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RESUMO 

 

GRECCO, C.F. Desenvolvimento de métodos espectrométricos (UHPLC-MS/MS e 

MS/MS) para a determinação de peptídeos β-amilóides em amostras de líquido 

cefalorraquidiano de pacientes com a Doença de Alzheimer. 2023. 117 f. Tese 

(Doutorado) – Faculdade de Filosofia, Ciências e Letras de Ribeirão Preto – Universidade 

de São Paulo – Ribeirão Preto, 2023. 

A Doença de Alzheimer (DA) é uma demência neurodegenerativa progressiva que afeta 

cerca de 50 milhões de pessoas ao redor do mundo. A DA é caracterizada patologicamente 

pela presença de placas senis e de novelos neuro fibrilares no cérebro, causadas pelo 

acúmulo extracelular dos peptídeos β-amilóides (Aβ) e da proteína tau, respectivamente. 

O diagnóstico conclusivo da DA tem sido eminentemente clínico e, nesses casos, a 

neurodegeneração já se instalou no cérebro do paciente. Portanto, esforços têm sido 

realizados para encontrar um biomarcador molecular para a identificação de pacientes em 

risco de desenvolver a DA, bem como para o diagnóstico precoce e acompanhamento da 

progressão das neurodegenerações. Neste projeto, os métodos empregando as técnicas de 

microextração em fase sólida no capilar (in-tube Solid Phase Microextraction, in-tube 

SPME) associada à cromatografia líquida de ultra eficiência acoplada à espectrometria de 

massas sequencial (Ultra High Performance Liquid Chromatography - tandem Mass 

Spectrometry, UHPLC-MS/MS) e a microextração em ponteiras descartáveis (Disposable 

Pipette Extraction, DPX) associada à MS/MS foram desenvolvidos e validados para a 

determinação de peptídeos Aβ em amostras líquido cefalorraquidiano (LCR) de pacientes 

com a DA. Durante o desenvolvimento do método in-tube SPME UHPLC-MS/MS, 

diferentes colunas cromatográficas e composições de fases móveis foram avaliadas. A 

coluna cromatográfica em fase reversa Acquity UPLC Peptide BEH C18 (150 mm × 2.1 

mm e 1,7 µm) com a fase móvel constituída de (A) água + 0,3% hidróxido de amônio e 

(B) acetonitrila e temperatura de 35°C apresentou picos simétricos e menor tempo de 

análise. Uma fase monolítica orgânica com grupos sulfônicos foi sintetizada no interior 

do capilar de sílica fundida (6 cm × 530 µm d.i.) como fase extratora para a técnica in-

tube SPME e caracterizada através das técnicas microscopia eletrônica de varredura 

(MEV) e espectroscopia vibracional da região do infravermelho com transformada de 

Fourier (FTIR). As condições otimizadas para a síntese da fase monolítica foram: 1-

propanol (0,65 mL) e água (0,52 mL) como solventes porogênicos; 3-sulfopropil 

metacrilato de potássio (SPM) como monômero funcional (0,3306 g); etileno glicol 

dimetacrilato (EDMA) como agente reticulante (0,2 mL); 2,2’-azobisisobutironitrilo 

(AIBN) como iniciador radicalar (0,016 g); e polimerização por 24 horas à 60°C. As 

variáveis in-tube SPME (pH e volume de amostra, solvente e volume para a limpeza da 

fase e solvente e volume para a eluição dos analitos) foram avaliadas e otimizadas. O 

método in-tube SPME UHPLC-MS/MS apresentou linearidade adequada com 

concentrações que variaram do LIQ – 10 ng mL-1 com coeficientes de determinação (R2) 

maiores que 0,99. Os valores de exatidão (EPR) e precisão (CV) variaram de -11,7 a 

14,3% e 1,0 a 18,9%, respectivamente. O método in-tube SPME UHPLC-MS/MS foi 

aplicado na determinação de peptídeos Aβ, em seis amostras de LCR de pacientes com a 

Doença de Alzheimer. O método DPX MS/MS utilizou ponteiras DPX (1 mL) contendo 

60 mg de fase comercial Oasis MCX®, conectadas a uma seringa de polipropileno. A 

otimização das variáveis DPX (pH da amostra, tempo de equilíbrio de sorção, volume de 

amostra/número de ciclos e solução de eluição/número de ciclos) favoreceu a 

sensibilidade e seletividade do método e o emprego de pequenos volumes de amostra 

biológica e de solventes orgânicos. 5 µL do extrato final evaporado e reconstituído em 50 

µL de fase móvel foram injetados no sistema MS/MS com a fase móvel constituída de 



 
 

(A) água contendo 0,3% hidróxido de amônio e (B) acetonitrila, com vazão de 0,05 mL 

min-1; e infusão direta de uma solução de metanol contendo 10% de hidróxido de amônio 

concentrado para favorecer a detectabilidade. O método DPX MS/MS apresentou 

linearidade adequada com concentrações que variaram do LIQ – 1,5 ng mL-1 com 

coeficientes de determinação (R2) maiores que 0,99. Os valores de exatidão (EPR) e de 

precisão (CV) variaram de -13,6 a 13,2 e 0,3 a 12,7%, respectivamente. Portanto, segundo 

os parâmetros de validação analítica avaliados, o método DPX MS/MS poderá ser 

empregado para a determinação de peptídeos Aβ em amostras de LCR de pacientes com 

DA. 

 

Palavras chave: UHPLC-MS/MS, In-tube SPME, Fase monolítica orgânica, Extração 

em ponteiras descartáveis, Peptídeos Aβ, Líquido cefalorraquidiano, Doença de 

Alzheimer.



 
 

ABSTRACT 

GRECCO, C.F. Development of spectrometric methods (UHPLC-MS/MS and 

MS/MS) for the determination of β-amyloid peptides in cerebrospinal fluid samples 

from patients with Alzheimer's Disease 2023. 117 f. Thesis (Ph.D. – Degree). 

Faculdade de Filosofia, Ciências e Letras de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo 

– Ribeirão Preto, 2023. 

Alzheimer's Disease (AD) is a progressive neurodegenerative dementia that affects about 

50 million people around the world. AD is pathologically characterized by the presence 

of senile plaques and neurofibrillary tangles in the brain, caused by the extracellular 

accumulation of β-amyloid peptides (Aβ) and tau protein, respectively. The conclusive 

diagnosis of AD has been eminently clinical and, in these cases, neurodegeneration has 

already taken root in the patient's brain. Therefore, efforts have been made to find a 

molecular biomarker for identifying patients at risk of developing AD, as well as for early 

diagnosis and monitoring of the progression of neurodegenerations. In this project, the 

methods employing in-tube solid phase microextraction (in-tube SPME) associated with 

ultra-efficiency liquid chromatography coupled with sequential mass spectrometry 

(UHPLC-MS/MS) and Disposable Pipette Extraction (DPX) associated with MS/MS 

were developed and validated for the determination of Aβ peptides in cerebrospinal fluid 

(CSF) samples from patients with AD. During the development of the in-tube SPME 

UHPLC-MS/MS method, different chromatographic columns and mobile phase 

compositions were evaluated. The Acquity UPLC Peptide BEH C18 reverse phase 

analytical column (150 mm × 2.1 mm and 1.7 µm) with the mobile phase consisting of 

(A) water + 0.3% ammonium hydroxide and (B) acetonitrile and temperature of 35 °C 

presented adequate chromatographic resolution, symmetrical peaks and shorter analysis 

time. An organic monolithic phase with sulfonic groups was synthesized inside the fused 

silica capillary (6 cm × 530 µm i.D.) as an extractor phase for the in-tube SPME technique 

and characterized by Scanning Electron Microscopy (SEM) and Fourier Transform 

Infrared Spectroscopy (FTIR). The optimized conditions for monolithic phase synthesis 

were: 1-propanol (0.65 mL) and water (0.52 mL) as porogenic solvents; 3-sulfopropyl 

methacrylate potassium salt (SPM) as functional monomer (0.3306 g); ethylene glycol 

dimethacrylate (EDMA) as crosslinking agent (0.2 ml); 2,2'-azobisisobutyronitrile 

(AIBN) as radical initiator (0.016 g); and polymerization time (24 hours) and temperature 

(60°C). The in-tube SPME variables (pH and sample volume, wash conditions, and 

elution conditions) were evaluated and optimized. The in-tube SPME UHPLC-MS/MS 

method presented adequate linearity with concentrations ranging from LOQ – 10 ng mL-

1 with coefficients of determination (R2) greater than 0.99. Accuracy (EPR) and precision 

(CV) values ranged from -11.7 to 14.3% and 1.0 to 18.9%, respectively. The in-tube 

SPME UHPLC-MS/MS method was applied to determine Aβ peptides in six CSF samples 

from patients with Alzheimer's disease. The DPX MS/MS method used DPX tips (1 mL) 

containing 60 mg of Oasis MCX® commercial phase, connected to a polypropylene 

syringe. The optimization of the DPX variables (sample pH, sorption equilibrium time, 

sample volume/number of cycles and elution solution/number of cycles) favored the 

sensitivity and selectivity of the method and the use of small volumes of biological sample 

and of organic solvents. 5 µL of the final evaporated extract and reconstituted in 50 µL 

of mobile phase were injected into the MS/MS system with the mobile phase consisting 

of (A) water containing 0.3% ammonium hydroxide and (B) acetonitrile, with a flow rate 

of 0. 05 ml min-1; and direct infusion of a methanol solution containing 10% concentrated 

ammonium hydroxide to enhance detectability. The DPX-MS/MS method showed 

adequate linearity with concentrations ranging from LOQ – 1.5 ng mL-1 with coefficients 



 
 

of determination (R2) greater than 0.99. Accuracy (EPR) and precision (CV) values 

ranged from -13.6 to 13.2 and 0.3 to 12.7%, respectively. Therefore, according to the 

analytical validation parameters evaluated, the DPX MS/MS method can be used to 

determine Aβ peptides in CSF samples from patients with AD. 

 

Keywords: UHPLC-MS/MS, In-tube SPME, Organic monolithic phase, Disposable 

Pipette Extraction, Aβ peptides, Cerebrospinal fluid, Alzheimer’s Disease 
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I.Introdução Geral 

I.1. Doença de Alzheimer 

A demência pode ser definida como o desenvolvimento de sintomas cognitivos ou 

comportamentais associados ao declínio do nível prévio do desempenho, envolvendo 

vários domínios cognitivos como aprendizado, memória, linguagem, atenção, cognição 

social [1]. 

Atualmente, a doença de Alzheimer (DA), principal demência neurodegenerativa, 

afeta cerca de 50 milhões de pessoas ao redor do mundo [2]. De forma geral, a DA de 

acometimento precoce mostra recorrência familiar e tem incidência em indivíduos com 

idade próxima aos 40 anos, enquanto que a DA de acometimento tardio ocorre de forma 

esporádica e tem incidência ao redor de 60 anos de idade [3]. À medida que a expectativa 

de vida da população se torna mais elevada, prevê-se que a demência atinja cerca de 81 

milhões de pessoas nos próximos vinte anos [4,5]. O óbito dos pacientes acometidos pela 

doença de Alzheimer, costuma ocorrer entre 6 a 12 anos após o diagnóstico, normalmente 

por uma complicação da imobilidade ou por embolia pulmonar e pneumonia [6]. 

A DA, responsável por 60-70% dos casos de demência [4], caracteriza-se por uma 

neurodegeneração severa e neuroinflamação, levando à perda progressiva das aptidões 

cognitivas e perda irreversível dos neurônios, manifestando-se inicialmente por défices 

de memória episódica [2,7–9]. Com o progresso da doença, outras habilidades também 

são comprometidas, como a capacidade de usar objetos e ferramentas que fazem parte do 

cotidiano da pessoa acometida pela doença [9,10]. 

O primeiro estudo descrevendo a DA foi apresentado por Alois Alzheimer em 

1906 [11]. Os sintomas relatados incluíam falhas na memória recente, paranoia e 

problemas comportamentais e de linguagem. Além disso, imagens de exames post-

mortem mostraram cérebro atrófico e com sinais de deposições proteicas anômalas, as 

quais foram posteriormente denominadas placas senis e novelos neurofibrilares.  

Do ponto de vista neuropatológico, é observado no cérebro de indivíduos com 

DA, atrofia cortical difusa, degeneração neurovascular, perda neuronal e sináptica e 

presença de grande número de placas senis (formadas pela acumulação extracelular dos 

peptídeos β-amilóide) e de novelos neurofibrilares (formados pela acumulação 

intracelular da proteína tau hiperfosforilada) [3,4]. Acredita-se também que a 
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concentração das placas senis esteja relacionada ao grau de demência nos indivíduos 

afetados.  

Os peptídeos β-amilóide (Aβ) são constituídos por cadeias de aminoácidos e 

originam-se da proteólise da proteína precursora de amiloide (APP) – Figura 1. Esse 

processo pode ocorrer por duas vias: a via amiloidogênica e a via não-amiloidogênica 

(Figura 2). Na primeira, a clivagem da APP através da ação das enzimas β-secretase e γ-

secretase gera fragmentos de peptídeos Aβ de diferentes tamanhos, com 38, 40 e 42 

resíduos, Aβ38, Aβ40 e Aβ42 respectivamente. Destes peptídeos, o mais frequente é o Aβ40 

enquanto que o Aβ42 é a forma mais hidrofóbica e a que apresenta maior tendência em 

formar agregados insolúveis, predominante nas placas senis e envolvido na toxicidade 

neuronal devido à polimerização da forma monomérica [12]. Se a produção e agregação 

superaram a capacidade de degradação destes peptídeos, eles irão se acumular e levar à 

formação de placas senis, resultando em morte celular [4,9]. Na via não amiloidogênica, 

a APP sofre clivagem sequencial das enzimas α-secretase e γ-secretase, que ao contrário 

da enzima β-secretase, clivam a APP dentro do domínio amiloide prevenindo a formação 

do peptídeo Aβ, liberando ao meio extracelular o fragmento solúvel sAPPα, considerado 

neuroprotetor [13] .  

 

Figura 1. Estrutura dos peptídeos Aβ estudados neste trabalho. 

 

Fonte: Adaptado de Souza et al. [14] 
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Figura 2. Via amiloidogênia (esquerda) e via não-amiloidogênia. 

 

Fonte: Adaptado de Bros [15]. 

 

A maioria dos fármacos desenvolvidos para o tratamento da DA procuram reduzir 

a produção, evitar a agregação e/ou promover a eliminação de peptídeos β-amilóide [8]. 

A diminuição da formação desses peptídeos pode ser feita através da modulação 

enzimática, inibindo as enzimas β-secretase e γ-secretase ou através da estimulação da 

via não amiloidogênica do metabolismo de APP estimulando a enzima α-secretase [8]. A 

fim de evitar a agregação de peptídeos β-amilóide, alguns fármacos ligam-se aos 

monômeros de β-amilóide, evitando a sua agregação e posterior deposição cerebral [16]. 

A farmacoterapia disponível atua no modo sintomático melhorando 

principalmente os sintomas cognitivos [8]. Para tratamento dos sintomas 

comportamentais e psiquiátricos são utilizados antidepressivos, ansiolíticos e 

antiepiléticos [8]. 

Estudos reportados na literatura mostraram que o nível do peptídeo Aβ42 começa 

a mudar cerca de 10 a 15 anos antes do aparecimento dos sintomas da Doença de 

Alzheimer [17,18]. Dessa forma, torna-se fundamental o desenvolvimento de métodos de 

diagnóstico que permitam identificar a doença em uma fase mais precoce. 

Diversos estudos evidenciaram a avaliação promissora de peptídeos Aβ como 

biomarcadores na abordagem de indivíduos com história familiar de DA e/ou com sinais 

e sintomas clínicos de distúrbios cognitivos sugestivos da doença [19]. 
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I.2. Biomarcadores 

Os biomarcadores, substâncias que podem ser medidas e avaliadas como 

indicadores de processos biológicos normais, processos patogênicos ou respostas 

farmacológicas a uma intervenção terapêutica, são parte essencial do tratamento de 

doenças pois monitoram o efeito da intervenção terapêutica e a progressão da doença, e, 

são essenciais para o diagnóstico, pois detectam o início precoce e evitam diagnósticos 

falsos [20–22]. Um biomarcador ideal deve (1) ser altamente específico, (2) prever o 

curso da doença com precisão e (3) refletir o grau de resposta ao tratamento [20,23]. 

Os biomarcadores da Doença de Alzheimer incluem os peptídeos β-amilóides 

(Aβ40 e Aβ42) e a proteína tau. Diversos trabalhos reportados na literatura [14,24–29] 

exemplificam a determinação desses biomarcadores em amostras biológicas como líquido 

cefalorraquidiano (LCR) e plasma. 

 

I.3. Líquido cefalorraquidiano (LCR) 

Embora a coleta de plasma sanguíneo seja minimamente invasiva, mais fácil e de 

menor custo quando comparada com a coleta de LCR, do ponto de vista analítico, o 

sangue apresenta-se como uma matriz complexa e mais desafiadora para a determinação 

de biomarcadores relacionados com a Doença de Alzheimer. Além disso, a determinação 

de peptídeos β-amilóide em plasma é um desafio porque a albumina sérica humana (HSA) 

se liga a 95% dos peptídeos no plasma sanguíneo inibindo a formação de placas no tecido 

periférico. Assim, a concentração total desses biomarcadores no sangue é 

aproximadamente 100 vezes menor do que a concentração encontrada no LCR [30,31]. 

