFA

Piridina

Enzima B-glucuronidasa
GC-MS
Emisiones de vapores y gases al aire
Total 19

W NN RN O

Eco-escala analitica = 81

El resultado final fue de 81 puntos, por lo que el método propuesto puede ser
considerado como una metodologia verde excelente, lo que indica que la
microextraccion por sorciéon en disco rotatorio (RDSE) es una tecnologia

ecoldgica de acuerdo a esta escala.

Sin embargo la eco-escala que se propone necesita modificaciones, ya que no
tiene en cuenta el uso de pequefios volumenes de disolvente, que son
ampliamente utilizados en las técnicas de microextraccion. Por ejemplo, no se
discriminan los puntos de penalizacion que se asignan a un método cuando se
utilizan volimenes de solventes en niveles de microlitros o mililitros, hasta 10 mL.
Por lo tanto, una forma de minimizar los puntos de penalizacién obtenidos seria
crear una nueva eco-escala analitica en el que se consideran este tipo de

volumenes (pL).
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6.8. Muestrareal.

Una vez optimizada y validada la metodologia analitica, es necesario
demostrar si con ella es posible encontrar alguna de las 9 hormonas en muestras

de orina.

Las muestras fueron sometidas al procedimiento de extraccion y desorcion

usando las condiciones Optimas:

Tabla VIIl. Condiciones Optimas para la metodologia de extraccion.

Fase e-DVB

Volumen de muestra ) o
o 2 mL de orina en 23 mL de agua milli-Q
(sin hidrolisis)

Volumen de muestra 4 mL (2 mL de orina'y 2 mL del buffer de

(con hidrolisis) hidrdlisis) en 21 mL de agua ultra pura
Tiempo de _
) 60 minutos
extraccion
pH 7
Velocidad de
. 3000 rpm
rotacion
Desorcion 5 mL de metanol por 15 minutos

Clean up post y
. 5 mL de una solucion al 20% de metanol
extraccion

Hidrélisis 20 horas a 37°C

Las muestras fueron sometidas a extraccion con hidrolisis y sin hidrolisis con la

finalidad de obtener la cantidad total de estrégenos libres y conjugados. Las

58



concentraciones de las hormonas encontradas en las diferentes muestras se

pueden observar en las tablas 1X a la XVII.

Tabla IX. Resultados muestra real A (Mujer, 26 afios).

El 3,8+0,3 6,9+0,6 3,1
E2 95+0,1 10,5+0,1 1,0
2-OHE1 nd n.d )
EE2 3,7+0,1 73+0,3 3,6
160-OHE1 n.d n.d -
2-OHE2 nd n.d )
4-OHE1 n.d 53+0,3 53
4-OHE?2 n.d n.d -
E3 1,6+0,2 27+0,1 1,1

n.d: no detectado.

Tabla X. Resultados muestra real B (Hombre, 29 afios).

El 2,0+0,1 39+0,2 1,9
E2 n.d 28+0,1 2,8
2-OHE1 n.d n.d ]
EE2 n.d n.d -
160-OHE1 n.d n.d ]
2-OHE2 n.d n.d -
4-OHE1 n.d n.d ]
4-OHE2 n.d n.d -
E3 1,3+0,1 1,6 +0,03 0,3

n.d: no detectado.



Tabla XI. Resultados muestra real C (Mujer, 50 afios).

El 6,0+0,3 11,6 +0,5 5,6

E2 n.d 6,8+0,2 6,8

2-OHE1 n.d 9,3+0,7 9,3
EE2 n.d n.d -
160-OHE1 n.d n.d ]
2-OHE2 n.d n.d -
4-OHE1 n.d n.d ]
4-OHE2 n.d n.d -

E3 1,3+ 0,02 2,5 + 0,04 1,2

n.d: no detectado.

Tabla Xll. Resultado muestra real D (Mujer, 32 afios, 24 semanas de embarazo).

El 123+ 6 211+ 14 88

E2 58 + 2 109 + 8 51

2-OHE1 24+1 92+3 68
EE2 n.d n.d -

16a-OHE1 106 + 7 251 +13 145
2-OHE2 n.d n.d ]
4-OHE1 n.d n.d ]

4-OHE2 38 £2 154 + 12 116

E3 366 + 24 709 + 53 343

n.d: no detectado.



Tabla XIII. Resultados muestra real E (Mujer, 26 afos).

El 7,7+0,5 12,5+2 4.8
E2 6,9 + 0,03 14,8 £ 0,7 7,9
2-OHE1 n.d 57+0,4 5,7
EE2 26+0,4 33+0,1 0,7
16a-OHE1 nd n.d i
2-OHE2 1,8+0,1 1,2 + 0,02 0,6
4-OHE1 n.d n.d :
4-OHE2 n.d n.d -
E3 n.d n.d -

n.d: no detectado.