O LCR é considerado um plasma ultrafiltrado que está presente nos ventrículos 

do cérebro e nos espaços subaracnóideos do crânio e da coluna vertebral. Por isso, muitas 

proteínas cerebrais presentes no espaço extracelular do cérebro podem ser detectadas no 

LCR, sendo esta matriz a mais rica fonte de biomarcadores para a DA [20,32].  

Embora seja uma matriz mais limpa, o LCR possui vários componentes 

interferentes endógenos (proteínas e fosfolipídios) que podem suprimir a ionização dos 

analitos na fonte ESI, coeluir com os analitos durante a separação cromatográfica ou 

adsorver de forma irreversível junto à coluna cromatográfica, diminuindo o tempo de vida 

útil da coluna e modificando o tempo de retenção dos analitos [33]. Dessa maneira, o 

preparo de amostra é uma etapa imprescindível no desenvolvimento de métodos 
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analíticos, pois elimina grande parte dos componentes endógenos da matriz biológica e 

pré-concentra os analitos quase sempre presentes em níveis de traços.  

 

I.4. Metodologias analíticas para a determinação de peptídeos Aβ em amostras 

biológicas 

As técnicas baseadas em imuno ensaios como ELISA [34–39] e INNO-BIA 

[36,40–43] são muito utilizadas na determinação de biomarcadores relacionados com a 

Doença de Alzheimer. Embora apresentem uma metodologia simples, tais técnicas têm 

elevado custo e necessitam de anticorpos altamente específicos. Além disso, a 

especificidade das interações pode ser comprometida pela presença de outras proteínas 

nas amostras biológicas, como por exemplo, a albumina sanguínea e imunoglobulina [44]. 

Métodos analíticos baseados em espectrometria de massas, como por exemplo a 

LC-MS/MS têm sido amplamente utilizados na determinação de peptídeos Aβ em 

amostras biológicas [14,24–29]. A LC-MS/MS apresenta alta resolução, seletividade, 

detectabilidade, robustez, rapidez nas análises e gera resultados com alto grau de 

confiabilidade.  

Na espectrometria de massas sequencial (MS/MS), o analisador do tipo triplo 

quadrupolo (constituído por três quadrupolos em série) tem sido utilizado para análise de 

peptídeos Aβ em amostras biológicas complexas [45–47]. Quando o analisador triplo 

quadrupolo é operado no modo de monitoramento de reações selecionadas (SRM), o íon 

precursor é selecionado no primeiro quadrupolo, fragmentado no segundo quadrupolo, e 

por fim os fragmentos obtidos são selecionados no terceiro quadrupolo e posteriormente 

focalizados para o detector do espectrômetro de massas para quantificação [48]. Através 

do par de fragmento selecionado no terceiro quadrupolo, define-se o íon de quantificação 

e o íon de confirmação com base na intensidade do sinal e a relação sinal/ruído, o que irá 

conferir alta sensibilidade ao método analítico [48–51]. Além da alta detectabilidade, a 

alta seletividade desse equipamento permite a análise simultânea de vários analitos em 

uma única corrida cromatográfica, uma vez que os analitos são monitorados em canais 

distintos tornando possível a quantificação de compostos mesmo quando há analitos com 

tempo de retenção coincidentes. 

Apesar dos recentes avanços no desenvolvimento de métodos analíticos baseados 

em MS/MS, a quantificação dos peptídeos Aβ ainda é um desafio devido a sua baixa 
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concentração endógena, tendência em formar agregados e ligações não específicas, além 

do efeito matriz durante a ionização por electrospray (ESI). Assim, o desenvolvimento de 

novas metodologias que permitam a exclusão das macromoléculas endógenas da matriz 

biológica e a pré-concentração dos analitos de interesse é de grande interesse. Neste 

contexto podemos destacar as técnicas de microextração em fase sólida no capilar (in-

tube SPME) e a microextração em ponteiras descartáveis (DPX).  

No Capítulo 1 discutimos a síntese e caracterização de uma fase monolítica 

orgânica com grupos sulfônicos que foi utilizada como fase extratora no sistema in-tube 

SPME UHPLC-MS/MS. As condições cromatográficas (UHPLC-MS/MS) e as variáveis 

in-tube SPME foram otimizadas visando a melhor eficiência de extração. O método in-

tube SPME UHPLC-MS/MS foi padronizado, validado e aplicado na determinação de 

peptídeos Aβ em amostras de LCR de pacientes com a Doença de Alzheimer. 

No Capítulo 2 discutimos o desenvolvimento do método DPX MS/MS, o qual fez 

uso da fonte de ionização de baixa vazão e avaliou o acoplamento direto no sistema de 

espectrometria de massas sequencial sem a etapa de separação cromatográfica. Este 

método foi padronizado e validado para a determinação de peptídeos Aβ em amostras de 

LCR de pacientes com a Doença de Alzheimer. 
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1. CAPÍTULO 1 

1.1. Microextração em fase sólida no capilar (in-tube SPME) 

A microextração em fase sólida no capilar (in-tube SPME) foi inicialmente 

proposta em 1997 por Eisert e Pawliszyn [52] como uma variante da técnica SPME com 

fibras (1ª geração) e tinha como objetivo contornar as limitações inerentes à técnica, por 

exemplo, baixa capacidade de sorção para substâncias pouco voláteis e possibilitar o 

acoplamento da SPME com o sistema HPLC, permitindo assim a redução do volume de 

amostra utilizada, solventes e resíduos gerados [53].  

A técnica in-tube SPME utiliza como dispositivo de extração uma coluna capilar 

com diferentes configurações: (a) com fase extratora líquida ou (b) fase monolítica 

quimicamente ligada à parede interna, (c) com partículas sólidas ou (d) fibras SPME 

recheando seu interior [54]. Os capilares com fases ligadas, quando comparados aos 

recheados apresentam menor pressão no sistema analítico [55]. 

Na técnica in-tube SPME, os analitos de interesse são extraídos da matriz 

biológica e pré-concentrados na fase extratora com base no equilíbrio de partição 

(transferência de massas) dos analitos presentes na amostra com a fase extratora. Por se 

tratar de uma técnica de extração não exaustiva (ou seja, realiza a extração de apenas uma 

fração dos analitos presentes na amostra), depois que o equilíbrio de partição é atingido, 

o aumento do tempo de extração não favorece a eficiência de extração [56].  

O tempo requerido para atingir o equilíbrio de partição do soluto entre as fases 

durante o processo in-tube SPME pode ser expresso segundo a Equação 1. Onde L 

representa o comprimento do capilar, Ka é o coeficiente de partição, Vf é o volume da 

fase extratora do capilar, Vv é o volume livre do capilar, e µ é a velocidade linear da 

amostra. Durante as extrações, as variáveis: L, Vf, Vv e o valor Ka são fixos; desta forma, 

o tempo de extração depende da velocidade linear da amostra. 

 

                                                       𝑡𝑒 = 𝐿 [1 + 𝐾𝑎𝜇 (
𝑉𝑓

𝑉𝑣
)]/𝑚                                 (𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 1) 

 

O processo de sorção da amostra na fase extratora pode ser realizado de duas 

maneiras: (1) de forma contínua, no qual a amostra passa através do capilar 

continuamente em uma única direção; ou (2) através de ciclos aspirar/dispensar, no qual 
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a amostra é repetidamente aspirada e dispensada no capilar [57–59]. Já no modo 

aspirar/dispensar, o capilar é conectado entre a agulha do injetor automático e o loop do 

LC, ou no lugar do loop do LC junto à válvula de múltiplos pórticos. O volume de 

amostra, número de ciclos aspirar/dispensar, vazão da amostra são otimizados [60]. 

Posteriormente, os analitos são eluídos da fase extratora com a passagem de um solvente 

adequado. 

A capacidade e a eficiência de extração dos analitos na técnica in-tube SPME estão 

relacionadas com a fase extratora utilizada. Apesar da grande variedade de fases 

extratoras disponíveis comercialmente, pesquisas recentes têm sido direcionadas para o 

desenvolvimento de novas fases extratoras na busca por aumento na seletividade, 

capacidade de sorção, sensibilidade e robustez dos métodos analíticos. Dentre as fases 

extratoras mais comumente empregadas na técnica in-tube SPME, podemos citar os 

polímeros molecularmente impressos (MIP) [61,62] , materiais monolíticos orgânicos 

[63] ou a base de sílica híbrida [64–66], materiais de acesso restrito (RAM) [67,68], 

líquidos iônicos [14,25,69], entre outros [54,59,70]. 

Neste trabalho, uma fase monolítica orgânica trocadora de cátions foi sintetizada 

no interior de um capilar de sílica fundida e utilizada como fase extratora no método in-

tube SPME UHPLC-MS/MS para a determinação de peptídeos Aβ em amostras de LCR. 

 

1.1.2. Fase monolítica  

Uma fase monolítica é um meio contínuo de separação/sorção que possui uma 

estrutura altamente porosa, de pequenos domínios e canais relativamente grandes que 

fornecem alta permeabilidade e capacidade de sorção superior às colunas capilares 

abertas, permitindo análises a altas vazões e baixa pressão [71]. Os macroporos (maiores 

que 50 nnm) garantem alta permeabilidade à estrutura monolítica permitindo a percolação 

de soluções sem implicar no aumento considerável de pressão [72]. Enquanto que os 

mesoporos (2 a 50 nm) fornecem alta área superficial [72,73]. 

As fases monolíticas podem ser classificadas em orgânica, inorgânica ou híbrida, 

de acordo com a natureza dos precursores de síntese [74]. As fases monolíticas baseadas 

em polímeros orgânicos apresentam como vantagens: (a) alta estabilidade em ampla faixa 

de pH, (b) fácil preparação, (c) síntese in-situ; (d) não requer o uso de frit; (e) alta 
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compatibilidade para análise de biomoléculas e (f) disponibilidade abundante de 

monômeros [74].  

Características como eficiência, área superficial e a porosidade deste tipo de fase 

monolítica podem ser influenciadas através da mudança na composição da mistura de 

polimerização (monômero funcional, agente reticulante, iniciador radicalar e solvente 

porogênico) ou nas condições de reação (temperatura e tempo de polimerização) [75,76].  

 

a) Suporte 

 

Os monolitos orgânicos podem ser preparados por polimerização in situ, ou seja, 

diretamente no interior de uma coluna de aço inoxidável ou no interior de capilar de sílica 

fundida. Quando preparado no interior do capilar de sílica fundida, inicialmente o capilar 

é lavado com uma base forte para que os grupos siloxanos da superfície interna do capilar 

sejam hidrolisados, aumentando a densidade de grupos silanóis que, por sua vez, servirão 

como âncoras para as reações subsequentes. Em seguida, o capilar é preenchido com um 

agente silanizante bifuncional, vedado e deixado por um tempo, com ou sem 

aquecimento, para que a reação ocorra. Após a silanização, os resíduos são removidos do 

interior do capilar pela passagem de um solvente apropriado. Este tratamento faz com que 

sejam formadas ligações entre as paredes do capilar e os grupos provenientes do agente 

silanizante, os quais estarão disponíveis para posterior fixação do monolito à parede do 

capilar durante a etapa de polimerização [71,77]. 

Após o tratamento do capilar, uma mistura constituída de monômero funcional, 

agente reticulante, iniciador de radical e solventes porogênicos é sonicada em banho de 

ultrassom e posteriormente purgada com nitrogênio para remoção do oxigênio dissolvido. 

Em seguida, essa mistura reacional é inserida no interior do capilar de sílica com uma das 

extremidades vedadas, fechando-se a outra após o preenchimento [71,78]. Por fim, o 

dispositivo (seja a coluna de aço inox ou capilar de sílica) contendo a mistura reacional 

em seu interior é levado para polimerização até a formação do monolito. 

 

b) Monômeros 

 

A funcionalização ou derivatização da fase monolítica consiste na modificação de 

grupos reativos da superfície do monolito com reagentes específicos, ou pela inserção de 

monômeros funcionais na superfície dos poros [71].  
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A funcionalização da fase monolítica é realizada simultaneamente à etapa de 

preparação do monolito com a adição de um monômero funcional adequado à mistura de 

polimerização [71]. As fases monolíticas orgânicas têm utilizado poliacrilamida (AAm) 

[79], estireno [80,81], alquil metacrilatos, glicidil metacrilato (GMA) [82–86] e grupos 

trocadores de cátions [77,87] como monômeros funcionais e etileno dimetacrilato 

(EDMA) ou divinilbenzeno (DVB) como agente reticulante [78,88,89].  

Ambas as fases monolíticas que fazem uso de metacrilato ou estireno como 

monômeros funcional, apresentam boa estabilidade em separações cromatográficas que 

utilizam fase móvel de caráter ácida ou básica [90]. Monolitos a base de metacrilato são 

estáveis na faixa de pH de 2-12 [91], enquanto que monolitos a base de estireno são 

estáveis na faixa de pH de 2-14 [92].  Os trocadores catiônicos apresentam grupos 

carregados negativamente, como os grupos sulfônicos, ligados à sua superfície interna do 

monolito. Esses grupos são capazes de reter compostos ionizados positivamente 

(compostos básicos) através de interações eletrostáticas. 

Outro fator que afeta a porosidade da fase monolítica é o grau de intercruzamento 

do polímero, ou seja, quanto maior a porcentagem de agente reticulante na mistura de 

polimerização, menor será o tamanho dos poros na fase monolítica [71,93]. No entanto, 

a redução da quantidade de agente reticulante na mistura produz uma fase monolítica com 

maiores tamanhos de poros, o que pode levar à perda da estrutura monolítica [94]. 

 

c) Solvente porogênico 

 

Os solventes porogênicos (sejam eles uma solução aquosa ou uma mistura de 

solventes orgânicos) devem solubilizar totalmente o monômero funcional, agente 

reticulante e iniciador radicalar resultando em uma mistura reacional homogênea. 

A porosidade de uma fase monolítica orgânica é controlada pelos solventes 

porogênicos, ou seja, quanto maior a porcentagem de solventes porogênicos na mistura 

de polimerização maior será a porosidade da fase monolítica [71].  

Na mistura de polimerização podem ser adicionados um, dois ou até três desses 

solventes, no entanto, monolitos preparados com um único solvente porogênico 

apresentam perda na estrutura dos poros e baixa estabilidade mecânica [94,95]. Dessa 

forma, um sistema binário de solventes porogênicos têm sido frequentemente utilizados 

na síntese de monólitos orgânicos. Nesse sistema, os solventes macro porogênicos são 
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responsáveis pela formação dos macroporos. Enquanto os solventes micro porogênicos 

resultam na formação de poros menores [94]. 

 

d) Iniciador radicalar 

 

Tem como principal função iniciar as reações de polimerização quando a mistura 

reacional é colocada em aquecimento ou sob luz UV. A quantidade adicionada de 

iniciador radicalar à mistura reacional irá afetar diretamente a velocidade com que a 

reação ocorre e consequentemente o tamanho dos poros formados. A velocidade de 

polimerização é lenta quando utilizada baixas quantidades de iniciador radicalar, 

enquanto que seu uso em excesso aumenta a velocidade de polimerização [94]. 

 

e) Polimerização 

 

A polimerização pode ser iniciada por aquecimento, em temperaturas que variam 

de 50° a 80°C [96–102], luz UV [93,103,104], reações de poli condensação [83] ou 

polimerização por metástase por abertura de anel [105,106]. 

A principal vantagem da polimerização iniciada por luz UV é a polimerização 

local do monolito. No entanto, neste tipo de polimerização é necessário a utilização de 

materiais de recobrimento transparentes para os capilares. Além disso, esses materiais são 

menos resistentes e flexíveis que os capilares recobertos com poliimida [71]. 

Por outro lado, a polimerização iniciada termicamente permite a utilização de 

capilares de sílica fundida revestidos com uma camada de poliimida, o que fornece uma 

maior resistência e flexibilidade. Porém, alguns trabalhos na literatura reportam certa 

dificuldade de se preparar fases monolíticas dentro de um espaço restrito como o capilar 

de sílica fundida [71]. 

Durante a etapa de polimerização, radicais são formados a partir do iniciador 

radicalar. Os polímeros em crescimento produzem núcleos (precipitados) que aumentam 

de tamanho e levam à formação de clusters, que por sua vez se unem levando à formação 

da fase monolítica [72]. Após o término da polimerização, um solvente é percolado 

através da fase monolítica para remoção dos resíduos e dos solventes porogênicos [71]. 

A temperatura de polimerização controla a distribuição de poros na fase 

monolítica, afetando a formação da estrutura porosa e a área superficial. O uso de altas 

temperaturas reduz a permeabilidade da fase monolítica. Por outro lado, quando a 
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temperatura de polimerização é muito baixa, a velocidade de reação é lenta e a reação 

pode não ocorrer [94]. 

O tempo de polimerização afeta de forma significante a estrutura interna da fase 

monolítica. Longos tempos de polimerização resultam em reações tardia do monômero, 

o que reduz o tamanho dos poros e diminui a porosidade da fase monolítica [94]. Em 

contrapartida, as reações de polimerização podem ocorrem de forma incompletas em 

tempos de polimerização curtos. 

 

1.1.3. Caracterização morfológica e química das fases monolíticas 

A técnica de Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) é capaz de fornecer 

informações morfológicas da estrutural do material. Esta técnica se baseia na incidência 

de um feixe de elétrons sobre a amostra, que permanece fixa num suporte metálico. A 

interação entre este feixe (primário) e a amostra, emite elétrons secundários, retro 

espelhados, raios-X e outros. Apenas elétrons secundários e retro espelhados são 

monitorados com um arranjo de detectores do equipamento e utilizados para a confecção 

da imagem da superfície da amostra. Fases monolíticas orgânicas são caracterizadas 

através da técnica MEV mediante o recobrimento metálico e de carbono devido a sua 

baixa condutividade elétrica [107]. A técnica MEV tem sido empregada para comparar a 

superfície de fases monolíticas sintetizadas em diferentes condições avaliar a 

interconectividade dos poros e a homogeneidade radial das sínteses realizadas in situ 

[74,108–112]. 

A Espectroscopia Vibracional na região do infravermelho por transformada de 

Fourier (FTIR) é comumente utilizada na identificação de grupos funcionais incorporados 

nas amostras. A identificação é baseada na medida da radiação (na região do 

infravermelho) absorvida pela amostra submetida a um feixe. Geralmente os grupos 

funcionais absorvem radiação entre 400 e 4000 cm-1. A absorção em cada comprimento 

de onda está relacionada com um modo normal de vibração dos grupamentos químicos. 

Os ensaios de adsorção/dessorção são baseados na adsorção de gases, que se 

caracterizam pelo enriquecimento da concentração do adsorbato na superfície da amostra 

[113]. A amostra é inserida em uma câmara que é preenchida com uma quantidade 

conhecida de nitrogênio. A temperatura da câmara é mantida constante, enquanto a 

pressão no sistema é registrada em intervalos de tempos regulares. À medida que o gás 
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vai se adsorvendo na amostra, a pressão da câmara diminui. Os dados são coletados e 

utilizados na confecção de isotermas que relacionam a quantidade de gás adsorvido em 

função da pressão relativa (P/Po). O tipo de isoterma revela informações a respeito da 

porosidade do material sintetizado [114]. Os métodos BET [115] e BJH [116] são 

utilizados no tratamento dos dados obtidos pelas isotermas de adsorção. O primeiro é 

empregado na obtenção da área superficial dos adsorventes porosos, enquanto o segundo 

método é empregado na determinação dos tamanhos dos mesoporos. 

 

1.1.4. Colunas cromatográficas utilizadas em cromatografia líquida 

A eficiência das separações cromatográficas, expressa pela altura do prato (H, µm) 

tem sido descrita pela equação de Van Deemter (Equação 2).  

 

                                                       𝐻 = 𝐴 +  
𝐵

𝜇
 + 𝐶𝜇                                              (𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 2) 

 

O termo A refere-se ao alargamento dos picos devido aos múltiplos caminhos 

seguidos pelas moléculas dos analitos. Esses caminhos são dependentes do tamanho das 

partículas bem como sua morfologia. O termo B está relacionado à difusão longitudinal 

ou difusão do soluto na fase móvel e este termo pode ser minimizado com o uso de altas 

velocidades lineares de fase móvel. A difusão ocorre das regiões centrais (maior 

concentração) para as regiões axiais (menor concentração). O termo C é descrito pela 

transferência de massa do analito entre a fase móvel e a fase estacionária. Portanto, o uso 

das colunas com partículas pequenas (sub 2 µm) resulta em rápida difusão dos analitos 

entre as fases, em razão da menor profundidade de poros [117–119].  

Estudos têm sido direcionados para a obtenção de separações cromatográficas 

rápidas, com alta eficiência, alta resolução e baixa pressão do sistema cromatográfico. 

Nesse contexto, atualmente existe uma grande variedade de colunas cromatográficas 

disponíveis comercialmente com diferentes tecnologias e diferentes tamanhos de 

partículas de fases estacionárias totalmente porosas e superficialmente porosas. 

As colunas BEH possuem a tecnologia de partículas híbridas de pontes de etileno 

(BEH) que oferece muitas vantagens em relação às partículas convencionais à base de 

sílica, incluindo a capacidade de controlar a atividade do silanol para oferecer melhor 
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reprodutibilidade, formato de pico e eficiência. Além disso, essas partículas são 

mecanicamente fortes, resistentes a ampla faixa de pH (1 – 12) e altamente estáveis 

As colunas CSH possuem partículas híbridas de superfície carregada e são capazes 

de incorporar uma carga superficial de baixo nível que melhora a capacidade de carga da 

amostra e a assimetria do pico em fases móveis de baixa força iônica, enquanto mantem 

a estabilidade mecânica e química. Estas colunas fornecem picos de alta qualidade para 

compostos básicos. 

As colunas CORTECS possuem partículas de núcleo sólido recoberto por uma 

camada porosa o que permite o aumento na eficiência da coluna e contra pressões mais 

baixas em comparação com as colunas recheadas de partículas totalmente porosas. 
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1.2. Objetivos 

1.2.1. Objetivo Geral 

▪ Desenvolver e validar o método in-tube SPME UHPLC-MS/MS para a 

determinação de peptídeos Aβ em amostras de LCR de pacientes com a doença de 

Alzheimer. 

 

1.2.2. Objetivos Específicos 

▪ Sintetizar e caracterizar a fase monolítica orgânica com grupos sulfônicos 

(polimerização in situ no interior de um capilar de sílica).  

▪ Otimizar e validar o método in-tube SPME UHPLC-MS/MS para a determinação 

de peptídeos Aβ em amostras de LCR de pacientes com a doença de Alzheimer. 

▪ Determinar as concentrações dos peptídeos Aβ em amostras de LCR de pacientes 

com a doença de Alzheimer utilizando o método in-tube SPME UHPLC-MS/MS 

otimizado e validado. 
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1.3. Materiais e Métodos 

1.3.1. Materiais e Reagentes 

Os padrões analíticos dos peptídeos Aβ38, Aβ40 e Aβ42 e os padrões analíticos 

dos peptídeos marcados isotopicamente com isótopo de nitrogênio-15 (15N51-Aβ38, 

15N53-Aβ40 e 15N55-Aβ42) foram adquiridos da empresa AnaSpec (Fremont, CA, 

USA).  

A água utilizada no preparo das soluções padrão (estoque e diluídas) e na fase 

móvel foi purificada em sistema Milli-Q (Millipore, São Paulo, Brasil). Os solventes grau 

HPLC acetonitrila (ACN), isopropanol, metanol (MeOH), e outros solventes como, ácido 

fosfórico (H3PO4), hidróxido de amônio (NH4OH), ácido clorídrico (HCl) e 1-propanol 

(99%) foram adquiridos da empresa Sigma Aldrich (St. Louis, USA). Os reagentes vinil 

trimetoxissilano (VTMS, 98%), 2,2-azo-bisisobutironitrilo (AIBN, 98%), 3-sulfopropil 

metacrilato de potássio (SPM, 98%) e etileno glicol dimetacrilato (EDMA, 98%) foram 

adquiridos da empresa Sigma Aldrich (St. Louis, USA). 

As ponteiras LoRetention® e tubo Eppendorf Protein LoBind® foram adquiridos 

da Eppendorf (Hamburgo, Alemanha). 

 

1.3.2. Soluções padrão e estoque 

As soluções padrão estoque dos analitos foram preparadas em solução aquosa de 

1% de hidróxido de amônio e acetonitrila contendo 1% de hidróxido de amônio (80:20 

v/v). As soluções estoque foram preparadas separadamente (uma para cada analito) na 

concentração de 100 µg mL-1 e armazenadas a – 80°C em Eppendorf de 1,5 mL (LoBind). 

As soluções padrão diluídas contendo todos os analitos foram preparadas, diariamente, a 

partir da solução estoque (100 µg mL-1) e armazenadas no sample manager a 10°C.  

 

1.3.3. Preparo da matiz biológica sintética 

Durante o desenvolvimento do método analítico, o LCR sintético foi utilizado 

como matriz substituta ao LCR humano pois os peptídeos Aβ são substâncias endógenas. 

Além disso, há na literatura diversos trabalhos que reportam a utilização de LCR sintético 

como uma matriz substituta ao LCR humano para o desenvolvimento de métodos 

analíticos [29,120,121]. A compatibilidade entre ambas as matrizes (sintética e humana) 
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foi avaliada através da infusão pós coluna e o Test T para comparação da inclinação das 

retas obtidas nas diferentes matrizes. 

O preparo do LCR sintético foi baseado em trabalhos da literatura [122]. Para isso 

foi preparada uma solução contendo: 122 mM de cloreto de sódio (NaCl); 3 mM de 

cloreto de potássio (KCl); 0.4 mM de fosfato monopotássico (KH2PO4); 1.3 mM de 

cloreto de cálcio (CaCl2); 25 mM de bicarbonato de sódio (NaHCO3); 1.2 mM de sulfato 

de magnésio (MgSO4) e 0,15% de albumina de soro bovino (BSA). O LCR sintético foi 

armazenado a – 20°C.  

 

1.3.4. Pré-tratamento da amostra biológica 

Em um frasco de eppendorf® LoBind, uma alíquota de 200 µL de LCR sintético 

contendo 5% plasma de rato foi enriquecida com 40 µL da solução estoque dos analitos, 

resultando na concentração final de 100 ng mL-1. Em seguida, o Eppendorf foi agitado 

em vórtex por 60 s e a amostra diluída com 200 µL de uma solução aquosa de ácido 

fórmico 10%. Após este procedimento, as amostras foram submetidas à técnica in-tube 

SPME. 

 

1.3.5. Condições UHPLC-MS/MS 

As análises UHPLC-MS/MS foram realizadas em um sistema de cromatografia 

líquida (Waters Acquity UPLC H-Class) acoplado a espectrometria de massas sequencial 

triplo quadrupolo (Xevo TQ-D®) - (Waters, Milford, MA, USA), equipado com fonte de 

ionização por electrospray (ESI) operando em modo positivo. 

A separação cromatográfica dos analitos foi realizada utilizando a coluna de fase 

reversa Acquity UPLC Peptide BEH C18 (150 mm × 2.1 mm × 1,7 µm) mantida a 35°C 

e com eluição no modo gradiente. A fase móvel da separação cromatográfica foi 

composta por: (A) solução aquosa contendo 0,3% de hidróxido amônio e (B) acetonitrila, 

na vazão de 0,2 mL min-1. As determinações quantitativas UHPLC-MS/MS foram 

realizadas por padronização interna, empregando padrões isotópicos.  

As análises MS/MS foram realizadas no modo de monitoramento de reações 

selecionadas (SRM), em razão da alta seletividade e detectabilidade. A otimização da 

detecção MS/MS foi feita através de infusão direta de soluções padrão dos analitos 

preparados em água contendo 0,5% de hidróxido de amônio: acetonitrila contendo 0,5% 
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de hidróxido de amônio (50:50, v/v). As soluções padrão dos analitos foram preparados 

isoladamente na concentração de 10 µg mL-1. As condições de ionização estabelecidas 

foram as seguintes: voltagem do capilar = 3.50kV; temperatura da fonte de ionização = 

500°C; gás do cone = 100 L.h-1 (N2, pureza de 99,9%); gás de dessolvatação = 1000 L.h-

1 e 500°C (N2, pureza de 99,9%); gás de colisão = argônio (pureza 99,9999%). O dwell 

time foi estabelecido automaticamente para cada transição.  

Os íons produto de quantificação e confirmação, a energia do cone e a energia de 

colisão foram determinadas separadamente para cada analito e os parâmetros utilizados 

estão descritos na Tabela 1. Todos os dados foram adquiridos utilizando o software 

MassLynx V4.1. 

 

Tabela 1. Transições MS/MS (SRM), voltagem do cone (DP), energia de colisão (CE) e 

tempo de retenção (tR) dos analitos. 

Analito Íon precursor (m/z) Íon produto (m/z) DP (V) CE (V) 
tR 

(min) 

Aβ38 1033.2 1000.3 45 23 6.68 
15N51-Aβ38b 1046.3 1012.1 45 22 6.68 

Aβ40 1082.5 1053.5 55 25 6.91 
15N53-Aβ40b 1096.3 1066.6 45 23 6.91 

Aβ42 1128.5 1078.2 55 26 7.07 
15N55-Aβ42b 1142.9 1090.7 50 24 7.07 

a Precursor [M+H]4+; b padrão interno; 

 

1.3.6. Síntese da fase monolítica orgânica com grupos sulfônicos 

O procedimento de síntese in situ da fase monolítica no interior do capilar de sílica 

fundida (530 µm de d.i. × 6 cm de comprimento) pode ser dividida em três etapas: (I) 

ativação dos grupos silanóis; (II) funcionalização da parede interna do capilar; (III) 

síntese in situ. 

I.Ativação dos grupos silanóis: o capilar de sílica fundida foi lavado com solução 

de HCl (0,2 mol L-1), seguido de água ultrapura, solução de NaOH (1 mol L-1), água 

ultrapura e metanol. Por último, o capilar foi purgado com nitrogênio e seco em estufa a 

160 ºC por 3 horas. 

II. Derivatização da parede interna do capilar: o capilar foi preenchido com uma 

solução de vinil trimetoxissilano (VTMS), as extremidades do capilar foram seladas com 
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septo de silicone e o capilar aquecido à 85°C por 2 horas. Posteriormente, o capilar foi 

lavado com metanol e purgado com nitrogênio [123]. 

III.Síntese in situ: A síntese da fase monolítica orgânica com grupos sulfônicos foi 

baseada em trabalhos da literatura [87,108] com modificações e otimização das condições 

de síntese. Os reagentes/solventes utilizados no procedimento de síntese otimizado foram: 

SPM (monômero funcional), EDMA (agente reticulante), 1-propanol e água (solventes 

porogênicos) e AIBN (iniciador radicalar). 

Em um tubo Eppendorf ® de 2,0 mL foram adicionados 0,3306 g de 3-sulfopropil 

metacrilato (SPM), seguido de 650 µL de 1-propanol, 520 µL de água, 200 µL de 

etilenodimetacrilato (EDMA) e 16 mg de 2,2’azobisisobutironitrilo (AIBN). Após 

agitação em vortex por 30 segundos, a mistura reacional foi purgada com nitrogênio por 

2 minutos. Com o auxílio de uma microsseringa, a mistura foi inserida no interior do 

capilar de sílica fundida previamente tratado e purgado com nitrogênio. As extremidades 

do capilar foram vedadas com septo de silicone e o capilar foi mantido a 60°C por 24 

horas para polimerização. Posteriormente, o capilar sintetizado foi lavado com 2 mL de 

metanol para remoção dos possíveis resíduos de síntese. 

 

1.3.7. Caracterização morfológica e química da fase monolítica orgânica 

com grupos sulfônicos 

A caracterização morfológica foi realizada por microscopia eletrônica de 

varredura (MEV) do Departamento de Química da FFCLRP-USP. Primeiramente, os 

materiais foram recobertos como ouro e carbono por 120 s em equipamento Bal-Tec SCD 

050 Sputter e posteriormente analisados em microscópio eletrônico de varredura Zeiss 

EVO 50 (Cambridge, UK) e Shimadzu SS-550. Diferentes magnitudes (170X e 10kX) 

foram avaliadas para melhor elucidar a superfície morfológica do monolito. 

A caracterização química foi realizada por espectroscopia vibracional da região 

do infravermelho por transformada de Fourier (FTIR). O espectro de FTIR foi obtido em 

um equipamento Shimadzu-IR-Prestige-21 com leituras de 400 a 4000 cm-1, utilizando 

pastilhas de KBr e coletando um ponto a cada 2 cm-1 a 32 varreduras. 

O experimento de adsorção/dessorção de nitrogênio foi realizado a 77 K em um 

analisador Micrometics ASAP 2010. O tratamento dos dados foi realizado pelo método 

BET [124]. 
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1.3.8. Condições in-tube SPME offline 

As condições finais do sistema in-tube SPME offline que resultaram em extrações 

com maiores taxas de eficiência foram: uma alíquota de 200 µL de LCR sintético 

contendo 5% de plasma de rato previamente enriquecida com a solução padrão dos 

analitos na concentração final de 100 ng mL-1 e diluída na proporção 1:1 com solução 

aquosa de ácido fórmico 10% foi percolada pela fase monolítica para pré-concentrar os 

analitos. Em seguida, 200 µL da solução de limpeza constituída por H2O:ACN, (95:5, 

v/v) foi percolada para remoção dos interferentes endógenos da matriz biológica. Para a 

eluição dos analitos, 100 µL da solução constituída por ACN:H2O:NH4OH (75:15:10, 

v/v/v) foi percolada pela fase monolítica. O extrato obtido foi evaporado, reconstituído 

em 50 µL de fase móvel e 10 µL foram injetados no sistema UHPLC-MS/MS. Por fim, a 

fase monolítica foi lavada com uma alíquota de 200 µL de solução constituída por 

ACN:H2O:NH4OH (75:15:10, v/v/v) e recondicionada com 200 µL da solução aquosa de 

ácido fórmico 10% para a próxima análise. 

 

1.3.9. Validação analítica do método in-tube SPME UHPLC-MS/MS 

A validação analítica do método in-tube SPME UHPLC-MS/MS foi realizada 

segundo as normas da preconizadas pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA) – Resolução RDC Nº 27 de 17 de maio de 2012 e RDC Nº 166 de 24 de julho 

de 2017. 

Os parâmetros de validação analítica (linearidade, limite de quantificação, 

precisão intra e intercorridas, exatidão intra e intercorridas, efeito residual e efeito matriz) 

foram avaliados com amostras de LCR sintético enriquecidas com solução padrão dos 

analitos em diferentes concentrações e padrões internos marcados isotopicamente, com 

exceção do efeito residual que utilizou amostras de LCR sintético branco. 

As curvas analíticas, sendo uma para cada analito, foram plotadas em diferentes 

intervalos de concentração (LIQ – 10 ng mL-1). Todas as curvas analíticas foram geradas 

em quintuplicata, plotando a razão entre as áreas (analito/PI) em função da concentração 

de cada analito. 