Tabla XIV. Resultados muestra real F (Mujer, 59 afios, menopausia).

El 2,8+0,1 6,5+0,1 3,7
E2 n.d n.d -
2-OHE1 n.d n.d ]
EE2 n.d n.d -
16a-OHEL n.d n.d -
2-OHE2 n.d n.d ]
4-OHE1 2,7+0,3 9,7+0,1 7
4-OHE2 n.d n.d ]
E3 0,5+ 0,03 1,1+0,02 0,6

n.d: no detectado.



Tabla XV. Resultados muestra real G (Hombre, 46 afos, paciente que tuvo
cancer testicular).

El 7,2+0,3 9,3 £0,2 2,1
E2 25+0,1 57+04 3,2
2-OHE1 n.d n.d ]
EE2 n.d n.d -
16a-OHEL n.d n.d -
2-OHE2 n.d n.d ]
4-OHE1 2,6+0,2 5,0+0,4 2,4
4-OHE2 N.D 23+0,1 2,3
E3 0,9 £ 0,03 31+0,1 2,2

n.d: no detectado.

Tabla XVI. Resultados muestra real H (Hombre, 46 afios).

El 7,5+0,3 10,1+0,3 2,6
E2 n.d 21+0,1 2,1
2-OHE1 n.d n.d ]
EE2 n.d n.d -
16a-OHE1 3,0+0,1 6,8+0,5 3,8
2-OHE2 n.d n.d ]
4-OHE1 n.d n.d ]
4-OHE2 n.d n.d ]
E3 n.d n.d -

n.d: no detectado




Ademas se realizé una novena muestra, a la cual se le realiz6 la hidrélisis y se
fortific6 a un nivel de concentracién de 10 [ug-L] de las hormonas, ésto con el

objetivo de ver la recuperacién en una muestra real (Tabla XVII).

Tabla XVII. Resultados muestra real | (Hombre, 27 afios).

El 37+0,3 55+0,4 1,8

E2 n.d 32+0,1 3,2
2-OHE1 n.d n.d -
EE2 n.d n.d -

16a-OHE1 54+0,3 7,3+0,3 1,9
2-OHE2 n.d n.d -

4-OHE1 1,2 +0,04 34+0,1 2,2
4-OHE2 n.d n.d -

E3 n.d 1,2 +0,02 1,2

n.d: no detectado.

Tabla XVIII. Resultados de la muestra | fortificada con 10 [ug-L™1].

El 13,0+0,1 130 1,4

E2 9,8+0,2 98 2
2-OHE1 7,7+0,1 77 1,3

EE2 9,9+0,3 99 3
16a-OHE1 13,7+0,2 137 2,2
2-OHEZ2 6,5+0,2 65 3,7
4-OHE1 8,6+0,1 86 0,9
4-OHE2 6,8+0,2 68 3,1
E3 8,2+0,3 82 3,5




Figura 36. Foto de 5 de las 9 muestras reales de orina.

De los datos obtenidos fue posible detectar la presencia de las 9 hormonas en
concentraciones similares a las reportadas previamente [13], ésto se debe a la
gran cantidad de muestras que se analizaron (Figura 36). Los estrégenos pueden
ser excretados en diferentes cantidades dependiendo del género, edad, estado

de salud, la dieta o el embarazo, como se muestra en este estudio.

Es importante destacar que la concentracion urinaria de los analitos puede
variar durante todo el dia, por lo que la medicion de una muestra de orina en la
mafiana puede no ser representativa para un diagnéstico o monitoreo. La
creatinina es un buen indice del volumen del filtrado glomerular (volumen de orina
filtrado por unidad de tiempo), por lo que la normalizacién por medio de ella es el
método mas ampliamente utilizado. Esta proteina no se modifica por la dieta,
pero sus valores se pueden alterar con la edad y el ejercicio fisico intenso [66],
[67].

Otra forma de compensar las fluctuaciones en la concentracion de los
estrogenos es mediante la recoleccion de muestra por 24 horas (que se realiza

en las investigaciones clinicas y el diagndstico o la deteccion de algunas
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enfermedades) [20], pero su principal inconveniente es utilizar mucho tiempo en
la recoleccion de la muestra, lo que puede ser incomodo en el desarrollo de las

actividades diarias, sobre todo laborales.

Dentro de las muestras reales se destaca la D, correspondiente a una mujer
embarazada de 6 meses. La excrecion de estriol es alrededor de 230 veces
mayor que en la muestra A (mujer en edad fértil no embarazada). Generalmente,
un aumento de esta hormona en el embarazo se debe principalmente a la
placenta. La determinacion de estos estrogenos en este tipo de muestras es
relativamente facil. Aun asi, el método es adecuado para la determinacién de

bajos niveles.
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6.9. Comparacion con otras metodologias.