As curvas analíticas foram aprovadas para as análises quantitativas, quando o 

coeficiente de variação (CV) – equação 3 – do calibrador correspondente à concentração 

nominal no limite inferior de quantificação (LIQ) apresentou valor menor ou iguais a 20% 
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e quando o CV foi menor que 15% em relação à concentração nominal para os outros 

calibradores, incluindo o limite superior de quantificação (LSQ). 

 

𝐶𝑉 =  [
𝐷𝑒𝑠𝑣𝑖𝑜 𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑒𝑥𝑝𝑒𝑟𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑙
]  × 100                  (3) 

 

A precisão foi determinada em ensaios conduzidos no mesmo dia (precisão 

intracorridas) e em ensaios conduzidos em três dias consecutivos (precisão intercorridas). 

Cada experimento foi realizado em quintuplicata em cinco concentrações diferentes: 

limite inferior de quantificação (LIQ), controle de qualidade baixo (CQB), controle de 

qualidade médio (CQM), controle de qualidade alto (CQA) e limite superior de 

quantificação (LSQ). A ANVISA preconiza que os valores de CV não devem exceder em 

15% para os controles de qualidade, exceto para o LIQ que não deve exceder em 20%. 

A exatidão foi determinada em ensaios conduzidos no mesmo dia (exatidão 

intracorridas) e em ensaios conduzidos em três dias consecutivos (exatidão intercorridas). 

A exatidão, expressa pelo Erro Padrão Relativo (EPR) – equação 4 – foi avaliada em 

quintuplicata, sendo que não foram admitidos valores superiores a ±15% do valor 

nominal, exceto para o LIQ, para o qual não se admitiu valores superiores a ±20% do 

valor nominal. 

 

𝐸𝑃𝑅 =  [
(𝐶𝑜𝑛𝑐. 𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑒𝑥𝑝𝑒𝑟𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑙 − 𝑉𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑛𝑜𝑚𝑖𝑛𝑎𝑙)

𝑉𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑛𝑜𝑚𝑖𝑛𝑎𝑙
]  × 100                  (4) 

 

A avaliação do efeito residual foi realizada com três injeções da mesma amostra 

branco de referência (amostras de LCR sintético não enriquecidas com a solução padrão 

dos analitos), sendo uma antes e duas logo após a injeção de uma amostra de LCR 

enriquecida com os analitos na concentração correspondente ao LSQ. Segundo as normas 

da ANVISA, os picos interferentes, nos tempos de retenção dos analitos, devem possuir 

valores de área inferiores a 20% das áreas correspondentes ao LIQ e inferior a 5% das 

áreas apresentadas pelo PI [125]. 

O efeito matriz foi avaliado pelo método de infusão pós-coluna. Nessa análise, a 

amostra de LCR branco de referência é injetada no sistema cromatográfico (via UHPLC) 

e ao mesmo tempo, via infusão direta (via MS/MS) um mix de solução padrão contendo 

todos os analitos. No cromatograma obtido é possível avaliar a influência dos 



24 
 

interferentes da matriz biológica no tempo de retenção dos analitos [125]. O efeito matriz 

também foi determinado por meio da comparação entre os coeficientes angulares de seis 

curvas de calibração, sendo 3 curvas construídas em LCR sintético enriquecidas com os 

analitos e 3 curvas construídas em LCR humano enriquecidas com os analitos. As curvas 

foram construídas utilizando a mesma faixa linear adotada para os ensaios de linearidade. 

O paralelismo das retas foi avaliado empregando o Test-t a nível de significância de 0,05. 

O fator de enriquecimento foi calculado pela razão entre a quantidade de analitos 

extraídos pelo capilar (Cext) e a quantidade total de analitos (Ci) injetado no sistema 

cromatográfico. Onde Ci foi determinado utilizando o método UHPLC-MS/MS e Cext foi 

determinado utilizando o método in-tube SPME-UHPLC-MS/MS. 

 

1.3.10. Análise das amostras de LCR de pacientes com a Doença de Alzheimer 

Para avaliar a aplicabilidade do método, amostras de LCR de pacientes com a 

Doença de Alzheimer foram coletadas no Ambulatório de Doenças Extrapiramidais e 

Neurologia Comportamental do Hospital das Clínicas de Ribeirão Preto sob 

responsabilidade do Prof, Dr. Vitor Tumas, docente da Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo. Um total de seis amostras foram analisadas 

pelo método in-tube SPME UHPLC-MS/MS. A coleta destas amostras biológicas foi 

aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Hemocentro do Hospital das Clínicas da 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto. 
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1.4.  Resultados e Discussão 

1.4.1. Avaliação das condições MS/MS 

O modo de ionização a ser utilizado depende dos tipos de sítios (ácidos ou básicos) 

que os analitos a serem estudados apresentam. Os peptídeos Aβ contêm vários resíduos 

de aminoácidos ácidos, neutros e básicos e apresentam um ponto isoelétrico de 

aproximadamente 5,2. Portanto, os peptídeos Aβ podem ionizar-se negativa ou 

positivamente e produzir espécies com cargas múltiplas. Considerando isso, a fonte de 

ionização ESI foi avaliada em ambos os modos positivo e negativo, assim como a adição 

de hidróxido de amônio e ácido fórmico no preparo das soluções padrão de infusão de 

cada peptídeo. Os espectros de massas obtidos através da infusão direta de solução padrão 

dos analitos preparados em água contendo 0,5% de hidróxido de amônio: acetonitrila 

contendo 0,5% de hidróxido de amônio (50:50, v/v) mostraram que a fonte de ionização 

operando em modo positivo produziu transições mais intensas e por isso a ionização no 

modo positivo [M+H]+ foi escolhida, assim como reportado por Lame et al. [24]. As 

transições [M+4H] dos peptídeos Aβ1-38, Aβ1-40 e Aβ1-42 foram escolhidas para 

quantificação com base na intensidade do sinal produzido.  

Os parâmetros de calibração do espectrômetro de massas foram configurados 

como segue: Low Mass Resolution 1 = 5.3; High Mass Resolution 1 = 10.0; Low Mass 

Resolution 2 = 11.4; High Mass Resolution 2 = 10.0; Ion Energy 1 = 0.3; Ion Energy = 

0.5; Collission Energy = 5.0. 

A distância e altura entre o capilar da fonte ESI e o cone de extração também 

foram avaliadas para obter maiores sinais analíticos. Foi observado que a uma distância 

de 5,38 mm e altura de 0,5 mm houve aumento do sinal analítico. 

 

1.4.2. Avaliação das condições cromatográficas 

As condições cromatográficas (coluna cromatográfica e fase móvel) foram 

otimizadas para obtenção de picos simétricos e análise em curto espaço de tempo. Para 

essas avaliações, foram utilizadas soluções padrão contendo mix dos analitos na 

concentração de 100 ng mL-1 preparadas na fase móvel. 
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(a) Fase estacionária 

 

Foram avaliadas um total de sete diferentes colunas cromatográficas com 

diferentes tecnologias e características físicas (comprimento, diâmetro interno e tamanho 

de partícula). São elas: (a) Acquity UPLC BEH C18 (2,1 × 50 mm e 1,7 µm), (b) Acquity 

UPLC BEH C4 (2,1 × 50 mm e 1,7 µm), (c) Acquity UPLC CSH C18 (2,1 × 100 mm e 

1,7 µm), (d) XSelect CSH C18 (2,1 × 100 mm e 2,5 µm), (e) Cortecs C18+ (2,1 × 100 

mm e 2,7 µm), (f) Acquity UPLC BEH Amide (2,1 × 100 mm e 1,7 µm) e (g) Acquity 

UPLC Peptide BEH C18 (2.1 × 150 mm e 1.7 µm). A temperatura da coluna e as 

composições de fase móvel foram avaliadas respeitando as orientações de cada fabricante. 

Para fins de comparação entre as colunas com diferentes comprimentos e 

tamanhos de partículas, utilizamos a equação de Van Deemter (equação 2, item 1.1.4). 

Quando comparadas com as partículas totalmente porosas (XSelect CSH C18 – 

2,1 × 100 mm e 2,5 µm), as partículas superficialmente porosas (Cortecs C18+ – 2,1 × 

100 mm e 2,7 µm) apresentam maior densidade, e consequentemente uma maior 

homogeneidade da estrutura do leito cromatográfico, resultando em uma diminuição do 

termo A da equação de Van Deemter e também na menor pressão do sistema 

cromatográfico [126]. Além do melhor empacotamento, as partículas superficialmente 

porosas possuem número reduzido de poros, diminuindo o comprimento do caminho de 

difusão e reduzindo a contribuição do termo C, devido a transferência de massas mais 

rápida. 

Os termos A e C da equação de Van Deemter dependem diretamente do diâmetro 

da partícula. De modo que quando comparamos duas colunas totalmente porosas com 

diferentes tamanhos de partículas (Acquity UPLC CSH C18 – 2,1 × 100 mm e 1,7 µm; e 

XSelect CSH C18 –2,1 × 100 mm e 2,5 µm) a redução do tamanho da partícula aumentou 

a eficiência de separação. Em contrapartida, a coluna empacotada com partículas menores 

apresentou menor permeabilidade e consequentemente maiores pressões no sistema 

cromatográfico. 

Quando comparamos duas colunas de fase reversa contendo cadeias alquílicas de 

diferentes tamanhos (Acquity UPLC BEH C18 – 2,1 × 50 mm e 1,7 µm; e Acquity UPLC 

BEH C4 – 2,1 × 50 mm e 1,7 µm), observamos que além de maior tempo de análise, o 

fator de retenção também aumentou em função da maior densidade da cadeia alquila 

devido a maior hidrofobicidade da fase estacionária [127].  
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Por fim, a coluna cromatográfica mais adequada para a análise dos peptídeos Aβ 

foi a coluna Acquity UPLC Peptide BEH C18 (2,1 × 150 mm e 1,7 µm). Esta coluna foi 

especialmente desenvolvida para a separações de peptídeos, possui poro largo (300Å), é 

tri funcionalmente ligada e estável em ampla faixa de pH (1 – 12). 

 

(b) Fase móvel 

 

Para a otimização da fase móvel foi avaliada a adição de hidróxido de amônio em 

diferentes concentrações (0,1 a 0,3%) como aditivo, com o objetivo de favorecer o 

processo de ionização dos analitos (através do ajuste do pH do meio) e interações com a 

fase estacionária. O modo de eluição (isocrático e gradiente) e a vazão (mL min-1) da fase 

móvel também foram parâmetros avaliados. 

O primeiro parâmetro avaliado na otimização da fase móvel foi a separação dos 

analitos em modo isocrático e gradiente. Inicialmente foram avaliadas diferentes 

condições isocráticas de fase móvel composta por (A) água + 0,3% hidróxido de amônio 

e (B) acetonitrila nas seguintes proporções: 90:10, 80:20, 70:30, 75:35, 60:40 e 50:50 

(v/v). Foi observado que em todas as condições isocráticas avaliadas os analitos foram 

eluídos no volume morto da coluna, ou seja, não houve retenção dos analitos na fase 

estacionária. Posteriormente diferentes gradientes de eluição com diferentes composições 

de fase móvel foram avaliados. O gradiente de eluição descrito a seguir resultou em 

melhor separação cromatográfica, picos mais finos e simétricos: 10%B (0-1min), 10-

45%B (1-6,5 min), mantido a 45%B por 5,5 min e 45-10%B por 2 min. 

Em seguida, a vazão da fase móvel foi avaliada pois este parâmetro influencia 

diretamente na ionização por ESI (Figura 3). O aumento da vazão de 0,2 mL min-1 para 

0,3 mL min-1 pode dificultar o processo de formação de íons na fase gasosa diminuindo 

assim a sensibilidade do equipamento. Dessa forma, ficou estabelecido a vazão de 0,2 mL 

min-1 de fase móvel. 
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Figura 3. Avaliação da influência da vazão (mL/min) da fase móvel (água + 0,1% 

hidróxido de amônio: acetonitrila, 90:10, v/v) nas condições UHPLC-MS/MS. 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

A concentração do aditivo hidróxido de amônio (NH4OH) na fase móvel também 

foi avaliada. Para determinar a melhor concentração deste aditivo foram avaliados as 

áreas e o formato dos picos cromatográficos dos analitos nas concentrações de 0,1 a 0,3% 

(Figura 4). De acordo com os valores obtidos pode-se concluir que a adição de 0,3% de 

hidróxido de amônio na fase móvel resultou nos maiores valores de áreas para todos os 

analitos. 

Portanto, conclui-se que a melhor condição de separação cromatográfica foi 

obtida utilizando a coluna cromatográfica Acquity UPLC BEH Peptide C18 (2,1 × 150 

mm e 1,7 µm) mantida a temperatura de 35°C, fase móvel constituída por (A) água + 

0,3% NH4OH e (B) acetonitrila com vazão de 0,2 mL min-1 e eluição por gradiente 

(Figura 5). 
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Figura 4. Avaliação da influência da concentração de hidróxido de amônio na fase móvel. 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

Figura 5. Cromatograma de íons totais (TIC) dos peptídeos AB nas condições 

cromatográficas otimizadas. 

 

Fonte: Próprio autor. 
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1.4.3. Síntese da fase monolítica orgânica com grupos sulfônicos 

A otimização da síntese da fase monolítica orgânica com grupos sulfônicos 

considerou diversos parâmetros como: (a) superfície de suporte; (b) monômero funcional; 

(c) natureza e proporção dos solventes porogênicos; (d) tempo e temperatura de 

polimerização; (e) razão molar monômero funcional/agente reticulante; (f) porcentagem 

de solvente porogênico na mistura reacional; (g) porcentagem de iniciador radicalar; (h) 

agente reticulante.  

A otimização da etapa de síntese avaliou a permeabilidade, a caracterização 

morfológica através de imagens MEV (Figura 6) e a capacidade de extração das fases 

monolíticas sintetizadas nas diferentes condições.  

A permeabilidade está relacionada com a presença de poros na estrutura 

monolítica, portanto a permeabilidade das fases monolíticas sintetizadas nas diferentes 

condições de síntese foi avaliada a partir da pressão (psi) obtida no seguinte sistema: o 

capilar contendo a fase monolítica foi acoplado a válvula de injeção de um equipamento 

LC e com auxílio de uma bomba peristáltica, um solvente (metanol) foi percolado a uma 

vazão constante de 0,08 mL min-1.  
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Figura 6. Imagens de Microscopia Eletrônica de Varredura. Avaliação das diferentes 

condições de síntese: (a) Fase monolítica 1.0; (b) Fase monolítica 6.0; (c) Fase monolítica 

8.0; (d) Fase monolítica 6.2; (e) Fase monolítica 6.3; (f) Fase monolítica 6.4; (g) Fase 

monolítica 6.7; (h) Fase monolítica 6.9; (i) Fase monolítica 6.10; (j) Fase monolítica 6.11. 

 

Fonte: Próprio autor. 
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a) Suporte 

 

Dependendo das dimensões e da natureza química da superfície do suporte em 

que a síntese é realizada, ligações podem ser estabelecidas entre a estrutura do monolito 

e a superfície do material utilizado como suporte. No presente trabalho, a síntese da fase 

monolítica foi realizada in situ, ou seja, no interior de capilares de sílica fundida recoberto 

com uma camada de poliimida. A Figura 7 ilustra as etapas de ativação dos grupos 

silanóis (à esquerda) e a derivatização da parede interna do capilar (à direita) realizadas 

previamente à etapa de síntese. A primeira etapa consistiu no tratamento da superfície 

interna do capilar de sílica para ativação dos grupos silanóis. Na segunda etapa, moléculas 

do precursor viniltrimetoxissilano (VTMS) reagem com os grupos silanóis da superfície 

da sílica, via reações de condensação, formando ligações siloxano que servirão como 

pontos de ancoragem para as reações de polimerização da fase monolítica orgânica 

sintetizada in situ [123,128]. 

 

Figura 7. Etapas de ativação (esquerda) e derivatização (direita) das paredes internas do 

capilar de sílica fundida previamente tratado. 

 

Fonte: Reproduzido de Marchioni (2019) [60] 

 

b) Monômero funcional 

 

Os monômeros funcionais mais utilizados na síntese de fases monolíticas 

orgânicas são a base de estireno, acrilatos, metacrilatos, acrilamidas e metacrilamidas 

[129]. Neste trabalho, um monômero funcional a base de metacrilato com grupos 

sulfônicos foi escolhido devido seu caráter de trocador de cátions. 

 

c) Natureza e proporção dos solventes porogênicos 

Os solventes porogênicos são responsáveis por gerar poros na estrutura monolítica 

de modo a garantir a passagem de fase móvel na fase monolítica sem o aumento 
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considerável da pressão do sistema. Também são responsáveis por solubilizar os 

reagentes de síntese e formar uma solução homogênea. 

Portanto, a solubilidade do monômero funcional, agente reticulante e iniciador 

radical foi avaliada na presença de diferentes solventes: água, dimetilsulfóxido (DMSO), 

acetonitrila (ACN), metanol, etanol, etileno glicol, 1,4-butanodiol e 1-propanol. Testes 

qualitativos mostraram que os solventes DMSO, ACN e etanol não solubilizaram 

completamente os reagentes de síntese e por isso não seguiram nas próximas etapas de 

otimização. 

Estudos prévios publicados na literatura demonstram que fases monolíticas 

preparadas com um único solvente porogênico apresentam baixa estabilidade mecânica, 

o que não ocorre quando um sistema binário ou terciário de solvente porogênio é utilizado 

[94]. Dessa maneira, o próximo parâmetro avaliado foi a influência de diferentes pares de 

solventes porogênicos na permeabilidade das fases monolíticas sintetizadas. Os pares de 

solventes etileno glicol + metanol, 1-propanol + água e etileno glicol + 1-propanol foram 

capazes de solubilizar completamente os reagentes de síntese e resultaram em fases 

monolíticas após a polimerização a 60°C por 24 horas. A fase monolítica sintetizada a 

partir da combinação de 1-propanol + água (fase monolítica 6.0 – Figura 6b), apresentou 

maior permeabilidade do que as fases monolíticas sintetizadas a partir das combinações 

etileno glicol + metanol (fase monolítica 1.0 – Figura 6a) e etileno glicol + 1-propanol 

(fase monolítica 8.0 – Figura 6c). Portanto, a combinação de 1-propanol e água (fase 

monolítica 6.0) foi selecionada como a melhor opção de par de solvente porogênico.  

Mantendo constante a porcentagem de 1-propanol e água na mistura reacional 

(76% em relação a massa dos monômeros), a proporção (%m/m) de cada solvente 

porogênico na solução de síntese também foi avaliada pois este parâmetro afeta 

diretamente a porosidade da fase monolítica. Nesse caso, a água atua como um solvente 

macro porogênico, enquanto que o 1-propanol atua como um solvente micro porogênico. 

Assim, o aumento da proporção de água de 50% (fase monolítica 6.0) para 58% (fase 

monolítica 6.1) aumentou a permeabilidade da fase monolítica (menor pressão do sistema 

analítico), mas também acarretou na perda da estabilidade mecânica. Por outro lado, o 

aumento da proporção de 1-propanol de 50% (fase monolítica 6.0) para 58% (fase 

monolítica 6.2 – Figura 6d) diminuiu a permeabilidade da fase monolítica, o que 

consequentemente levou a maiores pressões no sistema analítico. Portanto, a proporção 

entre os solventes porogênicos 1-propanol e água ficou estabelecida em 50% m/m. 
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d) Condições de polimerização 

 

O tempo e a temperatura de polimerização também foram otimizados pois estes 

parâmetros afetam diretamente a área superficial e a estrutura interna do monolito 

formado. 

A diminuição do tempo de polimerização de 24h (fase monolítica 6.0) para 10h  

(fase monolíticas 6.3 – Figura 6e) resultou em um monolito com baixa permeabilidade 

pois nessa condição, as reações de polimerização ocorrem sob condições de conversão 

incompletas.  

Duas diferentes temperaturas de polimerização também foram avaliadas. O 

aumento da temperatura de polimerização de 60°C (fase monolítica 6.0) para 85°C (fase 

monolítica 6.4 – Figura 6f) resultou na formação de um monolito com menor 

permeabilidade, uma vez que em temperaturas mais elevadas a velocidade de 

polimerização é maior e, consequentemente a formação de poros menores e mais densos 

é favorecida.  

Portanto a otimização prosseguiu mantendo a polimerização por 24 h a 60°C. 

 

e) Razão molar agente reticulante/monômero funcional 

 

Diferentes razões molares entre o monômero funcional (SPM) e o agente 

reticulante (EDMA) foram avaliadas. 

O aumento da razão molar entre EDMA/SPM de 1,18 para 1,58 ou 1,97 (fases 

monolíticas 6.0, 6.5 e 6.6, respectivamente) levou à diminuição da permeabilidade da fase 

monolítica. Isso ocorre porque o uso de maiores quantidades de agente reticulante produz 

alto grau de reticulação e consequentemente a diminuição da permeabilidade [74]. Por 

outro lado, quando a razão molar entre EDMA/SPM diminuiu de 1,18 para 0,79 ou 0,39 

(fases monolíticas 6.0, 6.7 e 6.8, respectivamente) a permeabilidade da fase monolítica 

aumentou e a pressão do sistema analítico diminuiu. Embora alta permeabilidade e baixa 

pressão do sistema cromatográfico sejam fatores altamente desejáveis na síntese de fases 

monolíticas, baixas razões molares entre monômero funcional e agente reticulante é 

acompanhada pela de perda estabilidade mecânica. Dessa forma, a razão molar entre 

EDMA/SPM igual a 0,79 (fase monolítica 6.7 – Figura 6g) foi escolhida para dar 

prosseguimento na síntese pois apresentou baixa pressão e possui razão molar adequada 

para a sorção dos analitos sem a perda da estabilidade mecânica. 
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f) Porcentagem de solvente porogênico na mistura reacional 

 

Em um segundo momento foi avaliado a influência da concentração do par de 

solventes porogênicos na mistura reacional. Vale ressaltar que a proporção entre os dois 

solventes porogênicos (água e 1-propanol) foi mantida constante (50%) como já foi 

discutido anteriormente. 

Quando a concentração do par de solventes porogênicos foi diminuída de 76% 

para 53% (fase monolítica 6.9 – Figura 6h), a pressão do sistema analítico aumentou 

consideravelmente. Em contraste, quando a concentração do par de solventes porogênicos 

aumentou de 76% para 87% (fase monolítica 6.10 – Figura 6i) a permeabilidade 

aumentou. Dessa forma, ficou estabelecido que a concentração ideal do par de solventes 

porogênicos na mistura reacional é 87%. 

 

g) Iniciador radicalar 

 

O iniciador radicalar AIBN foi escolhido por apresentar alta eficiência nas 

polimerizações radicalares, baixo custo e permite o uso de condições brandas de síntese 

[94]. Durante esta etapa de otimização da síntese, foram avaliadas duas concentrações 

(1% e 3%) de iniciador radicalar em relação a massa total do monômero funcional + 

agente reticulante. Foi observado que a reação de polimerização não ocorreu de forma 

significativa se utilizado menores quantidades de AIBN (fase monolítica 6.11 – Figura 

6j). Dessa maneira, ficou estabelecido o uso de 3% de AIBN na mistura reacional. 

 

h) Agente reticulante 

 

O agente reticulante é responsável por fornecer estabilidade mecânica à matriz 

polimérica e auxilia no controle da morfologia. A natureza do agente reticulante também 

influência na estrutura química e morfológica do monolito resultante. Fases monolítica 

sintetizadas utilizando etilo glicol dimetacrilato (EDMA) como agente reticulante 

possuem um número significante de mesoporos [130].  

Foram avaliados três diferentes agentes reticulantes, sendo eles EDMA, DVB e 

PEGDA. Foi observado que a pressão do sistema analítica foi consideravelmente menor 

quando EDMA foi utilizado como agente reticulante. 
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Dessa forma as condições finais de síntese da fase monolítica orgânica com grupos 

sulfônicos denominada poli (SPM-co-EDMA) ficaram estabelecidas da seguinte maneira: 

capilar com 6 cm de comprimento; monômero funcional SPM (0,3306g); iniciador 

radicalar AIBN (3%, 0,018g); agente reticulante EDMA (0,2 mL); água e 1-propanol 

como solventes porogênicos (520 µL e 650 µL) e polimerização a 60°C por 24 horas. 

A capacidade de extração das fases monolítica 6.0, 6.2, 6.3, 6.7 e 6.10 foi avaliada 

(Figura 8). Algumas fases monolíticas não puderam ter sua capacidade de sorção 

avaliadas devido a fragilidade e/ou a baixa permeabilidade dos materiais sintetizados. A 

síntese que apresentou melhor desempenho (capacidade de sorção e permeabilidade) foi 

a fase monolítica 6.10 – poli (SPM-co-EDMA). As etapas seguintes consistiram na 

caracterização química e morfológica da fase poli (SPM-co-EDMA). 

 

Figura 8. Avaliação da capacidade de extração das diferentes fases monolíticas 

sintetizadas. 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

1.4.4. Caracterização da fase monolítica orgânica com grupos sulfônicos 

A morfologia e o encolhimento após a etapa de secagem foram avaliados através 

das imagens MEV abaixo. A Figura 9 ilustra o corte seccional do capilar contendo a fase 

monolítica poli (SPM-co-EDMA) com diferentes magnitudes de ampliação. Podemos 
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observar que a fase monolítica apresentou estrutura homogênea e porosa, formando uma 

rede contínua. Adicionalmente, a estrutura monolítica permaneceu ligada à superfície 

interna do capilar. 

 

Figura 9. Imagens de Microscopia Eletrônica de Varredura da fase monolítica poli (SPM-

co-EDMA): (a) Mag = 170X; (b) 10 kX. 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

A caracterização química da fase monolítica orgânica com grupos sulfônicos 

denominada Poli SPM-co-EDMA foi realizada por espectroscopia vibracional da região 

do infravermelho por transformada de Fourier (FTIR). Para obtenção do espectro, uma 

pequena porção da fase monolítica foi macerada juntamente com pastilha de KBr. A 

Figura 10 representa o espectro de FTIR obtido da fase monolítica orgânica com grupos 

sulfônicos. Ligações de C-O do grupo ésteres, que são provenientes do agente reticulante 

(EDMA) estão presentes na região de 1249 cm-1 (ligação simétrica) e 1177 cm-1 (ligação 

assimétrica) [60]. As bandas em 2957 cm-1 e 2923 cm-1 são referentes as ligações C-H 

assimétrica e simétrica, respectivamente [131–133]. A banda em 1454 cm-1 indica a 

presença de carbonos sp3 ligados a hidrogênio [134]. A banda presente em 3280 cm-1 

indica a presença de grupos hidroxila (O-H) proveniente de água adsorvida no material. 

A banda em 1733 cm-1 indica a presença de ligações carbonila (C=O) [134]. A banda em 

1041 cm-1 corresponde a vibração assimétrica do grupo SO3 proveniente do monômerno 

funcional (SPM) [135]. Portanto, o espectro de FTIR confirmou a incorporação de ambos 

os monômeros, etilenoglicol dimetacrilato (EDMA) e sulfopropil metacrilato (SPM) na 

estrutura da fase monolítica orgânica. 
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Figura 10. Espectro FTIR da fase monolítica poli (SPM-co-EDMA). 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

A fase monolítica poli (SPM-co-EDMA) também foi analisada através de 

experimentos de adsorção/dessorção de nitrogênio com o objetivo de se ter acesso a 

informações importantes a respeito da porosidade do material sintetizado. A área 

superficial (SBET) foi calcula pelo método BET [124] a partir das isotermas de 

adsorção/dessorção de nitrogênio e os resultados obtidos indicam que a fase monolítica 

possui área superficial de 8,5 m2 g-1. 

 

1.4.5. Avaliação da etapa de pré-tratamento da amostra 

As estruturas dos peptídeos Aβ encontrados nos ratos (rAβ1-42) são diferentes das 

estruturas dos peptídeos Aβ dos humanos, em razão das três mutações de aminoácidos 

(R5G, Y10F, H13R). Dessa forma, os peptídeos rAβ1-42 não interferem nas transições 

MS/MS dos peptídeos Aβ humanos. 

Na etapa de preparo de amostra avaliamos a adição de diferentes porcentagens de 

plasma de rato na amostra de LCR. Este procedimento favorece a ligação da albumina 

humana aos peptídeos presentes no plasma de rato (rAβ1-42) e diminuiu a ligação dos 
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peptídeos Aβ (humano) com albumina do LCR, deixando-os livres e favorecendo a 

sensibilidade do método. 

A adição de diferentes porcentagens de plasma de rato à amostra de LCR sintético 

foi avaliada e a melhor eficiência de extração foi obtida com a adição de 5% de plasmas 

de rato à amostra de LCR (Figura 11).  

 

Figura 11. Avaliação da porcentagem de plasma de rato adicionado à matriz de LCR 

sintético. 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

1.4.6. Avaliação das condições in-tube SPME offline 

O sistema in-tube SPME offline foi montado da seguinte maneira: o capilar 

contendo a fase monolítica orgânica sintetizada foi conectado ao injetor de um 

equipamento LC. Com o injetor na posição “carregar” a amostra preenche o loop (200 

µL), e em seguida, com a válvula na posição “injetar”, a amostra é carregada com o 

auxílio de uma bomba peristáltica (vazão de 0,1 mL min-1) para dentro do capilar onde 

são realizadas as etapas de pré-concentração e eluição dos analitos. 

Para a otimização das condições in-tube SPME, foi utilizado como fase extratora 

a fase monolítica orgânica com grupos sulfônicos descrita no item 1.5.6 e as amostras de 
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LCR sintético contendo 5% de plasma de rato foram enriquecidas com a solução padrão 

dos analitos e diluídas 1:1 com solução ácida. 

Visando a melhor eficiência de extração, as seguintes condições in-tube SPME 

foram otimizadas: (a) pH e volume de amostra; (b) limpeza da fase; (c) eluição dos 

analitos. Os experimentos foram avaliados de forma uni variada e as melhores condições 

de extração foram escolhidas de acordo com as áreas normalizadas dos picos 

cromatográficos obtidas durante a otimização das variáveis. 

 

a) pH da amostra 

 

O pH da amostra é um dos principais fatores que influenciam na ionização dos 

analitos. Por isso, é necessário considerar dois fatores: (1) a fase monolítica orgânica 

sintetizada neste trabalho é uma fase trocadora de cátions e (2) os peptídeos Aβ possuem 

ponto isoelétrico de aproximadamente 5,2 devido aos resíduos ácido, básico e neutro 

presentes em sua estrutura química. Dessa forma, em condições de pH ácido, os peptídeos 

Aβ estarão ionizados positivamente, podendo interagir com os grupos sulfônicos da fase 

extratora através das interações eletrostáticas entre os analitos carregados positivamente 

e os grupos sulfônicos carregados negativamente. Adicionalmente, interações hidrofílicas 

e hidrofóbicas também podem ocorrer.  

Recentemente um artigo publicado na literatura demonstrou a baixa eficiência de 

extração desses analitos em meio básico ou neutro [25]. Portanto, optamos por avaliar a 

extração de peptídeos Aβ utilizando diferentes soluções ácidas (ácido fórmico 10% e 

ácido fosfórico 4%) na diluição da amostra. Os resultados obtidos na Figura 12 mostram 

que as extrações realizadas com a amostra de LCR diluída em uma solução de ácido 

fórmico 10% resultaram na melhor eficiência de extração. 
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Figura 12. Avaliação da solução ácida utilizada na diluição da amostra de LCR sintético. 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

b) Volume da amostra 

 

Diferentes volumes de LCR sintético (100, 200 e 300 µL) diluído na proporção 

1:1 com a solução de ácido fórmico 10% foram avaliados. O aumento do volume de 

amostra de 100 para 200 µL proporcionou maior eficiência de extração. Em contrapartida, 

volumes superiores a 200 µL o efeito da matriz foi mais pronunciado e a eficiência de 

extração prejudicada (Figura 13).  
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Figura 13. Avaliação da influência do volume de amostra na eficiência de extração. 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

c) Limpeza da fase extratora 

 

A matriz biológica LCR possui interferentes endógenos (proteínas e fosfolipídios) 

que podem ficar retidos na fase extratora, e posteriormente coleuir com os analitos, 

suprimindo o sinal analítico durante as análises cromatográficas. Portanto, a etapa de 

limpeza é necessária após a etapa de sorção dos analitos na fase extratora e antes da etapa 

de eluição dos analitos, para promover a exclusão dos interferentes endógenos da matriz 

biológica. 

Dentre as diferentes soluções de limpeza avaliadas (Figura 14), a solução aquosa 

de ácido fórmico 10% (v/v) não foi considerada uma escolha adequada já que esta solução 

foi utilizada na etapa de pré-concentração dos analitos na fase monolítica. Por outro lado, 

o solvente orgânico acetonitrila é comumente utilizado nesta etapa de limpeza devido a 

sua polaridade média que promove a exclusão de macromoléculas interferentes. No 

entanto, neste estudo, a acetonitrila também foi usado para realizar a eluição dos analitos 

(parâmetro a ser discutido no próximo item). Assim, observou-se que uma solução aquosa 

contendo 5% de acetonitrila é capaz de reduzir as interferências da matriz sem eluir os 

peptídeos Aβ, enquanto que o aumento na porcentagem de acetonitrila na solução de 

limpeza promoveu a eluição parcial dos analitos na etapa de limpeza.  
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Figura 14. Avaliação da influência da solução de limpeza na eficiência de extração. 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

Em seguida diferentes volumes (150, 200 e 400 µL) da solução de limpeza 

composta por H2O:ACN (95:5, v/v) foram avaliados (Figura 15). O aumento do volume 

de solução de limpeza de 150 µL para 200 µL aumentou a eficiência de extração (maior 

exclusão dos interferentes). No entanto, volumes maiores favoreceram não somente 

eluição das macromoléculas, mas também dos analitos, diminuindo assim a eficiência de 

extração. Portanto, o volume de 200 µL da solução H2O:ACN (95:5, v/v) foi selecionado 

para dar prosseguimento. 
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Figura 15. Avaliação da influência do volume da solução de limpeza na eficiência de 

extração. 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

d) Eluição dos analitos 

 

A solução utilizada para esta etapa foi escolhida de modo a garantir a eluição 

quantitativa dos analitos e evitar o efeito memória. Para isso foram avaliadas três 

diferentes soluções de eluição: (1) água + 0,3% de hidróxido de amônio/acetonitrila 

(90:10, v/v); (2) acetonitrila/água/hidróxido de amônio concentrado (50:40:10, v/v/v) e 

(3) acetonitrila/água/hidróxido de amônio concentrado (75:15:10, v/v/v). Conforme 

mostrado na Figura 16, a solução de eluição contendo maior porcentagem de acetonitrila 

foi capaz de eluir uma maior fração dos analitos. 
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Figura 16. Avaliação da influência da solução de eluição na eficiência de extração. 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

e) Limpeza e condicionamento 

 

Baseado nos resultados apresentados no item anterior durante a seleção da solução 

de eluição dos analitos, a solução composta por ACN:H2O:NH4OH (75:15:10, v/v/v) foi 

selecionada também como solução de limpeza entre as extrações, visto que esta mistura 

resultou na melhor condição de eluição. Esta etapa é importante para reduzir o efeito 

memória entre as extrações. 