La tabla XIX compara los pardmetros analiticos del método desarrollado para
la determinacion de hormonas en orina con otros, basados en tecnologias

alternativas de preparacion de muestra.

Los métodos basados en SPE han utilizado fases sorbentes como C18 y Oasis
HLB. Estos métodos se clasifican como metodologias verdes excelentes o
adecuadas, debido a que su puntuacién de eco-escala va de los 79 a 62. Los
limites de deteccién son bastante similares a los obtenidos en esta tesis, a
excepcion de la que utiliza C18, los que son significativamente mas altos,
fluctuando entre 2,7 a 8,3 ug-L™*. La exactitud de estos métodos, considerando el
porcentaje de recuperacion, son levemente superiores, pero se debe considerar
que en la mayoria de ellos no se analizan los metabolitos y la hormona sintética,
lo cual si se considera en este trabajo. En el caso de la precision son similares a
RDSE.

Microextracciones basados en SBSE y BAUE también se han informado para
la extraccion de los estrégenos en muestras de orina. Como se muestra en la
tabla XIX, cuando se utiliz6 PDMS como fase de sorcion, se observaron bajas
recuperaciones. Esto es debido principalmente a que este tipo de fase sorbente
extrae de manera cuantitativa analitos muy apolares. Ademas, en ambos tipos de
microextraccion se utiliza un elevado tiempo de trabajo, por lo que hace que la

metodologia sea muy lenta.

Con respecto a dos nuevas técnicas de microextraccion, como son la
extraccion por sorcion con fase de tejido (FPSE) y la extraccion de punto de nube
asistida por ultrasonido (UAPCE), presentan una muy buena puntacién total en
la eco-escala (mayores a 75), siendo consideradas metodologias verdes

excelentes. La fase utilizada en el caso de FPSE fue un sol gel de poli
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(tetrahidrofurano) soportada en celulosa, que normalmente se utiliza para
analitos con mediana polaridad. Los limites de deteccidn, exactitud y la precision
en ambas metodologias son bastante buenos, pero nuevamente corresponde a

3 de las 9 hormonas en estudio.
RDSE en comparacion con las metodologias presentadas mostré ser una

alternativa econodmica, con buenos parametros analiticos, selectiva y amigable

con el medio ambiente.
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Tabla XIX. Comparacién de diferentes métodos analiticos
estrogénicas en orina humana.

de extraccion y determinacién para hormonas

FPSE
. 0,020 —
(sol-gel poli E2, EE2 1 20 0.036 90,9-91,4 23-27 87 [10]
PTHF) '
UAPCE El, E2 10 60 0,1-0,2 104 - 104,3 4,24 -491 94 [64]
BAUE
(Polimero de E1,E2,E3,EE2 1 960 0,05-0,1 95-101 3-6 90 [15]
pirrolidona)
SBSE
El, E2, EE2 50620 120 1 11,1 -24,6 44-7,6 No calculado *. [9]
(PDMS)
SPE
(c18) E2,E3, EE2 0,5 No reportado. 2,7-8,3 85,5-99,9 1,29 -3,31 79 [16]
E1,E2,E3,2y
SPE 4-OHEL, 2y 4-
. 2 No reportado. 0,01 -0,05 97,7 —109,5 1,6-11,6 62 [19]
(Oasis HLB) OHE2, 16a-
OHE1
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SPE

. E2 60 0,2 -3 No reportado. | No reportado. 75 [17]
(Oasis HLB)
SBSE
El, E2 60 0,02 - 0,03 No reportado. | No reportado. No calculado*. [18]
(PDMS)
E1l,E2,E3,2y
RDSE (e- 4-OHEL1, 2y 4-
60 0,057 -0,71 65— 99 0,9-3,7 81 .
DVB) OHEZ2, 160-
OHEL, EE2

(*) No se especifican los volumenes a utilizar.

¢ Este trabajo.
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VIl. CONCLUSIONES

La combinacion de RDSE con GC-MS permitié desarrollar una metodologia
analitica para la determinacion de los estrégenos y sus metabolitos desde
muestras de orina, con propiedades analiticas similares o0 mejores a las
reportadas previamente. Las concentraciones encontradas en muestra real
fueron en un intervalo de 0,5 - 366 ug-Lty 1,1 - 709 pg-L* sin y con hidr6lisis

enzimatica, respectivamente.