A etapa de condicionamento da fase monolítica também é importante para que a 

fase monolítica esteja na mesma condição em que será feita a sorção dos analitos (etapa 

inicial da extração).  

Portanto, a etapa de limpeza da fase monolítica realizada com uma alíquota de 200 

µL de uma solução constituída de ACN:H2O:NH4OH (75:15:10, v/v/v) e condicionada 

com uma alíquota de 200 µL da solução de ácido fórmico 10%. 

 

f) Comprimento do capilar 

 

Por fim, o comprimento do capilar contendo a fase monolítica orgânica com 

grupos sulfônicos também foi avaliado (Figura 17). O aumento no comprimento do 

capilar permitiu um leve aumento na capacidade de extração (devido a presença de maior 
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quantidade de fase estacionária), mas o tempo de extração e a pressão do sistema in-tube 

SPME também aumentaram consideravelmente. Portanto, optamos por seguir com o 

capilar de 6 cm de comprimento. 

 

Figura 17. Avaliação da influência do comprimento do capilar monolítico na eficiência 

de extração. 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

A Figura 18 a seguir ilustra as condições in-tube SPME que apresentaram a maior 

eficiência de extração. 

 

Figura 18. Resumo da otimização das variáveis in-tube SPME. 

 

Fonte: Próprio autor. 
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1.4.7. Validação analítica do método in-tube SPME UHPLC-MS/MS 

O método in-tube SPME UHPLC-MS/MS foi validado segundo as normas 

preconizadas pela ANVISA e posteriormente aplicado na determinação quantitativa dos 

peptídeos Aβ38, Aβ40 e Aβ42 em amostras de LCR de pacientes com Doença de 

Alzheimer. 

 

a) Linearidade e LIQ 

 

O método in-tube SPME UHPLC-MS/MS apresentou intervalos lineares que 

variaram do LIQ – 10 ng mL-1 e coeficientes de determinação maiores que 0,99 (Tabela 

2). O limite inferior de quantificação foi definido como a menor concentração 

determinada quantitativamente com exatidão e precisão aceitáveis. 

 

Tabela 2. Intervalo linear, equação de regressão linear, coeficiente de determinação (R2) 

e limite inferior de quantificação (LIQ) para o método in-tube SPME UHPLC-MS/MS. 

Analito Intervalo linear (ng mL-1) 
Equação de 

regressão 
R2 LIQ (ng mL-1) 

Aβ42 0,6 – 10,0 y = 0,2678x + 0,2654 0,9936 0,6 

Aβ40 0,6 – 10,0 y = 0,2648x + 0,0235 0,9988 0,6 

Aβ38 0,8 – 10,0 y = 0,1547x + 0,1817 0,9990 0,8 

 

b) Exatidão e Precisão 

 

A Tabela 3 apresenta os valores de exatidão e precisão intra e intercorridas do 

método desenvolvido. Os valores de EPR variaram de -10,1% a 14,3% (exatidão 

intracorridas) e -11,7% a 13,5% (exatidão intercorridas). A precisão do método 

apresentou valores de CV que variaram de 1,0% a 18,9% (precisão intracorridas) e 1,0% 

a 11,3% (precisão intercorridas). Todos esses valores estão em concordância com os 

limites estabelecidos pela ANVISA. 
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Tabela 3. Parâmetros de validação analítica para o método in-tube SPME UHPLC-

MS/MS. 

Analito 

Concentração 

adicionada 

(ng mL-1) 

Exatidão Precisão 

Intracorrida Intercorrida Intracorrida Intercorrida 

(%EPR) n=5 (%CV) n=5 

Aβ42 

0,6 -4,6 -4,8 18,9 0,7 

1,5 7,2 13,5 9,7 9,6 

2,0 8,7 7,9 9,9 11,3 

5,0 5,9 9,4 13,1 2,4 

10,0 -1,9 -2,9 11,5 9,6 

Aβ40 

0,6 14,3 11,3 9,3 3,2 

1,5 5,7 4,7 2,6 1,0 

2,0 -2,5 -1,1 11,2 1,6 

5,0 -4,6 -4,7 1,0 0,8 

10,0 1,1 -1,0 2,7 2,5 

Aβ38 

0,8 -10,1 -5,6 6,4 7,4 

1,5 -0,5 -11,7 10,3 11,2 

2,0 8,9 10,7 2,4 2,9 

5,0 -1,2 -5,6 3,8 2,7 

10,0 0,1 4,5 4,6 4,4 

 

c) Efeito matriz e efeito residual 

 

A ausência do efeito matriz foi confirmada pela infusão pós-coluna onde foi 

possível observar que não houve incremento ou supressão do sinal analítico no tempo de 

retenção dos analitos (Figura 19). O efeito matriz também foi avaliado através da 

comparação dos coeficientes angulares de 6 curvas de calibração. Sendo 3 curvas plotadas 

utilizando LCR sintético e 3 curvas utilizando LCR humano. De acordo com os resultados 

obtidos no teste estatístico (Test t), não há evidências (nível de significância de 0,05) de 

que os coeficientes angulares são diferentes. Assim, o paralelismo das retas é indicativo 

da ausência de efeito matriz (Tabela 4). 

 

Tabela 4. Test T para comparação da inclinação das retas obtidas em diferentes 

matrizes 

Analito 
Coeficiente Angular 

LCR sintético 

Coeficiente Angular 

LCR humano 

Aβ42 0,2549 0,2556 0,2649 0,2472 0,2419 0,2306 

Aβ40 0,2465 0,2431 0,2222 0,2413 0,2199 0,2225 

Aβ38 0,1652 0,1755 0,1692 0,1694 0,1606 0,1729 

*Nível de significância de 0,05. 
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Figura 19. Cromatograma de infusão pós-coluna para avaliação do efeito matriz do 

método in-tube SPME UHPLC-MS/MS 

 

 

O efeito residual (Figura 20) foi avaliado com injeções de amostras de LCR branco 

de referência (não enriquecidas com os analitos) antes e após a análise de amostra LCR 

enriquecida com os analitos na concentração correspondente ao limite superior de 

quantificação (LSQ). Nestas amostras branco de referência, os sinais analíticos nos 

tempos de retenção dos analitos e do PI ficaram abaixo de 5% dos sinais analíticos 

correspondentes às amostras no LIQ. Estes valores obtidos encontram-se em 

concordância com os limites preconizados pela ANVISA. 

 

Figura 20. Cromatograma da amostra de LCR sintético enriquecida com os analitos na 

concentração do LSQ (preto) e das amostras de LCR sintético branco de referência 

(vermelho) após análise do LSQ. 
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Fonte: Próprio autor. 

 

d) Fator de enriquecimento 

 

Nas condições otimizadas de extração para o método in-tube SPME UHPLC-

MS/MS, os fatores de enriquecimento foram calculados pra os peptídeos Aβ na 

concentração corresponde ao LIQ. Para tal, foi realizada uma comparação com a injeção 

direta das soluções padrão dos peptídeos Aβ na mesma concentração no sistema UHPLC-

MS/MS. Os resultados de fator de enriquecimento calculados foram de 76% (Aβ42), 84% 

(Aβ40) e 48% (Aβ38). 

 

e) Reprodutibilidade do procedimento de síntese da fase monolítica orgânica 

com grupos sulfônicos 
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A reprodutibilidade do procedimento de síntese da fase monolítica foi avaliada 

com base na eficiência de extração de fases monolíticas sintetizadas em dias diferentes e 

análise de amostras de LCR sintético enriquecidas com os analitos em intervalos de 

concentração da faixa linear (LOQ a 10 ng mL-1). Os valores de CV inferiores a 8,6%, 

comprovaram a reprodutibilidade do procedimento de síntese.  

Cada fase monolítica foi reutilizada em pelo menos 50 extrações sem variações 

significativas da eficiência da extração. Os valores de EPR (exatidão) e de CV (precisão) 

menores que 15%, obtidos na validação analítica do método in-tube SPME UHPLC-

MS/MS certificam a robustez e a estabilidade (química e física) das fases monolíticas 

sintetizadas. 

 

f) Estabilidade 

 

De acordo com diferentes estudos reportados na literatura, as concentrações dos 

peptídeos Aβ em amostras de LCR são estáveis por 2 dias em temperatura ambiente, por 

14 dias à 4°C e por 30 dias à -80°C [136,137].  

 

1.5.Aplicação do método in-tube SPME UHPLC-MS/MS 

O método in-tube SPME UHPLC-MS/MS foi aplicado com sucesso para 

determinar as concentrações dos peptídeos Aβ38, Aβ40 e Aβ42 em seis amostras de LCR 

de pacientes com doença de Alzheimer. As concentrações médias de Aβ38, Aβ40 e Aβ42 

determinadas nessas amostras de LCR foram 2,2 ± 0,3, 7,8 ± 0,8 e 0,6 ± 0,1 ng mL-1, 

respectivamente. A faixa de concentração determinada está em concordância com os 

dados da literatura [14,24–29]. 

Alguns artigos publicados na literatura [14,138–140] sugerem que as razões 

Aβ42/Aβ40 e Aβ42/Aβ38 do LCR melhoram a distinção entre pré-demência e estágios 

de demência, entre DA e não-AD, e também entre demência e controles em comparação 

com medição de LCR Aβ42 sozinho. Portanto, este método desenvolvido que determina 

simultaneamente as concentrações de Aβ38, Aβ40 e Aβ42 também pode ser usado para 

esta finalidade. 
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1.6. Conclusão 

A avaliação de diferentes condições cromatográficas (colunas cromatográficas 

com diferentes tecnologias e tamanhos e composições de fases móveis variadas) permitiu 

a obtenção de cromatogramas com picos estreitos, simétricos em adequado tempo de 

análise. 

A otimização do procedimento de síntese da fase monolítica orgânica com grupos 

sulfônicos (suporte, monômero funcional, solventes porogênicos, tempo e temperatura de 

polimerização, razão molar monômero funcional/agente reticulante e iniciador radicalar) 

favoreceu a capacidade de sorção dos analitos. A fase monolítica sintetizada por 

polimerização in situ apresentou estabilidade mecânica em ampla faixa de pH, alta 

permeabilidade e baixa pressão no sistema in-tube SPME UHPLC-MS/MS.  

A caracterização morfológica através da técnica MEV permitiu observar a 

influência de alguns parâmetros de síntese na morfologia (homogeneidade e ancoramento 

da superfície do capilar de sílica fundida) da fase monolítica orgânica com grupos 

sulfônicos. A caracterização química através da técnica de FTIR permitiu observar a 

incorporação dos grupos sulfônicos à estrutura da fase monolítica. 

A otimização das condições de extração in-tube SPME (pH e volume de amostra, 

limpeza e eluição dos analitos) favoreceu a detectabilidade do método in-tube SPME 

UHPLC-MS/MS. 

A validação analítica do método in-tube SPME UHPLC-MS/MS mostrou ser 

adequada na faixa linear (LIQ – 10 ng mL-1), com satisfatória precisão e exatidão. A 

robustez da fase monolítica sintetiza foi comprovada através do seu reuso em mais de 50 

extrações sem perda significativa na eficiência de extração. 

O método in-tube SPME UHPLC-MS/MS otimizado e validado foi aplicado na 

determinação dos peptídeos Aβ em amostras de LCR de pacientes com a Doença de 

Alzheimer.  
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2. CAPÍTULO 2 

2.1.Microextração em ponteira descartável 

A técnica de microextração em ponteira descartável (Disposable Pipette 

Extraction, DPX) foi desenvolvida e patenteada em 2003 por Dr. William Brewer [141]. 

Apesar de ser considerada uma técnica fundamentada na extração em fase sólida (SPE) 

convencional, a DPX não é exaustiva e baseia-se no equilíbrio de sorção do analito com 

o sorvente. A DPX uma técnica de preparo de amostra simples e rápida que utiliza 

reduzido volume de amostra e de solvente orgânico, e que pode ser automatizada 

permitindo assim alta frequência analítica. Quando comparada à SPE convencional, a 

DPX faz uso menor massa de material sorvente e dispensa a utilização de vácuo [142].  

A técnica DPX tem sido reportada em diversas áreas de aplicação, como por 

exemplo, análise forenses [143,144], ambientais [145–150] e alimentícias [151]. 

O sistema de extração utilizado na técnica DPX é composto por uma ponteira 

convencional de pipeta (1 ou 5 mL), na qual uma pequena quantidade de material sorvente 

(20 – 100 mg) está contido livremente entre dois filtros (Figura 21). O primeiro filtro (de 

vidro sinterizado, lã de vidro, polímero poroso ou metal) tem como finalidade 

proporcionar uma barreira permeável que permita a passagem livre de fluidos em 

qualquer direção (aspirar/dispensar), na medida em que retém o sorvente. Já o segundo 

filtro (de vidro sinterizado, polímero poroso ou membrana semipermeável) é colocado na 

extremidade superior e impede a passagem de qualquer material sólido ou fluido para o 

interior da pipeta (ou seringa), assegurando a não contaminação da mesma e a retenção 

do sorvente [152]. As ponteiras DPX podem ser acopladas a uma pipeta ou uma seringa 

de polipropileno. 
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Figura 21. Esquema de uma ponteira DPX. 

 

Fonte: Adaptado de Bordin et al. [152] 

 

Atualmente uma variedade de fases comerciais DPX com diferentes mecanismos 

de extração disponíveis comercialmente: C18, DPX-RP (estireno divinil benzeno); DPX-

CX (grupos sulfônicos), DPX-WAX (grupos poliamino), DPX-WCX (grupos 

policarboxilato), DPX-Si (sílica gel) e Mono Tip C18 (sílica monolítica). Além dos 

materiais disponíveis comercialmente para a técnica DPX, diversas pesquisas têm sido 

direcionadas para o desenvolvimento de novos sorventes como por exemplo os materiais 

de acesso restrito (RAM) e os polímeros molecularmente impressos (MIP) [153,154]. 

A fase comercial denominada Oasis MCX é um polímero de modo misto (troca 

catiônica forte e fase reversa) (Figura 22). A sua resistência e estabilidade em meio ácido 

é forte, permitindo uma faixa de pH operacional estável entre 0-14. Possui tamanho de 

partícula de 60 µm e os cartuchos estão disponíveis em embalagens conteddo 500 mg. 

 

Figura 22. Representação da fase comercial Oasis MCX. 

 

Fonte: Reproduzido de Waters Corporation [155] 
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Conforme ilustrado na Figura 23, o procedimento da DPX envolve quatro etapas 

(condicionamento, sorção dos analitos, limpeza do sorvente e eluição dos analitos), sendo 

todas realizadas por meio da entrada de ar, e válidas para ambos os sistemas manual e/ou 

automatizado. Inicialmente o material sorvente é condicionado com um solvente 

apropriado para ativação dos sítios das ligações. Esta etapa em alguns casos não se faz 

necessária. Em seguida, a amostra líquida é aspirada para o interior da ponteira e 

misturada dinamicamente (rápida transferência de massas) com o sorvente por meio da 

aspiração de ar. Essa mistura dinâmica da fase sólida dispersiva-amostra favorece o 

rápido equilíbrio de sorção do analito. Normalmente, após 30 s o equilíbrio é atingido. A 

escolha do solvente de lavagem é feita com base no tipo/natureza química do material 

sorvente, na natureza do analito de interesse e nos interferentes endógenos presentes na 

matriz. Por último, o solvente de eluição é aspirado para o interior da ponteira, seguido 

da aspiração de ar, várias vezes, de forma a assegurar à completa eluição dos analitos 

adsorvidos [156–159]. O eluato pode ser diretamente injetado no sistema cromatográfico 

ou evaporado e reconstituído, visando maior detectabilidade analítica. 

 

Figura 23. Esquema das etapas envolvidas na DPX. 

 

Fonte: Adaptado de Bordin et al. [152]. 
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2.2.Objetivos 

2.2.1. Objetivo Geral 

▪ Desenvolver e validar o método DPX MS/MS para a determinação de peptídeos 

Aβ em amostras de LCR de pacientes com a Doença de Alzheimer 

2.2.2. Objetivos Específicos 

▪ Otimizar os parâmetros da técnica DPX tais como pH e volume de amostra, tempo 

de equilíbrio de sorção, condições de eluição e limpeza. 

▪ Otimizar e validar o método DPX MS/MS para a determinação de peptídeos Aβ 

em amostras de LCR de pacientes com a doença de Alzheimer. 
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2.3.Materiais e Métodos 

2.3.1. Pré-tratamento da amostra biológica 

Em um frasco de eppendorf® LoBind, uma alíquota de 150 µL de LCR sintético 

contendo 5% plasma de rato foi enriquecida com 30 µL da solução estoque dos analitos, 

resultando na concentração final de 100 ng mL-1. Em seguida, o Eppendorf foi agitado 

em vórtex por 60 s, mantido em repouso por 30 min e então 120 µL de uma solução de 

Guanidina 5M foi adicionado à amostra seguido de agitação por 1 h a 37°C. Por último, 

a amostra enriquecida foi diluída com 150 µL de uma solução aquosa de ácido fórmico 

10% resultando no volume final de 450 µL. Após este procedimento, as amostras foram 

extraída por DPX. 

 

2.3.2. Condições UHPLC-MS/MS 

O desenvolvimento do método DPX UHPLC-MS/MS utilizou um sistema 

cromatográfico Waters® UHPLC-MS/MS (Waters Corporation, Milford, MA, USA) 

equipado com fonte de ionização electrospray (ESI) operando em modo positivo e 

utilizando o modo de monitoramento de reações selecionadas (SRM) em razão da alta 

seletividade e detectabilidade. A separação cromatográfica dos analitos foi realizada 

utilizando a coluna de fase reversa Acquity UPLC Peptide BEH C18 (150 mm × 2.1 mm 

× 1,7 µm) mantida a 35°C e com eluição no modo gradiente. A fase móvel utilizada foi 

composta por: (A) solução aquosa contendo 0,3% de hidróxido amônio e (B) acetonitrila, 

na vazão de 0,2 mL min-1. O sistema MS/MS foi operado nas seguintes condições: 

voltagem do capilar 3,50kV; temperatura da fonte de ionização 550°C; vazão do gás de 

cone 100 L/h (N2, pureza de 99,9%); gás de dessolvatação 500°C 1000 L/h (N2, pureza 

de 99,9%); gás de colisão Argônio (pureza de 99,999%). As transições específicas 

utilizadas para cada analito, energia do cone e energia de colisão foram otimizadas para 

cada analito e estão apresentadas na Tabela 5. As determinações quantitativas foram 

realizadas por padronização interna, empregando padrões isotópicos.  
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Tabela 5. Transições MS/MS (SRM), voltagem do cone (DP) e energia de colisão (CE). 

Analito Íon precursor (m/z) Íon produto (m/z) DP (V) CE (V) 

Aβ38 1033.2 1000.3 45 23 
15N51-Aβ38b 1046.3 1012.1 45 22 

Aβ40 1082.5 1053.5 55 25 
15N53-Aβ40b 1096.3 1066.6 45 23 

Aβ42 1128.5 1078.2 55 26 
15N55-Aβ42b 1142.9 1090.7 50 24 

a Precursor [M+H]4+; b padrão interno; 

 

2.3.3. Condições MS/MS 

O desenvolvimento do método DPX-MS/MS utilizou um sistema de 

espectrometria de massas sequencial – tripo quadrupolo Xevo TQ-D® (Waters 

Corporation, Milford, MA, USA) equipado com fonte de ionização electrospray de baixa 

vazão (low-flow ESI) operando em modo positivo e utilizando o modo de monitoramento 

de reações selecionadas (SRM) em razão da alta seletividade e detectabilidade. A fase 

móvel utilizada foi composta por: (A) solução aquosa contendo 0,3% de hidróxido 

amônio e (B) acetonitrila (50:50, v/v), na vazão de 0,05 mL min-1 com tempo total de 

análise de 2 minutos. O sistema MS/MS foi operado nas seguintes condições: voltagem 

do capilar 3,50kV; temperatura da fonte de ionização 550°C; vazão do gás de cone 150 

L/h (N2, pureza de 99,9%); gás de dessolvatação 350°C e 800 L/h (N2, pureza de 99,9%); 

gás de colisão Argônio (pureza de 99,999%). As transições específicas utilizadas para 

cada analito, energia do cone e energia de colisão foram otimizadas para cada analito e 

estão apresentadas na Tabela 5. As determinações quantitativas foram realizadas por 

padronização interna, empregando padrões isotópicos. 

 

2.3.4. Condições DPX 

Ponteiras DPX (1 mL) contendo filtros nas extremidades inferior e superior foram 

preenchidas com 60 mg de fase comercial Oasis MCX® e conectadas a uma seringa de 

polipropileno de 5 mL, sendo este sistema utilizado como dispositivo para extração. Com 

o objetivo de avaliar a influência dos diferentes parâmetros na eficiência de extração por 

DPX, utilizou-se amostras de LCR sintético como descritas no item 2.3.1. 
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Dentre as variáveis DPX avaliadas, o procedimento descrito a seguir apresentou 

maior eficiência de extração (maior detectabilidade). Inicialmente, o material sorvente foi 

condicionado com uma alíquota 200 µL de metanol, seguido de uma alíquota 200 µL de 

uma solução de ácido fórmico 10% em água. Em seguida, uma alíquota de 450 µL de 

extrato final (enriquecida e diluída) foi aspirada e dispensada cinco vezes para a sorção 

dos analitos. Para a remoção dos interferentes endógenos presentes na amostra, uma 

alíquota de 200 µL de uma solução composta por água + 10% ácido fórmico/metanol 

(95:5, v/v) foi aspirada e dispensada. Para a eluição dos analitos, uma alíquota de 300 µL 

de uma solução contendo metanol/hidróxido de amônio (90:10, v/v) foi aspirada e 

dispensada uma única vez. O eluato foi evaporado e reconstituído em 50 µL da fase móvel 

e 5 µL foram injetados no sistema MS/MS. 

 

2.3.5. Validação analítica do método DPX MS/MS 

A validação analítica do método DPX MS/MS foi realizada segundo as normas da 

preconizadas pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) – Resolução 

RDC Nº 27 de 17 de maio de 2012 e RDC Nº 166 de 24 de julho de 2017. 

Os parâmetros de validação analítica (linearidade, limite de quantificação, 

precisão intra e intercorridas, exatidão intra e intercorridas e efeito residual) foram 

avaliados com amostras de LCR sintético enriquecidas com solução padrão dos analitos 

em diferentes concentrações e padrões internos marcados isotopicamente, com exceção 

do efeito residual que utilizou amostras de LCR sintético branco. 

As curvas analíticas, sendo uma para cada analito, foram plotadas em diferentes 

intervalos de concentração (LIQ – 1,5 ng mL-1). Todas as curvas analíticas foram geradas 

em quintuplicata, plotando a razão entre as áreas (analito/PI) em função da concentração 

de cada analito. 

As curvas analíticas foram aprovadas para as análises quantitativas quando o 

coeficiente de variação (CV) – equação 5 – do calibrador correspondente à concentração 

nominal no limite inferior de quantificação (LIQ) apresentou valor menor ou iguais a 20% 

e quando o CV foi menor que 15% em relação à concentração nominal para os outros 

calibradores, incluindo o limite superior de quantificação (LSQ). 

 

𝐶𝑉 =  [
𝐷𝑒𝑠𝑣𝑖𝑜 𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑒𝑥𝑝𝑒𝑟𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑙
]  × 100                  (5) 
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A precisão foi determinada em ensaios conduzidos no mesmo dia (precisão 

intracorridas) e em ensaios conduzidos em três dias consecutivos (precisão intercorridas). 

Cada experimento foi realizado em quintuplicata em cinco concentrações diferentes: 

limite inferior de quantificação (LIQ), controle de qualidade baixo (CQB), controle de 

qualidade médio (CQM), controle de qualidade alto (CQA) e limite superior de 

quantificação (LSQ). A ANVISA preconiza que os valores de CV não devem exceder em 

15% para os controles de qualidade, exceto para o LIQ que não deve exceder em 20%. 

A exatidão foi determinada em ensaios conduzidos no mesmo dia (exatidão 

intracorridas) e em ensaios conduzidos em três dias consecutivos (exatidão intercorridas). 

A exatidão, expressa pelo Erro Padrão Relativo (EPR) – equação 6 – foi avaliada em 

quintuplicata, sendo que não foram admitidos valores superiores a ±15% do valor 

nominal, exceto para o LIQ, para o qual não se admitiu valores superiores a ±20% do 

valor nominal. 

 

𝐸𝑃𝑅 =  [
(𝐶𝑜𝑛𝑐. 𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑒𝑥𝑝𝑒𝑟𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑙 − 𝑉𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑛𝑜𝑚𝑖𝑛𝑎𝑙)

𝑉𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑛𝑜𝑚𝑖𝑛𝑎𝑙
]  × 100                  (6) 

 

A avaliação do efeito residual foi realizada com três injeções da mesma amostra 

branco de referência (amostras de LCR sintético não enriquecidas com a solução padrão 

dos analitos), sendo uma antes e duas logo após a injeção de uma amostra de LCR 

enriquecida com os analitos na concentração correspondente ao LSQ. Segundo as normas 

da ANVISA, os picos interferentes, nos tempos de retenção dos analitos, devem possuir 

valores de área inferiores a 20% das áreas correspondentes ao LIQ e inferior a 5% das 

áreas apresentadas pelo PI [125]. 

O efeito matriz foi avaliado comparando as respostas analíticas dos analitos em 

solução padrão aquosa com as respostas dos analitos em amostras de LCR sintético 

enriquecidas com os analitos em duas diferentes concentrações (CQB e CQA). Para cada 

concentração dos CQB e CQA calculou-se o efeito da matriz normalizado (FMN) por 

padrão interno – equação 7 – o qual deve apresentar valores de CV inferior a 15% para 

todos os analitos. 

 

𝐹𝑀𝑁 =  
𝑅𝑒𝑠𝑝𝑜𝑠𝑡𝑎 𝑑𝑜 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜 𝑒𝑚 𝑚𝑎𝑡𝑟𝑖𝑧 𝑅𝑒𝑠𝑝𝑜𝑠𝑡𝑎 𝑑𝑜 𝑃𝐼 𝑒𝑚 𝑚𝑎𝑡𝑟𝑖𝑧⁄

𝑅𝑒𝑠𝑝𝑜𝑠𝑡𝑎 𝑑𝑜 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜 𝑒𝑚 𝑠𝑜𝑙𝑢çã𝑜 𝑅𝑒𝑠𝑝𝑜𝑠𝑡𝑎 𝑑𝑜 𝑃𝐼 𝑒𝑚 𝑠𝑜𝑙𝑢çã𝑜⁄
               (7) 
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2.4. Resultados e Discussão 

2.4.1. Avaliação das condições UHPLC-MS/MS 

Durante o desenvolvimento das condições cromatográficas avaliamos diferentes 

parâmetros como por exemplo: temperatura da coluna (35° e 50°C), composição de fase 

móvel (0,1 a 0,3% de hidróxido de amônio), volume de injeção no sistema cromatográfico 

5, 20 e 40 µL) e modo de varredura (SRM × SIM). 

Podemos observar que aumento da temperatura e da porcentagem de hidróxido de 

amônio na fase móvel proporcionaram maior detectabilidade dos analitos no 

espectrômetro de massas (Figuras 24 e 25, respectivamente). No entanto, as 

recomendações descritas no manual da coluna cromatográfica UHPLC BEH C18 Peptide 

(150 mm ×2.1 mm × 1,7 µm) indicam que a concentração de hidróxido de amônio na fase 

móvel não deve exceder 10mM e a coluna cromatográfica com solução de hidróxido de 

amônio deve ser mantida abaixo de 35°C. Assim, nas condições otimizadas (50°C e 0,3% 

NH4OH) estaríamos trabalhando em condições contraindicadas o que poderia acarretar 

na diminuição do tempo de vida útil da coluna cromatográfica. 

 

Figura 24. Avaliação da influência da temperatura da coluna cromatográfica nas 

condições UHPLC-MS/MS. Fase móvel constituída por (A) água + hidróxido de amônio 

e (B) acetonitrila. 

 

Fonte: Próprio autor. 
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Figura 25. Avaliação da influência da porcentagem de hidróxido de amônio adicionado 

como aditivo na fase móvel nas condições UHPLC-MS/MS. 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

Dessa forma, optamos por dar continuidade na otimização das condições UHPLC-

MS/MS mantendo a temperatura da coluna cromatográfica em 30°C e a adição de 

0,1%NH4OH na fase móvel. Em seguida, avaliamos o volume de injeção de amostra no 

sistema UHPLC-MS/MS e os resultados obtidos (Figura 26) indicaram que o aumento no 

sinal (detectabilidade) acompanhou o aumento do volume de injeção da amostra. No 

entanto, ao injetar um volume final de 40 µL de amostra a pressão do sistema 

cromatográfico aumentou significativamente. 
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Figura 26. Avaliação da influência do volume de amostra injetado no sistema UHPLC-

MS/MS. 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

Com o objetivo de aumentar a sensibilidade analítica do método UHPLC-MS/MS, 

avaliamos dois diferentes modos de varredura no sistema MS/MS: (1) monitoramento de 

íons selecionados (SIM) e (2) monitoramento de reações selecionadas (SRM). O modo 

SIM apresentou maior detectabilidade que o modo SRM, no entanto, na análise dos 

peptídeos (alta massa molecular), o modo SRM apresentou menor efeito da matriz, ou 

seja, maior seletividade nos tempos de retenção dos peptídeos Aβ. Além disso, no modo 

SIR não obtivemos linearidade na faixa de concentração adequada para as determinações 

quantitativas (0,1 – 1,5 ng mL-1). 

Com o intuito de aumentar a sensibilidade analítica do método, a próxima etapa 

de avaliação consistiu na avalição das análises MS/MS diretas, ou seja, sem a etapa de 

separação cromatográfica. Para isso utilizamos uma conexão de aço de inox no lugar da 

coluna cromatográfica e também avaliamos o uso da fonte de ionização ESI de baixa 

vazão. 
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2.4.2. Avaliação das condições MS/MS 

As transições [M+4H] dos peptídeos Aβ1-38, Aβ1-40 e Aβ1-42 foram escolhidas para 

quantificação com base na intensidade do sinal produzido.  

Visando aumentar a ionização dos analitos no modo ESI+, diferentes vazões de 

fase móvel (água + 0,3% hidróxido de amônio: acetonitrila, 90:10, v/v) foram avaliadas 

e também a adição da etapa de infusão direta de uma solução orgânica contendo aditivo 

básico no espectrômetro de massas. 

Como ilustrado na Figura 27, comparamos o uso de fonte de ionização ESI de 

baixa vazão (0,05 a 0,07 mL min-1) versus a fonte de ionização ESI convencional (0,1 a 

0,2 mL min-1). Os resultados obtidos mostraram que quanto menor a vazão da fase móvel, 

maior a sensibilidade do sinal analítico. Isso acontece porque a o diâmetro interno da 

agulha da fonte, influencia diretamente o tamanho da gota formada no cone [160]. Como 

a fonte ESI convencional possui diâmetro interno da agulha de 120 µm e a fonte ESI de 

baixo vazão possui diâmetro interno da agulha de 60 µm, a fonte ESI de baixa vazão é 

capaz de produzir gotas mais finas, aumentando assim a eficiência da ionização dos 

analitos. Portanto, podemos concluir que a fonte de ionização ESI de baixa vazão resultou 

em análises mais sensíveis e reprodutíveis. 

 

Figura 27. Avaliação da vazão da fase móvel (mL/min) no método DPX MS/MS. 

 

Fonte: Próprio autor. 
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A infusão direta de acetonitrila ou metanol no espectrômetro de massas tem sido 

discutida na literatura como forma de aumentar o sinal analítico [161–163]. Neste sentido, 

a Figura 28 confirma que a utilização deste recurso favoreceu a detectabilidade em até 

50% (Figura 28a). Além disso, podemos observar um aumento no sinal analítico quando 

metanol é utilizado como solvente na infusão direta no espectrômetro de massas em vez 

da acetonitrila (Figura 28b).  

 

Figura 28. Avaliação da influência da infusão direta no método DPX-MS/MS: (a) adição 

da etapa de infusão direta; (b) solução de infusão direta. 

 

 

Fonte: Próprio autor. 
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Portanto, conclui-se que as melhores condições MS/MS foram obtidas utilizando 

a fase móvel constituída por (A) água + 0,3% NH4OH e (B) acetonitrila (50:50, v/v) com 

vazão de 0,05 mL min-1 e infusão direta no espectrômetro de massas de uma solução de 

metanol + 10% hidróxido de amônio concentrado (Figura 29). 

 

Figura 29. Representação dos picos dos peptídeos Aβ nas condições MS/MS otimizadas. 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

2.4.3. Avaliação da etapa de pré-preparo da amostra 

A determinação de peptídeos Aβ (especialmente o peptídeo Aβ 42) em amostras 

de LCR ainda é um desafio devido a sua baixa concentração na matriz biológica, baixa 

solubilidade em água, às ligações não específicas a outros peptídeos/proteínas ou às 

paredes de ponteiras/eppendorfs e à sua tendência em agregar-se  [29].  

Por isso, a utilização de ponteiras LoRetention® e tubos Eppendorf Protein 

LoBind® foi importante para minimizar às ligações dos analitos de interesse (peptídeos 

Aβ) junto às paredes dos materiais plásticos durante a etapa de pré-preparo de amostra. 

Como podemos observar na Figura 30, o uso de materiais de baixa retenção permitem 

que uma fração menor dos analitos adsorva junto às paredes destes materiais e assim, 

podemos atingir uma maior taxa de recuperação dos analitos ao final de cada extração. 
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Figura 30. Avaliação da influência do tipo de material plástico utilizado durante o 

desenvolvimento do método DPX. 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

A adição de plasma de rato e também de uma solução de guanidina concentrada 

(5M) à matriz biológica também foram parâmetros avaliados. Os peptídeos Aβ podem 

estar presentes em formas de agregados e formas oligoméricas e poliméricas, assim, a 

adição de guanidina 5M é responsável por causar a desnaturação dos peptídeos Aβ 

disponibilizando-os em sua forma monomérica (Figura 31) [29]. Já a adição de plasma 

de rato na amostra de LCR é responsável por diminuir a ligação dos peptídeos Aβ 

(humano) com a albumina presente no LCR, favorecendo assim a sensibilidade do 

método (albumina humana liga-se ao rAβ) – conforme já discutido no item 1.4.5. 
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Figura 31. Avaliação da adição de agente desnaturante no pré-preparo da amostra. 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

2.4.4. Avaliação das condições DPX 

Os parâmetros da técnica DPX pH da amostra, tempo de equilíbrio de sorção entre 

os analitos e o material sorvente, volume de amostra/número de ciclos, condições de 

eluição e solução de limpeza foram avaliados. Os experimentos foram avaliados de forma 

uni variada e as melhores condições de extração foram escolhidas de acordo com as áreas 

normalizadas dos picos cromatográficos obtidas durante a otimização das variáveis. 