La derivatizacion conjunta de las 9 hormonas se logré con 50 pL de
derivatizante MSTFA y 50 uL de piridina a un temperatura de 90°C por 30
minutos, sin la generacion de subproductos y aumentando la sensibilidad de los
metabolitos en el equipo.

Se optimiz6 el método de extraccion, teniendo como condiciones 6ptimas la
utilizacién de un disco plano con la fase e-DVB, un volumen de muestra de
25 mL (2 mL de orina 'y 23 mL de agua ultra pura) a pH 7, una velocidad de
rotacion 3000 rpm, clean up post extraccion con 5 mL de una solucién 1:4
metanol-agua por 5 minutos y una desorcion con 5 mL de metanol por 15 minutos

(en 1 etapa).

Fue posible implementar una metodologia de hidrdlisis enzimatica, para la
desconjugacién de las estrégenos en la orina, en un tiempo de 20 horas a 37°C
utilizando 2 mL de orina con 2 mL de un buffer de hidrdlisis (que contiene la

enzima (-glucuronidasa).
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Los pardmetros analiticos del método fueron: limite de deteccion entre 0,057
a 0,71 pg-L*' y de cuantificaciéon entre 0,17 a 2,15 pg-Lt. Respecto a las
recuperaciones relativas estas se encuentra en un rango de 67 a 98%, siendo la
mas baja para el 2-OHE2 y la mas alta para EE2. Ademas se establecio que es
un meétodo verde, de facil elaboracion en el laboratorio y que permite la

pre-concentracion de los analitos (en este caso 20 veces).
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IX.  ANEXO

Tabla XX. Propiedades fisico-quimicas de las hormonas en estudio [13], [22], [68], [69].

El 270,4 10,25 3,624 3,8:1010 30
2-OHE1 286,4 123(7) 2,817 - -
4-OHE1 286,4 128? 2,713 - -

16a-OHE1 286,4 1223 2,863 - -

E2 272,4 10,27 4,146 3,64-1011 3.6
2-OHE2 288,4 12:35 3,338 - -
4-OHE2 288,4 9.8 3,44 - -

13,07
E3 288,4 126232 2,527 1,33-1012 441
EE2 296,4 10,24 4,106 7,94.1012 11.3
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Tabla XXI. Propiedades fisico-quimicas de los componentes de la orina [68].

. 4,05
Urobilina 584,3 4.49 2,97

. L. 7,61
Acido urico 168,1 0.47 1,54
Urea 60,1 - -1,36
Creatinina 113,1 11,75 0,22
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Desde la Figura 37 a la 42 se muestran los espectros de masas para la
seleccion de los iones de cuantificacion e identificacion de las 9 hormonas en

estudio, el estandar surrogate e interno.
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Figura 37. Espectros de masas de las hormonas E1 (a) y E2 (b) , donde se

observan los fragmentos mas importantes para su determinacion analitica.

85



Relative Abundance
2

A0

36
)

41524

018 37432 40218 41300,

3I8TT 39713

¢

43138
-

43232

43324
&= 21| | 43535 44512

460,40 46595 471.70

360

Relative Abundance
-
I

370 380 300 400 410
miz

1b)

411.30

25329 397.28
20315 1o 39516,
f T T

40718 ||‘”334 |
L | : ]

: :
420 430 440 450

@53

426.36

42730 441.35

43125 44229

460

T
470

| 43237 |][44324 45416 45382 46840
: S :

.
370 380 390 400 410

T
420 430 440 450

T
460

470

Figura 38. Espectros de masas de las hormonas 2-OHE1(a) y EE2 (b), donde
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Figura 40. Espectros de masas de las hormonas 4-OHE1 (a) y 4-OHE2 (b),

donde se observan los fragmentos mas importantes para su determinacion
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Desde la Figura 43 a la 46, se muestran los cromatogramas de las muestras
reales A,C,D y H sin y con hidrodlisis enzimética.
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Figura 43. Cromatogramas muestra real A (Mujer, 26 afos) sin (a) y con (b)
hidrdlisis enzimatica.

91



100 a) 1997

Relative Abundance
[4.]
o

1916

20 2018

19.70

EEE

21.06

2079

E1

2358
24.46

E3

2541

2249

2263

22 90

Relative Abundance

™ T
22 23 24 25 26 27
Time (min)

22 49

2147 2235

Lkt bt bl Ml R Ml Mt bt M) MAAD Lt bk LS LAAD L M R Lidel LR Mkt Ak

T T
22 23 24 25 26 27
Time (min)

Figura 44. Cromatogramas muestra real C (Mujer, 50 afios) sin (a) y con (b)
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Figura 45. Cromatogramas muestra real D (Mujer, 32 afios, 24 semanas de

embarazo) sin (a) y con (b) hidrélisis enzimatica.
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