 

a) pH da amostra 

O pH da amostra é importante na extração de analitos que possuem grupos 

dissociáveis, dependentes do pH do meio. A fase comercial Oasis MCX® é um sorvente 

polimérico de modo misto que apresenta grupos sulfônicos em sua estrutura e que pode 

ser empregado na extração de compostos ionizados através do mecanismo de troca 

catiônica. Em condições de pH ácido, os peptídeos Aβ estarão ionizados positivamente e 

vão interagir com os grupos sulfônicos do material sorvente através das interações 

eletrostáticas entre os analitos carregados positivamente e os grupos sulfônicos 

carregados negativamente. Adicionalmente, interações hidrofílicas e hidrofóbicas 

também podem ocorrer. Conforme resultados já discutidos no item 1.4.6, as extrações 
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realizadas com a amostra de LCR diluída em uma solução de ácido fórmico 10% 

resultaram na melhor eficiência de extração.  

 

b) Condicionamento 

A etapa de condicionamento do material sorvente com um solvente apropriado é 

importante para ativação dos sítios de ligações. Neste trabalho, o material sorvente 

contido no interior da ponteira DPX foi condicionado com uma alíquota de 200 µL de 

metanol puro seguido de uma alíquota 200 µL de ácido fórmico 10% em água. 

 

c) Equilíbrio de sorção 

A eficiência da extração por DPX está diretamente relacionada ao tempo de 

equilíbrio de sorção dos analitos com a fase extratora [164]. A fim de obter eficiência 

satisfatória, diferentes tempos de sorção (15 s e 30 s) foram avaliados, para a otimização 

do tempo de equilíbrio, na etapa de pré-concentração dos peptídeos Aβ na fase sorvente 

Oasis MCX®. Como observado na Figura 32, o aumento de tempo de contato entre os 

analitos e a fase extratora favoreceu a eficiência de extração. Tendo em vista que uma das 

vantagens da técnica DPX é a rapidez, o tempo máximo de equilíbrio avaliado foi 30 

segundos, pois um aumento neste valor resultaria em um tempo de extração maior. 

 

Figura 32. Avaliação da influência do tempo de equilíbrio entre os os analitos e o material 

sorvete na eficiência de extração. 

 

Fonte: Próprio autor. 
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d) Volume de amostra e números de ciclos de aspirar/dispensar 

Considerando a eficiência da extração, diferentes volumes (100, 150 e 200 µL) de 

amostra (item 2.3.1) foram avaliados para a sorção dos analitos. Os resultados obtidos 

indicaram que o aumento do volume de amostra de 100 a 150 µL levou ao aumento do 

sinal analítico, no entanto para volumes superiores a 150 µL houve uma queda no sinal 

analítico (Figura 33). Isso ocorre porque com o aumento do volume de amostra aumenta-

se também a concentração dos interferentes endógenos e o efeito da matriz. 

 

Figura 33. Avaliação da influência do volume de amostra na eficiência de extração. 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

O número de ciclos aspirar/dispensar da amostra também influencia na eficiência 

da extração, já que o aumento da quantidade de ciclos permite que o material sorvente 

extraia maiores quantidades de analitos (favorece o equilíbrio de sorção). Dessa forma, 

tendo fixado o volume de amostra em 150 µL, a etapa seguinte consistiu na otimização 

do número de ciclos aspirar/dispensar. Os resultados ilustrados na Figura 34 mostram que 

a eficiência de extração aumentou linearmente com o aumento do número de ciclos, 

atingindo seu máximo no quinto ciclo (5×450 µL). 
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Figura 34. Avaliação da influência do número de ciclos aspirar/dispensar na eficiência 

de extração. 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

g) Limpeza do material sorvente 

O LCR possui interferentes endógenos (proteínas e fosfolipídios) que podem ficar 

retidos na fase extratora, e posteriormente serem eluídos com os analitos, suprimindo o 

sinal analítico dos analitos. Portanto, a etapa de limpeza se faz necessária após a etapa de 

sorção dos analitos na fase extratora e antes da etapa de eluição dos analitos, para 

promover a exclusão dos interferentes endógenos da matriz biológica sem que haja perda 

significativa dos analitos de interesse. Dentre as soluções avaliadas, resultados 

satisfatórios foram obtidos empregando uma alíquota de 200 µL de uma solução 

composta por água + 10% ácido fórmico/metanol (95:5) v/v. 

 

f) Eluição 

Considerando as características físico-químicas dos analitos e do material 

sorvente, a força da solução de eluição neste caso está relacionada com o seu pH, ou seja, 

soluções com caráter básico serão mais eficientes no processo de eluição. Empregando-

se metanol e acetonitrila como solventes de eluição, uma maior eficiência de extração foi 

observada ao utilizar metanol (Figura 35). 
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Figura 35. Avaliação da influência do solvente de eluição na eficiência de extração. 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

Em seguida, a adição de hidróxido de amônio na solução de eluição também foi 

avaliada: (1) metanol/água/hidróxido de amônio (50:40:10, v/v/v); (2) 

metanol/água/hidróxido de amônio (75:15:10, v/v/v); (3) metanol/hidróxido de amônio 

(90:10, v/v). Conforme indicado na Figura 36, a eficiência de extração foi favorecida com 

o aumento da porcentagem de metanol na solução de eluição. 

 

Figura 36. Avaliação da influência da solução de eluição na eficiência de extração. 

 

Fonte: Próprio autor. 
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Uma vez determinado a solução de eluição, diferentes ciclos de eluição (1×300 

µL, 1×200 µL e 2×100 µL) também foram avaliados. Como observado na Figura 37, o 

aumento do número de ciclos aspirar/dispensar não favoreceu o processo de eluição dos 

analitos devido as dimensões da ponteira DPX (quantidade de material sorvente). 

Portanto, um único ciclo de 300 µL da solução de eluição composta por 

metanol/hidróxido de amônio (90:10, v/v) apresentou maior eficiência de extração. Em 

seguida o extrato da eluição obtido foi evaporado e reconstituído em 50 µL de fase móvel 

composta por H2O +0,3%NH4OH:ACN (90:10, v/v) 

 

Figura 37. Avaliação da influência do (a) número de ciclos aspirar/dispensar e (b) volume 

da solução de eluição (metanol/hidróxido de amônio, 90:10, v/v) na eficiência de 

extração. 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

As ponteiras DPX são descartáveis, por isso, não há necessidade de adicionar a 

etapa de limpeza entre as diferentes análises porque a fase extratora contida no interior 

das ponteiras são descartáveis. Dessa forma, o efeito memória também é eliminado. Uma 

vez utilizadas as ponteiras DPX, o material sorvente contido em seu interior foi 

descartado, e as ponteiras e filtros foram lavados com metanol e água. Depois de secos, 

novas ponteiras foram montadas. 

A Figura 38 a seguir ilustra as condições DPX que apresentaram a maior eficiência 

de extração. 
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Figura 38. Resumo da otimização das variáveis DPX. 

 

Fonte: Próprio autor. 

2.4.5. Validação analítica do método DPX MS/MS 

O método DPX MS/MS foi validado segundo as normas preconizadas pela 

ANVISA para a determinação dos peptídeos Aβ38, Aβ40 e Aβ42 em amostras de LCR 

de pacientes com Doença de Alzheimer. 

 

a) Linearidade e LIQ 

O método DPX MS/MS apresentou intervalos lineares que variaram de LIQ – 1,5 

ng mL-1 e coeficientes de determinação maiores que 0,99 (Tabela 6). O limite inferior de 

quantificação foi definido como a menor concentração determinada quantitativamente 

com exatidão e precisão aceitáveis. 

 

Tabela 6. Intervalo linear, equação de regressão linear, coeficiente de determinação (R2) 

e limite inferior de quantificação (LIQ) para o método DPX-MS/MS. 

Analito 
Intervalo linear (ng mL-

1) 

Equação de 

regressão 
R2 

LIQ (ng mL-

1) 

Aβ42 0,1 – 1,5 y = 0,1531x - 0,0065 0,9915 0,1 

Aβ40 0,1 – 1,5 y = 0,1849x - 0,0025 0,9905 0,1 

Aβ38 0,1 – 1,5 y = 0,1796x + 0,0013 0,9938 0,1 

 

b) Exatidão e Precisão 

A Tabela 7 apresenta os valores de exatidão e precisão intra e intercorridas do 

método desenvolvido. Os valores de EPR variaram de -9,6% a 13,2% (exatidão 

intracorridas) e -13,6% a 12,1% (exatidão intercorridas). A precisão do método 
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apresentou valores de CV que variaram de 0,3% a 12,7% (precisão intracorridas) e 0,6% 

a 11,1% (precisão intercorridas). Todos esses valores estão em concordância com os 

limites estabelecidos pela ANVISA. 

 

Tabela 7. Parâmetros de validação analítica para o método DPX MS/MS. 

Analito 

Concentração 

adicionada 

(ng mL-1) 

Exatidão Precisão 

Intracorrida Intercorrida Intracorrida Intercorrida 

(%EPR) n=5 (%CV) n=5 

Aβ42 

0,1 5,1 9,8 6,2 7,1 

0,2 10,0 10,3 1,2 0,9 

0,5 1,5 -4,5 8,1 10,2 

0,8 -9,6 -11,9 3,0 7,1 

1,0 2,4 6,7 8,6 6,3 

1,5 5,6 4,0 7,9 11,3 

Aβ40 

0,1 -0,3 -0,9 0,8 10,3 

0,2 13,2 8,0 0,3 0,6 

0,5 2,6 -0,3 4,1 4,0 

0,8 -9,0 -13,6 5,8 6,7 

1,0 2,5 6,2 8,6 5,6 

1,5 8,5 0,2 12,7 11,1 

Aβ38 

0,1 7,0 4,6 5,8 4,4 

0,2 12,1 12,1 0,3 7,6 

0,5 -2,7 0,2 6,8 4,9 

0,8 -8,7 -11,5 3,5 5,7 

1,0 12,1 5,4 10,0 9,7 

1,5 -3,3 1,4 6,8 7,0 

 

c) Efeito residual e efeito matriz 

O efeito residual foi avaliado com injeções de amostras de LCR branco de 

referência antes e após a análise de amostra LCR branco de referência enriquecida com 

os analitos na concentração correspondente ao limite superior de quantificação (LSQ). 

Nestas amostras branco de referência, os sinais analíticos no tempo de eluição dos analitos 

e do PI ficaram abaixo de 5% dos sinais analíticos correspondentes às amostras no LIQ. 

Estes valores obtidos encontram-se em concordância com os limites preconizados pela 

ANVISA. 

O efeito da matriz biológica na supressão iônica foi avaliado por meio dos valores 

do fator de matriz normalizado, onde os coeficientes de variação foram menores do que 

15%. 
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2.5.Aplicação do método DPX MS/MS 

Em parceria com a Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, o método DPX 

MS/SMS será aplicado na análise de amostras de LCR de pacientes com a Doença de 

Alzheimer para avaliar a acurácia dos peptídeos Aβ como biomarcadores em diferentes 

níveis: (1) diagnóstico precoce da DA – comprometimento cognitivo leve, (2) 

acompanhamento da progressão da DA e (3) identificação do estágio da demência. 

 

2.6.Conclusão 

Diferentes variáveis relacionadas à separação cromatográfica e detecção 

(temperatura da coluna, composição da fase móvel, volume de amostra e modo de 

varredura) do método DPX UHPLC-MS/MS foram avaliadas. No entanto, o método DPX 

UHPLC-MS/MS não apresentou valores de linearidade adequada.  

As análises diretas DPX MS/MS, apresentaram parâmetros de validação analítica 

adequados para a determinação de peptídeos Aβ em amostras de LCR, em razão da alta 

detectabilidade e seletividade da técnica MS/MS (modo SRM). Três procedimentos 

analíticos favoreceram a detectabilidade do método DPX MS/MS: (a) Infusão direta 

(solvente orgânico + aditivo) no espectrômetro de massas, (b) O uso da fonte ESI com 

vazão reduzida de fase móvel e (c) A etapa de pré-preparo da amostra com a adição de 

plasma de rato e solução de guanidina concentrada (diminuiu o efeito da matriz 

biológica). A otimização das variáveis DPX (pH da amostra, tempo de equilíbrio de 

sorção/dessorção, volume de amostra/número de ciclos e solução de eluição/número de 

ciclos) favoreceu a sensibilidade do método empregando pequenos volumes de amostra 

biológica e de solvente orgânico. Portanto, o método DPX MS/MS poderá ser empregado 

com confiabilidade na determinação de peptídeos Aβ em amostras de LCR de pacientes 

com a Doença de Alzheimer para diagnóstico e acompanhamento do tratamento da 

doença de Alzheimer.  
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2.7.Comparação dos métodos in-tube SPME UHPLC-MS/MS e DPX MS/MS 

com os trabalhos da literatura 

Os métodos in-tube SPME UHPLC-MS/MS e DPX MS/MS quando comparados 

com outros métodos publicados na literatura (Tabela 8) apresentaram algumas vantagens, 

tais como: menor custo, redução do consumo de solvente orgânico [24,26] e menor 

volume de amostra de LCR, redução no tempo durante a etapa de preparo de amostra 

[25,27–29].  

Além disso, a reutilização do capilar monolítico é outra vantagem do método 

proposto sobre os métodos que usam placas SPE miniaturizado; e o procedimento de 

síntese capilar monolítica é mais simples do que o usado para desenvolver o revestimento 

líquido iônico polimérico zwitteriônico [14]. Embora o método in-tube SPME UHPLC-

MS/MS tenha apresentado valores de LIQ superiores aos publicados anteriormente, sua 

faixa linear é adequada para determinar o peptídeo Aβ em amostras de LCR de pacientes 

com DA. Além disso, os valores de LIQ do método também estão relacionados à 

sensibilidade do sistema UHPLC-MS/MS. 

A associação da técnica DPX com o sistema de espectrometria de massas 

sequencial (MS/MS), com fonte ESI de baixa vazão, proporcionou maior sensibilidade 

analítica ao método desenvolvido, e consequentemente foi possível atingir menores 

valores de limites de quantificação para os peptídeos Aβ. Além disso, o tempo total de 

análise foi menor em comparação aos outros trabalhos. 
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Tabela 8. Comparação dos diferentes métodos analíticos na determinação dos peptídeos 

Aβ em amostras de LCR de pacientes com a Doença de Alzheimer. 

Analitos 
Volume de 

amostra (µL) 

Preparo de 

amostra 

Sistema 

analítico 

LIQ (ng 

mL-1) 
Referência 

Aβ38 

Aβ40 

Aβ42 

200 
Online fiber 

in-tube SPME 
MS/MS 0,2 [14] 

Aβ38 

Aβ40 

Aβ42 

200 MCX µSPE LC-MS/MS 0,2 [24] 

Aβ38 

Aβ40 

Aβ42 

300 
Offline fiber 

in-tube SPME 
LC-MS/MS 0,3 [25] 

Aβ38 

Aβ40 

Aβ42 

200 MCX µSPE LC-MS/MS 0,3 [26] 

Aβ38 

Aβ40 

Aβ42 

218 MCX µSPE LC-MS/MS 0,6 [27] 

Aβ38 

Aβ40 

Aβ42 

300 HLB µSPE LC-MS/MS 0,4 [28] 

Aβ42 250 MCX µSPE 
2D-LC-

MS/MS 
0,6 [29] 

Aβ38 

Aβ40 

Aβ42 

200 In-tube SPME LC-MS/MS 0,6 Este estudo 

Aβ38 

Aβ40 

Aβ42 

150 MCX-DPX MS/MS 0,1 Este estudo 
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3. CONCLUSÃO FINAL 

O desenvolvimento e validação dos métodos in-tube SPME UHPLC-MS/MS e 

DPX MS/MS para a determinação dos peptídeos Aβ em amostras de LCR apresentaram 

menor custo, redução do consumo de solvente orgânico, do volume de amostra biológica 

e do tempo de análise quando comparados aos métodos da literatura. 

As fases (SPM-co-EDMA e Oasis MCX) apresentaram seletividade, capacidade 

sortiva, estabilidade mecânica e química adequadas para a extração dos peptídeos Aβ. A 

caracterização química e morfológica da fase monolítica orgânica com grupos sulfônicos 

(SPM-co-EDMA) comprovou a incorporação dos grupos trocadores de cátions e a 

homogeneidade. 

O método in-tube SPME UHPLC-MS/MS desenvolvido e validado foi aplicado 

na determinação dos peptídeos Aβ em amostras de LCR de pacientes com a Doença de 

Alzheimer. As concentrações determinadas estão de acordo com as reportadas na 

literatura. 

O método DPX MS/MS desenvolvido e validado será aplicado na determinação 

dos peptídeos Aβ em amostras de LCR de pacientes com a Doença de Alzheimer para 

avaliar a acurácia dos peptídeos Aβ como biomarcadores em diferentes níveis: (1) 

diagnóstico precoce da DA – comprometimento cognitivo leve, (2) acompanhamento da 

progressão da DA e (3) identificação do estágio da demência. 
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